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

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

“[...] Las culturas de los pueblos se desarrollan y pasan a la historia por la accién de hombres y mujeres
notables, y de grandes instituciones. El Instituto Nacional de Salud ha congregado lo mejor de la
inteligencia médica y sus aportes a la salud de nuestra nacién han sido muy significativos. El Instituto
es supremo hacedor y guardian de la ciencia biomédica y de la salud publica de Colombia [...]" (1).

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

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

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

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

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

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



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

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

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

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

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

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

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

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



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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Contribucion de los autores:

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

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

la discusion

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

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

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

Caso clinico

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

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

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

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

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

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

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

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

Examenes iniciales Valores del Valores de

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

copias/ml

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

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

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

Andlisis citoquimico Valores del Valores de
paciente referencia

Color Incoloro Incoloro

Glucosa (mg/dl) 80 40a70

Glucemia sérica (mg/dl) 119 70 a 110

Proteinas (mg/dl) 57,4 15a45

Leucocitos (cél/pl) 0 0

Eritrocitos (cél/pul) 0 0

VDRL No reactivo 0 diluciones

Antigeno de Cryptococcus Negativo

Tincién de ZN, KOH y Negativas

tinta china

PCR para Herpes virus Negativo

Carga viral de CMV* 1.180 copias/ml

ADA (U/L) 1 0ab

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

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

Consideraciones éticas

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

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

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

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

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

DWI: diffusion-weighted magnetic resonance imaging

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

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

Sindrome de Wernicke-Korsakoff por citomegalovirus

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

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

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

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

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

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

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

Anélisis citoquimico del liquido cefalorraquideo
y diagnostico

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

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

Manifestaciones clinicas

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

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

Sindrome de Wernicke-Korsakoff

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

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

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

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

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

Hallazgos radiolégicos

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

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

Sindrome de Wernicke-Korsakoff por citomegalovirus

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

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

Prondstico

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

Conclusiones

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

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

Estudio de imagenes diagnodsticas Hallazgos

TC cerebral

RM cerebral
Secuencias T1
talamo medial

Usualmente es normal.

Hipointensidades en sustancia gris periacueductal, cuerpos mamilares, hipotalamo y

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

Secuencias T2

Hiperintensidad alrededor del tercer ventriculo, cuerpos mamilares, hipotalamo y

talamo medial y sustancia gris periacueductal

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Key words: Aspergillus; drug resistance, fungal, amphotericin B; itraconazole; voriconazole.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3447
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El género Aspergillus es probablemente el taxén
fungico de mayor distribucién en el mundo por la
facil diseminacion de sus esporas y por la amplia
gama de sustratos que puede degradar (1).

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

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

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

Materiales y métodos
Cepas

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

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

Cepas de control

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

Sensibilidad a los antifungicos

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

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

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

Interpretacion de los datos y andlisis estadistico

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

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

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

Resultados

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

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

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

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

Los valores de la CIM del voriconazol se presentan
en el cuadro 2. La media geométrica de la CIM
para este antifungico fue de 0,54 pg/ml en el G1,
de 0,55 pg/ml en el G2, y de 0,14 pg/m en el G3.
La cepa de A. terreus no se incluyé en el célculo
de esta media geométrica en el G3. No se hallaron
cepas resistentes a este antifungico.



Biomédica 2017;37:452-9

Sensibilidad del género Aspergillus

Cuadro 1. Valores de concentracion minima inhibitoria (CIM) de la anfotericina B (AMB) y del itraconazol (ITZ) para las cepas
evaluadas por el método de microdilucién. Los grupos corresponden al origen de la cepa. G1: ambientes interiores y exteriores no
hospitalarios; G2: ambiente hospitalario; G3: muestras clinicas.

Grupos Aspergillus AMB®M™

ITZ™  Aspergillus AMB®M™

ITZem

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

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

o
N
N

6 8 10 12 14 16 18 20
Numero de cepas

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

o

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

Discusién

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

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

hospitalarios; G2: ambientes hospitalarios; G3: muestras clinicas

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

G3: muestras clinicas

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

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

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

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

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

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

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

Sensibilidad del género Aspergillus

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Elizabeth Yax y Axel Martinez: fase experimental y andlisis de datos

Amalia Girén-Callejas y Ricardo Mendizabal-Burastero participaron en todas las etapas del estudio.
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Conclusion: Selecting the samples to be included in the pools and selecting the pools according to
ART regimens are criteria that could lead to decreased spending on laboratory tests for HIV viral load

determination in resource-constrained settings.

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

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

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

Correspondencia:

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

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

Materiales y métodos

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

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

Seleccién de las muestras

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

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

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

Tomay manejo de las muestras

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

Organizacién de las muestras en lotes

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

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

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

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

Medicién de la carga viral de HIV

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

Andlisis de los datos

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

Resultados

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

95% 95%

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

carga viral de HIV en lotes de muestras

Pacientes con diferente esquema de tratamiento antirretroviral

Primera linea (n=800)

Segunda linea (n=198)

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

39 (RIC 24-49)

0,9 % (IC

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

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

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

95% 95%

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

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

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

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

95%

Discusion

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

nine samples positive for binary toxin.

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

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

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

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

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

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

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

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

Materiales y métodos
Diseno del estudio

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

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

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

Criterios de inclusion

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

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

Analisis estadistico

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

Resultados

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

de la salud 33 (91.6)

RIQ: rango intercuartilico

Cuadro 2. Antecedentes de los pacientes

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

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

Caracteristicas de la infeccion por C. difficile

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

Discusién

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

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

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

Biomédica 2017;37:466-72

Variable n (%)

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

Cuadro 5. Clasificacion segun la gravedad y el tratamiento

Variable n (%)
Gravedad

Leve a moderada 16 (44,4)

Grave 14 (38,9)

Grave o complicada 4(11,1)

No determinada 2 (5,6)
Tratamiento antimicrobiano

Metronidazol 23 (67,6)

Vancomicina 8 (23,5)

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

No 31 (86,1)

Si 3 (8,8

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Caracteristicas de la infeccion por C. difficile

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Materiales y métodos

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

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

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

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

Aislamientos y caracterizacion microbiol6gica

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

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

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

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

Caracterizacion genotipica

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

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

Resultados

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

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

58 °C 1 minuto
72 °C 1 minuto

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

55 °C 45 segundos
72 °C 1 minuto

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

58 °C 45 segundos
72 °C 1 minuto

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

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

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

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

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

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

Resultados de la vigilancia nacional de resistencia antimicrobiana

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

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

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

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

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

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

Unidades de cuidado intensivo

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

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

Otras areas de hospitalizacion

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

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

Pdblica, Instituto Nacional de Salud

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

% R: porcentaje de resistencia

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

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

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

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

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

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

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

Resultados de la vigilancia nacional de resistencia antimicrobiana

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

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

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

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

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

Cuadro 6. Distribucién de carbapenemasas en Pseudomonas spp.

Microorganismo n S R

Mecanismo asociado a la resistencia a carbapenémicos

Carbapenemasas

No asociado a

VIM KPC NDM GES KPCyVIM KPCyGES VIMyGES Ccarbapenemasas*

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

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

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

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

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

481



Ovalle MV, Saavedra SY, Gonzéalez MN, et al. Biomédica 2017;37:473-85

Bolivar Atlantico
A AA
é Norte de Santander
Cérdoba éf AAA
A
Santander

Antioquia
AAAA

Caldas Boyaca
KPC AA
A VIM —
A OXA-23 Qumdx) Casanare
A NDM '
A GES Valle del Cauca Cundinamarca
A IMP Abda

Cauca
AA

Bogota
AAA

Figura 2. Distribucion geografica de los aislamientos de microorganismos productores de carbapenemasas en Colombia, septiembre
de 2012 a diciembre de 2014
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Figura 3. Distribucion geografica de los aislamientos de microorganismos productores de combinaciones de carbapenemasas en
Colombia, septiembre de 2012 a diciembre de 2014

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

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

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

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

Resultados de la vigilancia nacional de resistencia antimicrobiana

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

in a sample of Colombian population.

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

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

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

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

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

Las citocinas tienen un papel importante en la inmu-
nopatogenia del dengue y algunas se han asociado
con la gravedad de la enfermedad (11-13), tal como
se ha reportado para el factor de necrosis tumoral a
(TNFa), la interleucina 6 (IL-6) y el interferén (IFN-y)
(14,15). Sus niveles de produccion pueden estar
influenciados por el componente genético ancestral,
como se ha demostrado previamente (10).

Correspondencia:

Efrén Avendafio-Tamayo, Sede de Investigacion Universitaria,
Universidad de Antioquia, Calle 62 N° 52-59, torre 2, laboratorio
430, Medellin, Colombia

Teléfono: (574) 219 6467; fax: (574) 219 6469
efren.avendano@udea.edu.co

Recibido: 29/03/16; aceptado: 14/12/16

La intensidad de la reaccion inmunitaria depende
en gran medida del control de la expresion génica
y, desde esa perspectiva, puede entenderse la
importancia de las diferencias individuales en el
riesgo genético frente a la gravedad del dengue.

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

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

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

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

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

Materiales y métodos
Tipo de estudio y poblaciéon de estudio

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

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

Diagndstico de infeccién

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

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

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

95%

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

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

Extraccion de ADN Yy tipificacion de variantes
en genes candidatos

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

Marcadores informativos de componente genético
ancestral

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

Anélisis

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

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

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

Variantes génicas en TNFA, IL6 e IFNG asociadas con dengue

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

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

Consideraciones éticas

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

Resultados
Descripcion de la poblacién

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

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

Cuadro 1. Descripcion de los pacientes captados para este
estudio

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

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

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

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

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

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

Composicion genética ancestral

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

Tipificacion en los genes candidatos

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

Asociacion de alelos con dengue hemorragico

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

Cuadro 2. Descripcion de los pacientes captados para este estudio

Parametro Afrocolombiano Mestizo Valor de p para
afrocolombiano/

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

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

Total=0,000

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

Total=0,946

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

Total=0,008

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

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

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

Variantes génicas en TNFA, IL6 e IFNG asociadas con dengue

Asociacion de genotipos en pacientes con
dengue hemorragico

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

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

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

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

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

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

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

95%"

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

Asociacion de combinaciones alélicas en dengue
hemorragico

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

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

Biomédica 2017;37:485-97

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

5%

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

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

5%

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

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

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

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

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

1 G G C 47 24 1 1 1 1

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Discusion

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

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

Variantes génicas en TNFA, IL6 e IFNG asociadas con dengue

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

estudio

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Autoidentificacion

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

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

Mestizos, n=104

Muestra completo, n=226

0,52, 0,48: 0,562

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

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

0,39, 0,35: 0,462

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

0,476+0,332

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

25:75 (24).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

disease exhibited by these miners.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Materiales y métodos

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

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

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

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

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

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

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

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

Procesamiento y analisis de datos

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

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

Resultados
Aspectos sociodemogréficos

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

Patrones de la espirometria'y gravedad

95%

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

Parametros especificos de la espirometria

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

espirometria

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

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

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

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

=]

% n %

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

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

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

Patrén Afios de trabajo minero p

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

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

5

%

=}

% n %

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

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

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

Grado de Rangos de edad (afios) p

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

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

>

% n %

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

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

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

Total 39 33 40 40 33 12 20 6 3 226

* Significacién estadistica con p<0,05

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

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

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

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

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

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

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

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

En cuanto a los hallazgos de la espirometria, el
estudio reveld que el13,2% (n=30) de la muestra
presentaba alteraciones de tipo obstructivo o res-
trictivo, dato que contrasta con los resultados de
Gonzélez, et al., en el 2009, en esta misma pobla-
cion (20), quienes reportaron un patron anormal
en la espirometria en el 26,1 % de la muestra, asi
como con las cifras informadas por Garrote, et
al. (25) en el 2013, del 97,6 % de los sujetos con
alteracion en la espirometria.

503



Gonzélez N, Diaz SL, Wilches MR, et al.

Con respecto al tipo de patrén anormal de la
espirometria, en este estudio se registraron 12,3 %
(n=28) de patrones de obstruccion y 1 % (n=2) de
patrones de restriccion. Estos porcentajes difieren
significativamente de los patrones registrados en
el estudio de Gonzaélez, et al. (20), de 21,5 % con
el obstructivo, 72,9 % con el restrictivo y 5,6 %
con el mixto, y el de Garrote, et al. (25), de 2,4 %
(n=4) con el obstructivo y de 7,8 % (n=13) con el
restrictivo. Estas diferencias se pueden atribuir a
los criterios de inclusiéon y exclusién establecidos
en cada estudio, al igual que al tamafo de la
muestra y al tipo de muestreo utilizado.

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

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

En otros estudios a nivel internacional en pobla-
ciones mineras para evaluar la funcion pulmonar
a partir de pruebas de espirometria, como el de
Wang, etal.(37), en una poblacién de 6.373 mineros
de minas subterrdneas de carb6n de algunos
condados de Estados Unidos, se han reportado
anormalidades en la espirometria en el 13,1%

504

Biomédica 2017;37:498-506

(n=836) de ellos: 6,4 % con patron restrictivo, 5,4 %
con patrén obstructivo y 1,3 % con patron mixto.
A pesar de la diferencia de contextos y de las
muestras, los hallazgos muestran similitudes con
los de este estudio en los porcentajes totales de las
alteraciones. Asimismo, es patente una diferencia
en los patrones de anormalidades en la espirome-
tria, que, en este estudio, fueron mas frecuentes
para la obstruccién que para la restriccion, en tanto
gue no se encontraron patrones mixtos.

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

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

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

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

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

Los resultados del trabajo brindan datos de base
muy importantes para implementar un programa
integral de rehabilitacion pulmonar en la pobla-
cién afectada.
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Introduccién. En Colombia, la enfermedad causada por el virus del chikungunya se constituy6 en una
epidemia en el 2015. Se estima que hubo un subregistro del numero de casos notificados al sistema de
vigilancia, lo cual resulta en sesgos en las proyecciones epidemiolégicas que sirven para la adopcién
de decisiones, un grave problema que no permite apreciar la magnitud y la importancia epidemiolégica
real de la enfermedad.

Objetivo. Estimar el subregistro de los casos de chikungunya en el municipio de Girardot, Cundinamarca,
entre noviembre de 2014 y mayo de 2015.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio descriptivo y retrospectivo mediante encuestas en las
viviendas de las 132 manzanas seleccionadas por muestreo aleatorio simple en la busqueda activa
comunitaria, y en el 100 % de los registros individuales de prestacion de servicios y del Sivigila mediante
blUsqueda activa institucional. Los datos se analizaron en el programa Epilnfo, version 7.

Resultados. La tasa de ataque estimada fue de 64,7 %. El subregistro de casos se estim6 en 36,1 %
por no haber asistido a consulta y, en 24,9 %, por falta de notificacion. Segun las respuestas de los
encuestados, la causa mas frecuente para no haber consultado fue la automedicacion (n=392; 43 %),
seguida del colapso en la prestacion de los servicios de salud (207; 23 %).

Conclusidn. El subregistro general fue del 87,05 %, desde el inicio de la epidemia en Girardot; en este
estudio se explica el 60,9 % de este subregistro.

Palabras clave: Aedes aegypti; virus del chikungunya; vigilancia epidemiolégica; registro de
enfermedades; Colombia.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3370

Estimation of underreporting of Chikungunya virus infection cases in Girardot, Colombia, from
November, 2014, to May, 2015

Introduction: Chikungunya virus infection in Colombia became epidemic in 2015. It is estimated that
there is underreporting of cases to the public health surveillance system which can induce bias in
epidemiological projections for decision making, a serious problem, as it veils the real magnitude and
actual epidemiological importance of this disease.

Objective: To estimate the underreporting of cases of chikungunya infection in the municipality of
Girardot, Cundinamarca, from November, 2014, to May, 2015.

Materials and methods: We conducted a descriptive and retrospective study using surveys in 132
blocks selected by simple random sampling for community active search and the revision of 100%
of the individual records of health services and those from the public health surveillance system for
institutional active search. The data were analyzed using Epilnfo, version 7.

Results: The attack rate was 64.7%. The estimated underreporting was 36.1% for not attending
medical consultation while 24.9% of cases were not reported to the public health surveillance system.
The principal cause for not seeking medical consultation among those surveyed (n=392; 43%) was
self-medication, followed by the collapse of health services (n=207; 23%).

Contribucion de los autores:
Todos los autores participaron en el disefio del protocolo, la revision del instrumento, la recoleccion de informacion, la revisiéon y la
redaccion del articulo.
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Conclusion: The overall underreporting since the beginning of the epidemic in Girardot was 87.05%.

This research explains 60.9% of this underreporting.

Key words: Aedes aegypti; Chikungunya virus; epidemiological surveillance; diseases registries;

Colombia.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3370

El virus del chikungunya es un arbovirus del género
Alphavirus, cuyo vector y reservorio es el mosquito
del género Aedes, especies aegypti y albopictus,
cuyas poblaciones se encuentran por debajo de
los 2.200 msnm (1).

La enfermedad presenta tres fases: la primera
es la aguda, con un periodo de hasta diez dias,
caracterizada por fiebre, poliartralgia y erupcién
cutanea (en 3 % a 28 % de la poblacién la
enfermedad puede cursar sin sintomas) (2); la
segunda es la subaguda, que se desarrolla en
20 a 40 % de los casos y puede durar hasta tres
meses, considerada como una reactivacion de la
enfermedad (3), y la tercera es la cronica, la cual
se presenta con la exacerbacién de los dolores
articulares y la rigidez, siendo las personas de la
tercera edad y aquellos con trastornos articulares
subyacentes (reumaticos y traumaticos) los mas
proclives a desarrollarla; esta fase puede persistir
en cerca de 33 % de los pacientes durante cuatro
meses, en 15 % durante 20 meses, y en 12 % entre
3y 5 afios (4,5). La mortalidad es rara y ocurre
principalmente en los adultos mayores (6).

Se cree que en las Américas los primeros casos
de chikungunya se dieron en las islas menores
del Caribe, como la de San Martin, en diciembre
de 2013; de ahi la infeccién se disemind a las
islas mayores, inicialmente en el mes de julio en
la Republica Dominicana, donde se presenté
el mayor niumero de casos (cerca de 400.000
personas afectadas). La enfermedad alcanzé las
costas de Venezuela, desde donde se introdujo a
Colombia a principios del mes de agosto del 2014y,
posteriormente, a otros paises de Centroamérica.
Hasta mediados de septiembre del 2014, se habian
reportado mas de 730.000 casos sospechosos en
21 paises y otras zonas de las Américas (7).

Correspondencia:
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El principal reto de los equipos de salud es
apoyar el adecuado manejo clinico del paciente
a partir del diagnostico del sindrome febril. Se
deben tener en cuenta las posibles causas de la
fiebre en la poblacién, con base en la informacion
epidemiolégica del territorio, para determinar de
gué infeccién se trata, especialmente en el caso
del chikungunya, del dengue o de una combinacion
de las dos enfermedades.

En el 2014, se notificaron 106.592 casos al
Sistema de Informacién de Vigilancia Nacional
(Sivigila) y, hasta la semana epidemioldgica 20
del 2015, 247.599. Con respecto a las muertes,
hasta la semana epidemioldgica 22 del 2015, se
confirmaron 35 muertes por chikungunya en el
pais, para una letalidad de 0,0094 % (8).

El departamento de Cundinamarca aporto6 el 16,2 %
de los casos autdctonos confirmados por clinica y
laboratorio en la Region Central de Colombia, y
Girardot, uno de los municipios mas grandes del
departamento, registrd la mayor notificacion durante
el periodo de estudio, con 8.788 casos (8).

A pesar de las estrategias de notificacion, se estima
gue hubo un subregistro del numero de casos noti-
ficados, lo cual genera sesgos en las proyecciones
epidemioldgicas y, en consecuencia, afecta la adop-
cién de decisiones sobre el manejo de la epidemia.
Esto constituye un grave problema, pues no permite
apreciar la importancia epidemiolégica real de esta
enfermedad, y dificulta la adopcion de decisiones
oportunas y adecuadas en torno a las intervenciones
en salud individual y colectiva.

El subregistro afecta los servicios de salud e
influye en el incremento de las incapacidades, la
inasistencia escolar, el tiempo con sintomas como
el dolor articular, especialmente entre los adultos
mayores, lo que conlleva una inversion adicional
de recursos en las familias, asi como aumento del
namero de permisos o ausencias laborales entre la
poblaciéon econémicamente activa (9).

Son diversas las razones por las cuales no se
notificaron todos los casos de la enfermedad al
sistema de vigilancia. La primera es que solo se
notifican los casos de las personas que consultan
a los servicios de salud, y la segunda, que algunos
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casos detectados no se notificaron al sistema de
vigilancia por errores de procedimiento, o por des-
conocimiento del diagndstico (9).

En la Republica Dominicana, uno de los primeros
paises que enfrento la enfermedad en las Américas
y recopil6 las lecciones aprendidas en los primeros
seis meses, se documentd que el subregistro durante
la epidemia fue importante segin algunas encues-
tas rapidas realizadas en el momento (10). En el pais
no se hallaron estudios que evaluaran la magnitud
del subregistro de los casos de chikungunya.

En este contexto, los objetivos de este trabajo
fueron: estimar el subregistro general de los casos
de chikungunya en el municipio de Girardot entre
noviembre del 2014 y mayo del 2015; describir
las caracteristicas sociales y demograficas de las
personas afectadas; estimar el subregistro de casos
de personas con chikungunya que no consultaron
a los servicios médicos y describir las causas de
dicha inasistencia, y estimar el subregistro de los
casos no notificados de personas que si asistieron
a consulta en las instituciones prestadoras de
servicios de salud.

Materiales y métodos
Tipo de estudio y poblacion

Se hizo un estudio descriptivo y retrospectivo cuya
duracion correspondié a la fase epidémica de la
fiebre por chikungunya en Girardot, entre noviembre
del 2014 y mayo del 2015. La poblacion estaba
constituida por los habitantes del area urbana del
municipio de Girardot.

Muestra

Para la busqueda activa comunitaria, se hizo un
muestreo aleatorio simple; el marco muestral estuvo
conformado por 1.143 manzanas; la estimacion de
la probabilidad poblacional fue del 9 %, con un nivel
de confianza del 95 % y un error muestral esperado
del 5 %. El nimero de manzanas para la muestra
fue de 114, con 20 % adicional para dar cuenta de
la ausencia de respuesta; la georreferenciaciéon de
las manzanas seleccionadas en la muestra se hizo
con el médulo Epi-Map de Epi Info7. Se visitaron
todas las viviendas en cada una de las manzanas
y se entrevist6 a las personas que aceptaron par-
ticipar voluntariamente.

Para la busqueda activa institucional, se utilizaron
todos los registros individuales de prestacion de
servicios (RIPS) entregados por la Secretaria de
Salud de Girardot y los de la base de datos del
Sivigila con los codigos de notificacion individual y
colectiva de casos de chikungunya.

Subregistro de casos de enfermedad por el virus del chikungunya

Para verificar la calidad de la informacién de las
historias clinicas, se hizo un muestreo aleatorio
simple de un marco muestral conformado por
4.415 RIPS de las cuatro instituciones prestadoras
de servicios de salud, seleccionadas de los casos
cuyo diagnéstico principal era fiebre no especificada
y aquellos que cumplian con la definicién de caso
de chikungunya.

Se calcul6 el tamafio de la muestra de historias
clinicas para una probabilidad poblacional del 9 %,
un intervalo de confianza de 95 % y un error
muestral esperado de 5 %. El nUmero de historias
clinicas revisado fue de 122 y se afadieron 49
historias clinicas. El tamafio de las muestras se
calculd en Epi-Info 7.

Variables y nivel de medicion

Las variables nominales incluyeron el sexo, el
régimen de afiliacion al sistema de seguridad social,
la fecha de inicio de sintomas, la consulta a centros
de salud, las causas de la falta de consulta, y la
autopercepcion de la presencia de la enfermedad.
Entre las variables de razén, se incluyeron la edad,
el nimero de casos reportados al Sivigila, el nUmero
de registros en los RIPS, el nimero de personas
gue manifestaron presentar la enfermedad, y el
namero de personas que manifestaron presentar
la enfermedad y no consultaron.

Plan de recoleccion de datos

Para la busqueda activa comunitaria, se utilizd
una encuesta estructurada aplicada en cada casa
de las manzanas seleccionadas en la muestra;
la unidad de observacién fueron los habitantes
de cada casa. Se hizo una prueba piloto en una
manzana no seleccionada en la muestra.

La definicion de caso se basd en el diagnostico
clinico y en la autopercepcion de la enfermedad;
se preguntd a las personas si habian presentado
fiebre, dolor articular y erupcion en la piel durante
el periodo del estudio.

Para la busqueda activa institucional, se utilizo el
maodulo Sianiesp del Sivigila en el que se cargaron
el 100 % de los RIPS entregados por la Secretaria
de Salud de Girardot y, de alli, se seleccionaron los
registros que tuvieran el codigo A920 de la CIE10,
el tipo y el niumero del documento de identidad y el
municipio de residencia.

La calidad de los datos se determiné seleccionando
los RIPS de cuatro instituciones prestadoras de
servicios de salud que agrupaban 59 % de los
casos notificados por el municipio de Girardot.
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Ademas, se incluyeron los registros de notifica-
cion colectiva e individual del Sivigila provenientes
de las mismas cuatro instituciones en el periodo
de estudio.

Plan de andlisis

Los datos se digitaron y analizaron en Epi-Info 7.
Se organizaron en distribuciones de frecuencias y
Sus respectivas proporciones, y se calcularon los
estimadores comunitarios con sus respectivas for-
mulas. Es importante tener en cuenta que la estima-
cion de estas tasas se hizo 20 semanas después
del pico maximo de la epidemia. Las siguientes son
las ecuaciones empleadas en los calculos.

Tasa de ataque:

ndmero de personas
que informaron haber

Tasa de presentado la enfermedad
ataque = X 100
estimada nldmero total de

personas encuestadas

Subregistro comunitario (SC):

ndmero de personas que
informaron haber presentado la
enfermedad y NO consultaron

SC = x 100
namero total que informé
haber enfermado
Subregistro institucional (SI):
numero de casos notificados
al Sivigila en 4 IPS
Sl = x 100

ndmero de registros por
RIPS en 4 IPS

Para la estimacion del subregistro total, se utilizaron
las siguientes ecuaciones.

Numero de casos de personas que enfermaron,
estimado segun la tasa de ataque:

Y = poblacion urbana de Girardot x Tasa de ataque

Estimacion de la poblacion que enfermé pero no
consulté a los servicios de salud (informacion prove-
niente de la busqueda activa comunitaria, PSC):

PSC=SCxY

Estimacion de la poblacion que enfermo, pero no
se registro en los servicios de salud (PSI):

PSI =Sl x (1-SC) Y

Estimacion del subregistro total de poblacion
explicado (ST):

ST =PSC + PSI
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Estimacion del subregistro total:

numero de casos notificados
al Sivigila

SR = x 100

y
Consideraciones éticas

El estudio se clasific6 como una investigacion sin
riesgo, segun lo establecido en el Articulo 11, literal
A, de la Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio
de Salud. No hubo ninguna intervencién o modifi-
cacion intencionada de las variables biolégicas,
fisioldgicas, sicolégicas o sociales de los individuos
que participaron en el estudio, y se garantizé la
absoluta confidencialidad de los datos, los cuales
se utilizaron exclusivamente para los fines de
esta investigacion.

Resultados
Busqueda activa comunitaria

En la busqueda activa comunitaria se incluyeron
132 manzanas del municipio de Girardot, en las
cuales se visitaron 1.038 viviendas, en 891 de
las cuales se pudieron hacer las entrevistas a
3.380 personas; de ellas 2.189 informaron haber
presentado la enfermedad, es decir, una tasa de
ataque de 64,7 %.

Se encontraron diferencias estadisticas en la pre-
sentacién de los casos por sexo, y el mayor nimero
de casos se presenté en mujeres, con 57,7 %; los
grupos de edad mas afectados fueron el de 15 a
19 afios y el de 50 a 54 afios. El 50,7 % de los
participantes pertenecia al régimen contributivo y el
64,0 % informd haber consultado en algln servicio
de salud (cuadro 1).

En cuanto a las causas de falta de consulta de
las 789 personas que no asistieron a los servicios
de salud, se registraron 929 respuestas, ya que
algunas personas informaron mas de una causa
para no haber consultado. La causa mas frecuente
fue la automedicacion (55,5 %), seguida del colapso
en los servicios de salud (28,0 %) (cuadro 2).

El nimero de casos de la enfermedad por vivienda
encuestada fluctué entre uno y ocho, alcanzando
tasas de ataque por vivienda de hasta 100 %.

Segun los datos de la busqueda activa comunitaria,
el inicio de la epidemia se registr6 a partir de la
semana epidemioldgica 30 del 2014, con un pico
maximo en la primera semana epidemioldgica de
2015 y un nuevo aumento en la semana epide-
miolégica 5 de 2015 (figura 1).
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Cuadro 1. Variables demograficas y sociales de los casos de chikungunya detectados en la busqueda activa comunitaria, Girardot,

noviembre de 2014 a mayo de 2015

Variable Femenino % Masculino % Sin dato Total %
(n=1.263) (n=924) (n=2) (n=2.189)

Tipo de régimen
Excepcion 60 4.8 61 6,6 0 121 55
Especial 19 15 16 1,7 0 35 1,6
Contributivo 647 51,2 461 49,9 1 1.109 50,7
Subsidiado 445 35,2 283 30,6 0 728 33,3
No asegurado 23 1,8 38 4,1 0 61 2,8
Sin dato 69 55 65 7,0 1 135 6,2

Consult6 en los servicios de salud
Si 845 66,9 553 59,8 2 1.400 64,0
No 418 33,1 371 40,2 0 789 36,0

Grupo de edad (afios)
0-4 39 3,1 37 4,0 0 76 3,5
5-9 44 3,5 55 6,0 0 99 4,5
10-14 65 51 68 7,4 0 133 6,1
15-19 103 8,2 73 7,9 0 176 8,0
20-24 62 4,9 59 6,4 0 121 55
25-29 79 6,3 53 57 0 132 6,0
30-34 71 5,6 59 6,4 0 130 59
35-39 72 5,7 63 6,8 0 135 6,2
40-44 79 6,3 51 55 0 130 59
45-49 78 6,2 60 6,5 1 139 6,3
50-54 122 9,7 68 7,4 0 190 8,7
55-59 83 6,6 59 6,4 0 142 6,4
60-64 84 6,7 a7 51 0 131 59
65-69 79 6,3 43 4,7 0 122 5,6
70-74 54 4,3 36 3,9 0 90 4,1
75-79 51 4,0 29 3,1 0 80 3,6
80-84 28 2,2 10 1,1 0 38 1,7
85-89 10 0,8 5 0,5 0 15 0,7
90-94 8 0,6 1 0,1 0 9 0,4
95-100 2 0,2 0 0,0 0 2 0,1
Sin dato 50 4,0 48 5,2 1 99 4,5

Fuente: investigacién de campo, INS, 2015

Cuadro 2. Causas de la falta de consulta en casos de chikungunya
captados en la bisqueda activa comunitaria, Girardot, noviembre
de 2014 a mayo de 2015

Causas de la falta de Frecuencia de la %
consulta falta de consulta
(n=789)
Automedicacién 434 55,0
Colapso en el servicio del 221 28,0
centro médico
Consult6 en la farmacia 86 10,9
El caso era leve 66 8,4
No confia en los médicos 30 3,8
Mal servicio de salud 21 2,7
No tuvo tiempo 19 2,4
Muchos tramites para la cita 9 1,1
Consult6é antes y no le 6 0,8
resolvieron nada
Prefiere ir al curandero 5 0,6
Falta de dinero 4 0,5
Dificultad de acceso al servicio 2 0,3
de salud
Otra causa 26 3,3

Fuente: investigacion de campo, INS, 2015

Estimacién del subregistro comunitario

Con base en el nimero de casos detectados en la
bldsqueda activa comunitaria de personas que no
consultaron a los servicios de salud (789 casos) y
el total de casos detectados (2.189), se estimé un
subregistro por falta de consulta de 36,1 % (IC
34,05-38,07).

Con base en la tasa de ataque estimada (64,7 %),
el subregistro por falta de consulta (36,1 %) y
la poblacion urbana del municipio de Girardot
(101.610 habitantes), se estimé que 65.030 per-
sonas enfermaron de chikungunya y, aproximada-
mente, 23.410 no consultaron a los servicios de
salud por diversas causas.

95%

Busqueda activa institucional

En cuanto a la caracterizacién de los casos segun
los RIPS provenientes de las cuatro instituciones
de prestacion de servicios de salud, se tuvieron
en cuenta 6.860 registros, y se encontré que las
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Figura 1. Distribucion de casos de chikungunya de personas que no consultaron a los servicios de salud detectados en la busqueda
activa comunitaria, Girardot, noviembre de 2014 a mayo de 2015
Fuente: busqueda activa comunitaria, Girardot, 2015
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Figura 2. Distribucién de los casos de chikungunya registrados en los RIPS detectados en la busqueda activa institucional, Girardot,
noviembre de 2014 a mayo de 2015. Fuente: RIPS, Girardot, 2014-2015
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Figura 3. Distribucion de casos de chikungunya registrados en el Sivigila, Girardot, noviembre de 2014 a mayo de 2015
Fuente: Sivigila, Girardot, 2014-2015

512



Biomédica 2017;37:507-15

mujeres fueron las mas afectadas (58 %) y el grupo
de edad mas frecuente fue el de 25 a 29 afios. Segln
los RIPS, el inicio de la transmision autoctona se
registré durante la semana epidemiolégica 51 de
2014, es decir, la tercera semana de diciembre, con
un pico maximo de la epidemia entre las semanas
epidemioldgicas 2 y 4 de 2015 (figura 2).

En cuanto a la notificacion individual y colectiva
al Sivigila, se encontraron 5.156 registros de las
cuatro instituciones de prestacién de servicios
de salud. El 60 % de los casos notificados se
presentaron en el sexo femenino; el grupo de edad
mas afectado fue el de 25 a 29 afos, y el mayor
numero de casos notificados se registré en la
semana epidemioldgica 2 de 2015 (figura 3).

Estimacién del subregistro institucional

Con base en la informacién del Sivigila (5.156
registros) y de los RIPS (6.860 registros) de las
cuatro instituciones, se estimé un subregistro insti-
tucional de 24,8 % (IC,,,, 23,7-25,8).

Segun los datos de la tasa de ataque estimada, la
poblacién de Girardot y el subregistro institucional
(24,8 %), se estimd que hubo 16.265 personas que
enfermaron, asistieron a los servicios de salud y no
fueron notificadas al Sivigila.

5%

En cuanto a la calidad de los datos de las historias
clinicas, se revisaron 171 en dos instituciones de
servicios de salud de Girardot, y se encontrd que
59,6 % de las personas cumplia con la definicion
de caso, pero en el diagnéstico principal no se
registraron como chikungunya.

Tomando como referencia la tasa de ataque y el
nuamero de casos notificados al Sivigila desde el
inicio de la epidemia, el subregistro general fue del
87 % (IC,,, 86,79-87,31).

Discusién

95%

En este estudio se logré explicar el 60,9 % de este
subregistro general de casos. En este sentido, la enti-
dad territorial de salud debe garantizar la ejecucion
de las actividades de vigilancia y control de manera
permanente y rutinaria, sin distincién de sexo, ciclo
de vida, nivel socioecondmico o cualquier otra situa-
cién, para lo cual se recomienda la reorganizacion
y el mejoramiento de los programas de promocion,
prevencion y control de las enfermedades trans-
mitidas por vectores en el municipio.

La tasa de ataque estimada en la bisqueda activa
comunitaria en el municipio de Girardot fue de
64,8 %, calculada 20 semanas epidemioldgicas
después del pico maximo de transmision, lo cual

Subregistro de casos de enfermedad por el virus del chikungunya

se encuentra en los rangos reportados en otros
estudios en poblaciones vulnerables, que puede
llegar a ser de 40 a 85 % (5,11).

En este estudio, se encontraron diferencias esta-
disticas en la presentacion de los casos. Hubo
predominio del sexo femenino en las tres fuentes
de informacion analizadas, lo cual concuerda con
otros estudios en los que se indica que las enfer-
medades transmitidas por este tipo de vectores
son mas frecuentes en las mujeres debido a que
ellas permanecen durante mas tiempo en el hogar,
donde es comudn encontrar el mosquito (12). El
grupo de edad mas afectado, segun la informa-
cién recopilada en la busqueda activa institucional,
correspondio a la poblacion de 25 a 29 afios, grupo
econdmicamente activo que usualmente acude a
los servicios de salud, en tanto que, en la informa-
cién recabada en la blsqueda activa comunitaria,
los grupos de edad predominantes fueron el de 15
a 19 afos y el de 50 a 54 afios.

Segun los resultados de este estudio, el subregistro
por falta de consulta pudo estar relacionado con
la gran demanda de servicios de salud que se
presentd en el municipio debido a la epidemia, la
cual deshord6 su capacidad y causé inconformidad
entre los afectados, induciéndolos a la automedica-
cién, situacién similar a la reportada en la Republica
Dominicana en los seis primeros meses de la
epidemia (10).

En cuanto a las causas de la falta de consulta, la
mas frecuente fue la automedicacion, lo cual se
explicaria por la baja percepcion del riesgo de la
enfermedad en la poblacion colombiana, asi como
por la difusion de la poca letalidad de la enfermedad
y la rapida y facil adquisicion de medicamentos
para su tratamiento (13).

El subregistro institucional se podria explicar por
el hecho de que, en la revision de las historias
clinicas, se encontré un inadecuado registro del
diagnéstico principal de chikungunya bajo el codigo
A920 de la CIE 10, aun cuando los pacientes que
consultaban cumplian con la definiciéon de caso,
lo que impidié que estos ingresaran al sistema de
vigilancia bajo esa denominacién. Ademas, la falta
de capacitacion del personal de salud durante la
epidemia, asi como, en algunos casos, la consulta
a médicos particulares que no notifican al sistema
de vigilancia nacional ni generan RIPS, como lo
indica la normatividad nacional (14).

Por otro lado, en Girardot algunas instituciones
prestadoras de servicios de salud contindan dili-
genciando las historias clinicas manualmente, lo
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gue no permite estandarizar la consignacion de
la informacién en los RIPS, especificamente, en
cuanto al registro de los codigos de los diagnés-
ticos segun la CIE 10. Esto quiere decir que el
registro no se hace de forma simultanea con la
atencion clinica, ni inmediatamente después de
la prestacién del servicio, lo cual es objeto de
revision en el marco de la normatividad vigente
(15). Asimismo, genera dificultades en la lectura
de los diagndsticos a la luz de la definicidon de caso
de los RIPS, ya que no se garantizan la calidad,
la confiabilidad y la validez de los datos, pues
se incrementa la posibilidad del error humano al
adicionarse un paso en la obtencion y el registro de
la informacion (16,17).

El brote de chikungunya en Girardot tuvo una
rapida diseminacion, favorecida por el hecho de
gue se trataba de un virus nuevo en la regién, por
la poblacién que podia enfermar y por factores de
riesgo como la adaptabilidad del virus al vector,
asi como por factores ambientales y sociales que
favorecieron la transmision, tal como se observo en
otras ciudades del departamento de Cundinamarca
y del pais (7,8,18).

Las secretarias municipales de salud deben hacer
seguimiento continuo del cumplimiento de los
lineamientos nacionales y de la busqueda activa
institucional en todas las instituciones prestadoras
de servicios de salud, para mejorar la notificacion
al sistema de vigilancia en salud publica del muni-
cipio, en cumplimiento de la estrategia nacional
de fortalecimiento de la autoridad sanitaria para la
gestion de la salud.

Se sugiere mejorar las capacidades especificas
del personal de la salud a partir de la formacion
que ofrecen las diferentes universidades en sus
programas de pregrado y posgrado, asi como en
las instituciones prestadoras de servicios de salud,
con el fin de sensibilizarlo frente a la importancia
del reporte a los sistemas de informacién en salud
en cumplimiento del Decreto 3518 del 2006.

Es necesario revisar la efectividad de la estrategia de
comunicacion en cuanto a la percepcion del riesgo
por parte de la comunidad como causa de subre-
gistro. Tal estrategia debe reconocer las diferencias
sociales de los grupos mas vulnerables, y articularse
con los sectores de la salud, la educacion, la cultura,
el ambiente, el turismo, y con las organizaciones
sociales y comunitarias del municipio, para pro-
mover las actividades intersectoriales relacionadas
con la iniciativa de entornos saludables en el &mbito
escolar y en la comunidad.
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Se sugiere el desarrollo de estudios en el nivel
territorial, con el fin de crear espacios participativos
para las poblaciones afectadas y generar propues-
tas alternativas de prevencion y control del habitat
del vector que tengan en cuenta las diferencias de
estratos socioecondémicos, factores ambientales y
numero de habitantes en las viviendas, entre otras
caracteristicas propias del municipio.

Los resultados relacionados con el colapso de los
servicios de salud durante la emergencia como
causa de la falta de consulta, deben tenerse en
cuenta para prever situaciones similares en el
futuro y proponer estrategias de reorganizacion
de los servicios de salud en otros municipios y en
el pais, de manera que se incluya a los actores
responsables de la salud publica y de los entes
territoriales en el manejo de los brotes y epidemias
de enfermedades transmitidas por el mismo vector,
como las infecciones por los virus del Zika, del
dengue y el mayaro.

Entre las limitaciones del estudio, debe mencio-
narse que la definicion de caso utilizada para la
busqueda activa institucional se basé en la clinica
y la autopercepcion de la enfermedad, lo que
puede aumentar el nimero de casos percibidos
en la comunidad o excluir casos asintomaticos.
Asimismo, es importante tener en cuenta el sesgo
de informacién, dado que el periodo de estudio fue
aproximadamente de siete meses y es posible que
las fechas de inicio de los sintomas reportadas por
las personas no sean exactas.
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Introduccién. La periodontitis es una enfermedad infecciosa que afecta los tejidos de soporte del
diente y se asocia con diferentes enfermedades sistémicas, incluida la enfermedad cardiovascular.
Los estudios microbiolégicos permiten detectar microorganismos a partir de muestras subgingivales y
cardiovasculares.

Objetivo. Describir la microbiota periodontal cultivable y la presencia de microorganismos en valvulas
cardiacas de pacientes sometidos a cirugia de reemplazo valvular en una clinica de Cali.

Materiales y métodos. Se analizaron 30 muestras subgingivales y de tejidos valvulares mediante cultivo
en medio bifasico, agar de sangre con suplemento y agar tripticasa de soya con antibiético. Las muestras
de las valvulas se analizaron mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) convencional.
Resultados. Los patégenos periodontales aislados de bolsas periodontales fueron Fusobacterium (50 %),
Prevotella intermedia/nigrescens (40 %), Campilobacter rectus (40 %), Eikenella corrodens (36,7 %),
bacilos entéricos Gram negativos (36,7 %), Porphyromonas gingivalis (33,3 %) y Eubacterium (33,3 %).
Los agentes patdgenos aislados de la valvula adrtica fueron Propionibacterium acnes (12 %), bacilos
entéricos Gram negativos (8 %), Bacteroides merdae (4 %) y Clostridium bifermentans (4 %), y de la
véalvula mitral, P. acnes y Clostridium beijerinckii. La PCR convencional no arroj6 resultados positivos
para agentes patdgenos orales y solo se detecté ADN bacteriano en dos muestras.

Conclusiones. La microbiota periodontal de pacientes sometidos a cirugia de reemplazo valvular
estaba conformada por especies Gram negativas que han sido relacionadas con infecciones en tejidos
extraorales; sin embargo, no se encontraron agentes patdégenos periodontales en los tejidos de las
vélvulas. Aunque hubo muestras de estos tejidos y subgingivales, positivas para bacilos entéricos
Gram negativos, no es posible asegurar que tuvieran el mismo origen filogenético.

Palabras clave: microbiota; periodontitis; enfermedades cardiovasculares; valvulas cardiacas;
virulencia; bacteriemia.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3232

Periodontal microbiota and microorganisms isolated from heart valves in patients undergoing
valve replacement surgery in a clinic in Cali, Colombia

Introduction: Periodontitis is an infectious disease that affects the support tissue of the teeth and it is
associated with different systemic diseases, including cardiovascular disease. Microbiological studies
facilitate the detection of microorganisms from subgingival and cardiovascular samples.
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Objective: To describe the cultivable periodontal microbiota and the presence of microorganisms in
heart valves from patients undergoing valve replacement surgery in a clinic in Cali.

Materials and methods: We analyzed 30 subgingival and valvular tissue samples by means of two-
phase culture medium, supplemented blood agar and trypticase soy agar with antibiotics. Conventional
PCR was performed on samples of valve tissue.

Results: The periodontal pathogens isolated from periodontal pockets were: Fusobacterium nucleatum
(50%), Prevotella intermedia/ nigrescens (40%), Campylobacter rectus (40%), Eikenella corrodens
(36.7%), Gram negative enteric bacilli (36.7%), Porphyromonas gingivalis (33.3%), and Eubacterium
spp. (33.3%). The pathogens isolated from the aortic valve were Propionibacterium acnes (12%), Gram
negative enteric bacilli (8%), Bacteroides merdae (4%), and Clostridium bifermentans (4%), and from
the mitral valve we isolated P. acnes and Clostridium beijerinckii. Conventional PCR did not return
positive results for oral pathogens and bacterial DNA was detected only in two samples.
Conclusions: Periodontal microbiota of patients undergoing surgery for heart valve replacement
consisted of species of Gram-negative bacteria that have been associated with infections in extraoral
tissues. However, there is no evidence of the presence of periodontal pathogens in valve tissue,
because even though there were valve and subgingival samples positive for Gram-negative enteric
bacilli, it is not possible to maintain they corresponded to the same phylogenetic origin.

Key words: Microbiota; periodontitis; cardiovascular diseases; heart valves; virulence, bacteremia.

Microbiota subgingival y de tejido valvular

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3232

La periodontitis es una enfermedad crénica que
responde a multiples factores y afecta los tejidos de
soporte del diente, con un componente infeccioso
importante (1) conformado por una biopelicula de
diversas especies (2), lo que hace mas complejo
su control y tratamiento (3).

Al igual que otras infecciones crénicas, la periodon-
titis se ha relacionado con la enfermedad cardio-
vascular (4,5), la cual también se clasifica dentro de
las enfermedades causadas por mdltiples factores,
o complejas, y comparte factores de riesgo como
la obesidad, el consumo de tabaco, la diabetes, el
estrés y el bajo nivel socioeconémico, entre otros
(6); esto dificulta establecer una relacion directa de
causa y efecto entre las dos enfermedades.

Sin embargo, existen dos puntos importantes de
conexion entre las dos. El primero tiene que ver
con el microbioma periodontal (7), el cual esta con-
formado principalmente por bacterias anaerobias
Gram negativas organizadas en biopeliculas, con
capacidad de generar bacteriemias y migrar a
otros tejidos (5,8,9), donde las toxinas y factores
de virulencia, como el lipopolisacarido, dan lugar
a un proceso de destruccion del tejido induciendo
mecanismos de agregacion plaquetaria y liberacion
de especies reactivas del oxigeno (7). Ademas,
bacterias como Porphyromonas gingivalis pueden
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migrar a los grandes vasos utilizando los monocitos
y los eritrocitos (10) y, una vez alli, sus mecanismos
de virulencia inducen un proceso inflamatorio y la
secrecion de mediadores quimicos relacionados
con la formacién de las placas ateromatosas (11).

El segundo punto tiene que ver con la inflamacion
(9), la cual es cronica en la periodontitis debido al
estimulo sostenido del sistema inmunitario y su falta
de accion efectiva frente a las bacterias inmersas
en la biopelicula (12); ello hace que las citocinas
proinflamatorias, liberadas por células fagociticas
hiperactivadas y poco reguladas, entren al torrente
sanguineo, generen una accién endocrina en el
higado e induzcan la secrecion de proteinas de
fase aguda, entre ellas, la proteina C reactiva
(13,14); esta es una potente opsonina con actividad
depuradora, asi como marcador importante de la
inflamacion sistémica y el riesgo cardiovascular,
principalmente por su capacidad de actuar en la
célula endotelial e inducir la liberacion y expresién
de moléculas proinflamatorias y propiciadoras de
la agregacion plaquetaria (15,16).

En varios estudios con diferentes disefios epidemio-
I6gicos, se ha encontrado una asociacion estadisti-
camente significativa entre estas dos enfermedades
(17); sin embargo, el riesgo relativo de enfermedad
cardiovascular en pacientes con enfermedad perio-
dontal es bajo y puede atribuirse a varios factores
de confusién que no se han tenido en cuenta en
el disefio de los estudios o que han sido ajustados
incorrectamente en el andlisis estadistico (18).

La presencia de microrganismos patégenos en el
periodonto constituye un reto para el tejido local y
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para el sistema inmunolégico, pues predispone al
desarrollo de enfermedades en los tejidos de los
vasos (13) y las valvulas cardiacas (4).

El objetivo del presente estudio fue describir la
microbiota periodontal cultivable de pacientes
con enfermedad periodontal y enfermedad en las
valvulas cardiacas, asi como evaluar la presencia
de microorganismos en las de aquellos someti-
dos a cirugia de reemplazo valvular en una clinica
de Cali.

Materiales y métodos
Poblacién y muestra

Se seleccionaron 30 pacientes con diagnéstico de
enfermedad cardiovascular atendidos en el Centro
Médico Imbanaco de Cali, Colombia, en espera
de la cirugia de reemplazo valvular. Cabe resaltar
que todos los pacientes incluidos en el estudio,
avalado por el Comité de Etica en Investigacion del
Centro Médico Imbanaco mediante el Acta CEI-109,
firmaron previamente el consentimiento informado.

Los pacientes eran mayores de edad, con cinco o
mas dientes en boca, y no habian recibido trata-
miento periodontal o higiene dental profesional
en los seis meses anteriores a su inclusion en
el estudio.

Toma de muestras y examen clinico periodontal

Los sujetos de la muestra fueron atendidos en el
Servicio de Odontologia antes de ser sometidos a
la cirugia cardiovascular, como parte del protocolo
de ambientacion de la cavidad oral. Se les hizo un
examen clinico odontolégico y sondaje periodontal
de boca completa a cargo de odontoélogos previa-
mente estandarizados con un periodoncista, seguin
los criterios diagnosticos de 1999 de la American
Academy of Periodontology (AAP).

La estandarizacion fue evaluada con el indice
kappa de concordanciay arroj6 un valor de 87,4 %.
Posteriormente, se tomé una muestra subgingival.

Los pacientes fueron diagnosticados por un perio-
doncista experto, quien analizé los periodontogra-
mas, ajustandose a los criterios diagnosticos de la
American Academy of Periodontology de 1999 (19).
En el periodontograma, se incluyeron las variables
clinicas de pérdida de insercién clinica, sangrado
con el sondaje, profundidad en el sondaje y nimero
de dientes perdidos.

Bajo aislamiento relativo del campo operatorio, las
muestras se tomaron de las bolsas mas profundas
(>4 mm), en los pacientes con periodontitis, y del
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aspecto mesial vestibular de los cuatro primeros
molares, en pacientes con gingivitis, utilizando
puntas estériles de papel numero 40 que se
mantuvieron dentro del surco gingival durante un
minuto. Posteriormente, se depositaron en un vial
con el medio de transporte anaerobio VMGA Il
(Viability Medium Goéteborg Agar) y se llevaron al
laboratorio donde se cultivaron inmediatamente.

Cultivos microbioldgicos de las muestras
subgingivales

Se hicieron cultivos microbiol6gicos de las muestras
subgingivales en agar TSBV y en agar brucella
con suplemento de sangre de cordero al 5 %,
hemina y menadiona. Para la identificacién de P.
gingivalis, Prevotella intermedia/nigrescens, P.
melaninogenica, Tannerella forsythensis, Eikenella
corrodens y Fusobacterium spp., se hicieron cinco
diluciones en base 10 a partir del medio VMGA lIl, se
sembraron 100 pl de las diluciones 10-3, 10-4y 10-5
en agar brucella sangre enriguecido con hemina y
menadiona, y se llevaron a incubacion a 36 °C en
atmosfera de anaerobiosis durante siete dias.

Para la recuperacion de Aggregatibacter actino-
mycetemcomitans se utilizaron cajas de agar TSBV
incubadas en una atmosfera de CO, al 5 % durante
tres a cinco dias.

Para el aislamiento de bacilos entéricos Gram
negativos, se utilizé agar MacConkey, y se incu-
baron en una atmoésfera aerobia a 37 °C durante
24 a 48 horas. Para su identificacion, se utilizé el
sistema comercial Crystal E/NF.

Después de la incubacion, se calculé el nimero total
de unidades formadoras de colonias por mililitro
(UFC/ml) de cada muestra. El porcentaje relativo
de recuperacion de cada microorganismo se calcul6
a partir del total de UFC por mililitro (20).

Toma de muestras valvulares

Durante la cirugia de reemplazo valvular, el cirujano
cardiovascular extrajo los especimenes de las val-
vulas cardiacas aodrtica o mitral, y estos se sumer-
gieron en una botella estéril con 50 ml de solucion
salina y se llevaron inmediatamente al laboratorio
donde los explantes se cortaron en finos fragmentos
de 1 mm, aproximadamente, en una cabina de flujo
laminar en condiciones de esterilidad.

La mitad de la muestra se utiliz6 para el cultivo
microbiolégico de los tejidos y la otra mitad se
almacend a -70 °C en tubos Eppendorff rotulados
para someterlos a la PCR. Una parte de la muestra
de tejido cardiaco se homogeneiz6 en 4 ml de
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PBS estéril. A continuacion, se adicionaron 2 ml
del tejido homogeneizado a un medio bifasico
Ruiz Castafieda con suplemento de hemina y
menadiona; 1 ml se adicioné en caldo tripticasa
de soya, también con suplemento de estos com-
ponentes; por ultimo, volimenes de 100 pl por
superficie se sembraron por duplicado en agar
TSVB y agar brucella enriquecido (sangre de
cordero desfibrinada, hemina y menadiona).

El caldo tripticasa y el agar brucella se incubaron en
anaerobiosis, en tanto que el medio Ruiz Castafieda
se incubd en condiciones aerobias a 37 °C durante
14 dias, y el TSVB, en una atmosfera de CO, al
5 % durante tres a cinco dias. A continuacion, se
extrajeron alicuotas de 100 pl de cada uno de los
dos caldos, se cultivaron por duplicado en TSVB
y se incubaron en una atmosfera de CO, al 5 %
durante tres a cinco dias, y en agar brucella enri-
guecido incubado en anaerobiosis a 37 °C durante
ocho a 14 dias.

Identificacion de microorganismos

La identificacion de los microorganismos se hizo
mediante la observacion de caracteristicas morfo-
I6gicas con un esteromicroscopio Stemi 2000-C™
(Zeiss) y, posteriormente, se confirmo utilizando el
estuche comercial para la identificaciéon de micro-
organismos anaerobios RaplD ANAIl System™
(REMEL). Para la identificacion de los aislamientos
bacterianos obtenidos en los cultivos de tejido
valvular, se utilizé la tincién de Gram, la prueba
de la catalasa y el estuche comercial RapID ANAII
System™ (REMEL).

Quick-gDNA TM Zymo

Tejido infectado # bacterias

experimentalmente Pg (Pg)
(# bacterias)

75 75 07 0,7

Tejido infectado
experimentalmente Pg ()]
(# bacterias)

MW 75 75 0,7 75 7,5 0,7

Microbiota subgingival y de tejido valvular

Extraccion de ADN de las muestras valvulares

Otra parte de la muestra valvular se utilizd para
las pruebas de PCR. Se tomaron 15 mg de tejido
previamente fragmentado en condiciones de esterili-
dad y se sometieron a digestion en soluciéon tampén
de digestion proteolitica (Tris HCL 1M, SDS al
20 %, EDTA 0,5M y proteinasa K 20 mg/ml) durante
18 horas a 56 °C.

Posteriormente, se extrajo una alicuota y se pro-
ceso utilizando el estuche comercial de extraccion
y purificacion de ADN High Pure Viral Nucleic
Acid™ de Roche, previamente seleccionado y veri-
ficado mediante un ensayo de efectividad para la
extraccion de ADN a partir de un tejido infectado
experimentalmente en diferentes concentraciones.

Para evaluar la extraccion del ADN, se hizo una
prueba de PCR para la deteccion del gen humano
GADPH (figura 1).

Reaccidn en cadena de la polimerasa

La PCR convencional para la deteccion del ADN
de bacterias periodontales en tejido cardiaco, se
practic6 en un termociclador Gene Amp PCR sys-
tems 9700™ (Applied Biosystems) con el siguiente
programa de amplificacion: desnaturalizacion a
95 °C durante 2 minutos, seguida de 36 ciclos a
95 °C durante 30 segundos, a 60 °C durante 1
minuto, a 72 °C durante 1 minuto y una extension
final a 72 °C durante 2 minutos para la deteccion
del ADN bacteriano de P. gingivalis, Tannerella
forsythia, Treponema denticola, Campylobacter
rectus y E. corrodens.

High Pure Viral Nucleic Acid TM Roche

# bacterias

Mw

Figura 1. Ensayo de efectividad con los estuches comerciales Quick-gDNA™ (Zymo) y High Pure Viral Nucleic Acid™ (Roche) para

la extraccion de ADN en tejidos infectados experimentalmente.
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Para la deteccion de P. intermedia/nigrescens, A.
actinomycetemcomitans y Dialister pneumosintes,
se utilizé el siguiente programa: desnaturalizacion
a 95 °C durante 2 minutos, seguida de 36 ciclos
a 94 °C durante 30 segundos, a 55 °C durante 1
minuto, a 72 °C durante 2 minutos y una extension
final a 72 °C durante 10 minutos.

Se utilizaron los iniciadores de los ocho microor-
ganismos periodontales patégenos previamente
descritos (21), y controles positivos y negativos en
cada ensayo. A todas las muestras se les hizo la
deteccién de iniciadores ubicuos para comprobar
la presencia de ADN bacteriano.

El producto de amplificacion se visualizé en un gel
de agarosa al 2 % (Ultrapure Agarose™ de Invitro-
gen) con SyBRSafe™ (DNA gel stain de Invitrogen).
Se utilizé un marcador de peso molecular de 100
pb (Invitrogen) para indicar el peso de la banda
amplificada.

Andlisis estadistico

El analisis estadistico se hizo con el programa
estadistico Stata 12™. Inicialmente, se hizo un
analisis exploratorio con fines de control de cali-
dad y se verificd la calidad de la informacion.
Posteriormente, se hizo un analisis descriptivo
de todas las variables y se construyeron las tablas
de frecuencia.

Las variables categoricas se reportaron en frecuen-
cias absolutas y porcentajes. Para las variables
numéricas, se verificd la normalidad mediante la
prueba de Shapiro-Wilk. Una vez validado este
supuesto, se reportaron el promedio y la desviacion
estandar (DE), y en los otros casos, la mediana, asi
como el rango (R) o el rango intercuartilico (RI).

Para la comparacion de las variables categoricas,
se utilizd la prueba de ji al cuadrado o la prueba
exacta de Fisher. Para las variables numéricas,
se utiliz6 la prueba no paramétrica U de Mann-
Whitney, ya que la distribucion de los datos
estaba sesgada. En estos andlisis se consideré
un valor de p<0,05 para establecer diferencias
estadisticamente significativas.

Resultados

En el estudio participaron 30 sujetos (19 hombres
y 11 mujeres) sometidos a cirugia cardiovascular
para reemplazo de vélvula cardiaca, con diagnds-
tico previo de enfermedad periodontal; su mediana
de edad era de 60,5 afios (RI1=20-77). La mayoria
de los sujetos dijeron no consumir alcohol (90 %) ni
tabaco (80 %) o drogas alucinégenas (100 %).
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Los siguientes eran sus antecedentes patol6gicos:
hipertension (43,3 %) e insuficiencia de la valvula
aortica (73,1 %) (cuadro 1).

Las variables clinicas periodontales fueron las
siguientes: nivel de pérdida de insercion clinica
con una variacion entre 0,4 y 4,6 (mediana=1,3;
RI1=0,7-2,0); la profundidad en el sondaje vario
entre 1,4 y 3,8 (mediana=1,9; RI=1,6-2,3); la
mediana del nimero de dientes perdidos fue de
12,5 (RI=5-19) y la del sangrado en el sondaje fue
de 7 (R1=2,8-10).

El diagnostico periodontal mas frecuente fue
gingivitis (36,7 %), seguido de periodontitis cronica
leve localizada (26,7 %), periodontitis crénica
moderada localizada (26,7 %) y periodontitis cro-
nica grave localizada (10 %) (cuadro 2).

Cuadro 1. Analisis descriptivo de las caracteristicas socio-
demograficas, habitos de higiene oral, otros habitos y ante-
cedentes de los pacientes sometidos a cirugia cardiovascular
para reemplazo de valvula cardiaca con diagnéstico previo de
enfermedad periodontal (N=30)

Variables sociodemograficas Mediana (RI)
n (%)
Edad (afios) 60,5 (20-77)
Sexo
Femenino 11 (36,7)
Masculino 19 (63,3)
Hébitos
Consumo de alcohol
Nunca 27 (90,0)
Poco frecuente (una vez por 3 (10,0)

mes 0 Mmenos)
Consumo de tabaco

Nunca 24 (80,0)
Muy frecuente (minimo una vez al dia) 3 (10,0)
En los tres o seis meses previos 2 (6,7)
En un periodo menor de los tres 1 (3,3
meses previos

Consumo de drogas
Nunca 30 (100)

Antecedentes clinicos

Enfermedades sistémicas
Amigdalitis crénica 1 (3,3
Diabetes 3 (10,0)
Endocarditis 1 (3,3
Gastroenteritis 1 (3,3
Hipertension arterial 13 (43,3)
Hipertension arterial e hipercolesterolemia 5 (16,7)
Hipertension arterial e hipertiroidismo 1 (3,3
Hipotiroidismo 3 (10,0)
Ninguna 2 (6,7)

Enfermedad cardiovascular
Insuficiencia de valvula adrtica 19 (73,1)
Endocarditis en valvula nativa adrtica 1 (3,9
Insuficiencia de valvula mitral 1 (39
Estenosis critica en valvula adrtica 4 (15,4)
Tetralogia de Fallot 1 (3,8)
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Cuadro 2. Andlisis de variables clinicas periodontales de
pacientes sometidos a cirugia cardiovascular para reemplazo
de valvula cardiaca con diagnoéstico previo de enfermedad
periodontal (N=30)

Variables clinicas Mediana
(%) (RI)

Ndmero de dientes perdidos 12,5 (5-19)
Nivel de insercion clinica 1,3 (0,7-2,0)
Porcentaje de sangrado 7 (2,8-10)
Profundidad en el sondaje 1,9 (1,6-2,3)
Diagnéstico periodontal

Sano 0

Gingivitis 11 (36,7)

Periodontitis leve 8 (26,7)

Periodontitis moderada 8 (26,7)

Periodontitis grave 3 (10,0)

Los patdgenos periodontales mas frecuentes
aislados a partir de las muestras de las bolsas
periodontales, fueron Fusobacterium spp. (50 %),
P. intermedia/nigrescens (40 %), C. rectus (40 %),
E. corrodens (36,7 %), bacilos entéricos Gram
negativos (36,7 %), P. gingivalis (33,3 %), y
Eubacterium spp. (33,3 %) (cuadro 3).

Es importante mencionar que los sitios de donde
se tomaron las muestras mostraron signos infla-
matorios, sangrado en el sondaje, y alteracion en
la arquitectura y morfologia del tejido, asi como
una mayor profundidad en el sondaje o pérdida de
insercion clinica.

Los agentes patdgenos aislados de la vélvula car-
diaca adrtica fueron principalmente colonias que
no fue posible identificar mediante los métodos
microbioldgicos clasicos (24 %), seguidas de
Propionibacterium acnes (12 %), bacilos entéricos
Gram negativos (8 %), Bacteroides merdae (4 %) y
Clostridium bifermentans (4%). En tres valvulas (12 %),
se encontrd un nimero incontable de colonias.

Se aislaron agentes patégenos de la valvula car-
diaca mitral solo en cuatro pacientes. En uno de los
aislamientos se hallaron colonias inidentificables
mediante los métodos microbiolégicos clasicos,
asi como una caja con un numero incontable de
colonias (cuadro 4).

El proceso de extraccion del ADN de las vélvulas
cardiacas se comprobd mediante la deteccién
molecular de un gen conservado humano (GADPH)
en todas las muestras procesadas (figura 1).
Después de verificar la correcta extraccion del
ADN, se hicieron las pruebas de PCR para
cada muestra, inicialmente, con los iniciadores
especificos estandarizados en el laboratorio para
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cada microorganismo patdgeno periodontal, pero
dados los resultados negativos, se usaron inicia-
dores ubicuos con los cuales se detectd6 ADN
bacteriano en la valvula #22 y en la #8 (figura 2).
Discusion

Las enfermedades periodontales, como la gingivitis
y la periodontitis crénica, condiciones halladas en el
grupo de pacientes incluido en el presente estudio,
son inflamaciones compatibles con las infecciones
inducidas por microorganismos periodontales pat6-
genos como los identificados mediante el cultivo
de las muestras subgingivales mencionados en la
seccion de resultados, y reportados también por

otros autores en estudios previos (22), incluso en
la poblacion colombiana (23-25).

Estas infecciones crénicas por microrganismos
organizados en biopeliculas subgingivales (2,3)
constituyen un desafio constante para los pacientes,
pues alteran la homeostasis (1) oral y de otros
sistemas (13).

En los participantes del estudio se presentaron
antecedentes clinicos patolégicos (cuadro 1) que
podian aumentar la gravedad de la enfermedad
periodontal. Ademas, la infeccién crénica y la infla-
macion del periodonto, sumadas a factores como
la dieta, el sedentarismo y otros, estimulan el
desarrollo y la complicacién de condiciones como
la diabetes (26,27) y la hipertension (28), las cuales
se contaban entre las condiciones mas frecuentes
en este grupo de pacientes.

Cuadro 3. Resultados de cultivos orales de los pacientes con
diagnéstico previo de enfermedad periodontal sometidos a cirugia
cardiovascular para reemplazo de véalvula cardiaca (N=30)

Agentes patdégenos en surco Cultivos Porcentaje
gingival positivos de bacterias
n (%) Mediana (RI)
Porphyromonas gingivalis? 10 (33,3) 0 (0-0,5)
Prevotella intermedia/nigrescens® 12 (40,0) 0 (0-3)
Tannerella forsythia® 2 (6,7) 0 (0-0)
Campylobacter rectus? 12 (40,0) 0 (0-1,7)
Eikenella corrodens?® 11 (36,7) 0 (0-0,9)
Aggregatibacter 2 (6,7) 0 (0-0)
actinomycetemcomitans®
Eubacterium spp.? 10 (33,3) 0 (0-0,9)
Dialister pneumosintes® 6 (20,0) 0 (0-0)
Bacilos entéricos Gram negativos® 11 (36,7) 0 (0-0,0)
Fusobacterium spp.? 15 (50,0) 0,8 (0-3,2)
Treponema denticola? 0 (0,0 0 (0-0)
Estreptocos B° 0 (0,0 0 (0-0)
Levaduras® 6 (20,0) 0 (0-0)

@ Prueba de ji al cuadrado
> Prueba exacta de Fisher
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Cuadro 4. Resultados de los cultivos y la PCR de las valvulas
cardiacas aortica y mitral de los pacientes con diagnéstico previo
de enfermedad periodontal sometidos a cirugia cardiovascular
para reemplazo de valvula cardiaca

Patégenos Valvulas
Adrtica Mitral
(n=24) (n=4)
Cultivos Cultivos
positivos  positivos
n (%) n (%)
Porphyromonas gingivalis 0 (0,0) 0 (0,0)
Prevotella intermedia/nigrescens 0 (0,0) 0 (0,0)
Tannerella forsythensis 0 (0,0) 0 (0,0)
Campylobacter rectus 0 (0,0) 0 (0,0)
Eikenella corrodens 0 (0,0) 0 (0,0)
Aggregatibacter 0 (0,0) 0 (0,0)
actinomycetemcomitans
Eubacterium spp 0 (0,0) 0 (0,0)
Dialister pneumosintes 0 (0,0) 0 (0,0)
Bacilos entéricos Gram negativos 2 (8,0 0 (0,0)
Fusobacterium spp 0 (0,0) 0 (0,0)
Treponema denticola 0 (0,0) 0 (0,0)
Estreptococos 0 (0,0) 0 (0,0)
Levaduras 0 (0,0) 0 (0,0)
Propionibacterium acnes 3(12,0) 1(25,0)
Clostridium beijerinckii 0 (0,0) 1(25,0)
Clostridium bifermentans 1 (4,0 0 (0,0)
Bacteroides distasonis 0 (0,0 0 (0,0)
Bacteroides merdae 1 (4,0 0 (0,0)
Colonias sin identificar 6 (24,0) 1(25,0)
Numero incontable de colonias 3(12,0) 1(25,0)
PCR
ADN bacteriano 2 (8,0) 0 (0,0)

Por otro lado, 73,1 % de los pacientes presentaba
insuficiencia de la valvula aértica, para lo cual la
presencia de microorganismos en la cavidad oral
€s un riesgo que pone en peligro la vida, ya que el
cepillado, el uso de seda dental y la masticacion
facilitan su entrada en la circulacién (29) y su
migracioén a diferentes tejidos (13), entre ellos,
los vasculares (9,11), incluidos los de las valvulas
cardiacas (30). Esto puede aumentar la gravedad
de la enfermedad y mantener el estado proinfla-
matorio. Sin embargo, la mayoria de estudios sobre
la presencia de microorganismos periodontales
patégenos en muestras cardiovasculares, se
ha realizado en ateromas (9,11,31-33),y en los
estudios relacionados con vélvulas cardiacas, se
han reportado principalmente patégenos como
Streptococcus mutans (34).

En el presente estudio, se analizaron los especime-
nes obtenidos de las valvulas aértica y mitral de
pacientes en condiciones asépticas durante la
cirugia de reemplazo de valvulas. En los cultivos de
tejidos de valvula aértica se encontraron P. acnhes
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Figura 2. Resultado positivo de la deteccién de ADN bacteriano
mediante PCR en tejidos de las valvulas cardiacas V22 y V8,
usando iniciadores ubicuos

(12 %), bacilos entéricos Gram negativos (8 %),
Parabacteroides merdae (4 %) y C. bifermentans
(4 %). En los tejidos de véalvula mitral se hallaron P.
acnes y C. beijerinckii solo en dos pacientes.

Propionibacterium acnes es una bacteria pleo-
morfa, anaerobia, Gram positiva, que forma parte
de la microbiota de la cavidad oral, el intestino, la
conjuntiva, el conducto auricular externo y la piel
(35-37). La colonizacion de este microorganismo
en tejidos valvulares puede ocurrir durante proce-
dimientos quirdrgicos que facilitan la diseminacion
desde la piel (38). Esta bacteria tiene la habilidad
de formar biopeliculas, lo que aumenta su resis-
tencia a diferentes tipos de antimicrobianos, incluso
aquellos que se administran antes del procedimiento
quirargico (39). El hallazgo de este microrganismo
en los cultivos de las muestras de vélvulas de los
participantes en el estudio, bien puede asociarse asu
migracion mediante los mecanismos mencionados
anteriormente, o bien por la contaminacion durante
la intervencion quirdrgica o después de ella. Debe
tenerse en cuenta que la endocarditis infecciosa no
siempre es la causa de la insuficiencia valvular.

Clostridium bifermentans es un microorganismo que
hace parte de la flora intestinal (40), al igual que
los bacilos entéricos Gram negativos pertenecien-
tes a la familia Enterobacteriaceae. Se encuentran
en todo el tubo digestivo, incluida la cavidad
oral de pacientes con periodontitis (22-24), y su
colonizacion posiblemente se facilita por el uso de
antimicrobianos locales o sistémicos que alteran la
microflora oral. Esto complica el tratamiento, ya que
son muy resistentes a los antibiéticos utilizados en
el tratamiento convencional, ademas de propiciar
las complicaciones sistémicas por su capacidad
de entrar en el torrente sanguineo y migrar a otros
tejidos (41).
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Su hallazgo en el surco gingival (36,7 %) y en
las valvulas (8 %) de los sujetos participantes en
este estudio, sugeriria una posible diseminacién
al endocardio, sobre todo teniendo en cuenta que
las muestras orales de los sujetos cuyas valvulas
resultaron positivas también fueron positivas para
estos bacilos. Sin embargo, es necesario hacer
estudios filogenéticos que permitan identificar si
estas bacterias estan relacionadas y, asi, confirmar
la hipotesis.

Parabacteroides merdae y C. beijerinckii son bac-
terias anaerobias aisladas méas frecuentemente
de heridas contaminadas (42-44) y su hallazgo
en las muestras podria deberse a contaminacion
secundaria.

El tejido de las valvulas también se analiz6 me-
diante PCR convencional y no se encontr6 ADN de
bacterias periodontales patdégenas, aunque si se
detectd ADN bacteriano en dos de las muestras, lo
gue podria contradecir los resultados obtenidos en
cultivo y en las pruebas moleculares de deteccion
de organismos periodontales patégenos a partir
de explantes de ateromas y valvulas cardiacas
reportados por Nakano, et al. (30), en Japén en
el 2016.

Estos autores detectaron ADN de dichos organis-
mos en 35 valvulas cardiacas mediante andlisis
de secuenciacion (34) y en 2007 detectaron ADN
de A. actinomycetemcomitans en tejido valvular
mediante PCR convencional (33); en tanto que en
2009 detectaron ADN de estreptococos orales, de A.
actinomycetemcomitans y de otros microorganis-
mos periodontales patdgenos, como P. gingivalis,
P. intermedia/nigrescens, T. denticola, Tannerella
forsithya y C. rectus, en bajas proporciones uti-
lizando también PCR convencional (30).

Sin embargo, otros autores como Cairo, et al.,
reportaron resultados negativos en la deteccién del
ADN de bacterias periodontales mediante PCR, a
pesar de que los pacientes presentaban enfermedad
periodontal (45). Radwan, et al., por su parte, eva-
luaron mediante PCR convencional la capacidad
de P. gingivalis para colonizar vélvulas cardiacas
en una muestra de 30 sujetos con enfermedad
periodontal, en 15 de los cuales se detecté ADN
de P. gingivalis en bolsas periodontales, pero no
en el tejido valvular analizado (46).

Es importante tener en cuenta que la extraccion
del ADN bacteriano de tejidos es compleja, y que
los métodos utilizados para la deteccion de los
microorganismos pueden no ser lo suficientemente

Microbiota subgingival y de tejido valvular

sensibles, aunque en el caso de este estudio se
constatd la veracidad de los resultados y hubo
un seguimiento riguroso de la metodologia con
sus respectivos controles, segln se describe en
la seccién de resultados. La manipulacion de la
muestra fue supremamente cuidadosa y se man-
tuvieron las condiciones de esterilidad desde la
salida del quiréfano hasta el laboratorio. Si bien es
cierto que la deteccién de patdgenos en el tejido
valvular mediante cultivo microbiol6gico puede atri-
buirse a contaminacién secundaria, la deteccion
del ADN bacteriano mediante PCR también resultd
positiva, lo cual puede deberse a limitaciones de la
prueba o de los métodos de extraccion del ADN en
términos de sensibilidad analitica.

Se recomienda, para futuros estudios, hacer un
andlisis completo de secuenciacion en el tejido de
las valvulas o un analisis del metagenoma, con
el fin de determinar la presencia o ausencia de
ADN bacteriano. Las pruebas filogenéticas para
determinar si los patdgenos encontrados en las
bolsas subgingivales se correlacionan con aquellos
aislados de valvulas cardiacas, también pueden ser
de utilidad para determinar su posible migracion a
los tejidos cardiovasculares desde la cavidad oral.
Estos estudios aportarian mucho desde el punto de
vista clinico, ya que permitirian evaluar la eficacia
de los protocolos farmacolégicos en los pacientes
sometidos a cirugias de reemplazo valvular, asi
como el cumplimiento riguroso de protocolos de
profilaxis antibidtica y de desinfecciéon por parte
de odontdlogos y periodoncistas en pacientes con
antecedentes o factores de riesgo cardiovascular.

En conclusién, la microbiota periodontal de los pa-
cientes sometidos a cirugia de reemplazo valvular
gue conformaron la muestra de este estudio, estaba
conformada por especies Gram negativas organi-
zadas en biopeliculas, las cuales inducen estados
proinflamatorios y tienen efecto en la condicion
cardiovascular. Aunque dichas especies, ademas,
tienen la capacidad de migrar a tejidos extraora-
les, los resultados no evidenciaron una asociacion
entre los microorganismos periodontales patégenos
y el desarrollo de enfermedad valvular; y, si bien
algunos cultivos de tejido valvular y de muestras
subgingivales fueron positivos para bacilos entéricos
Gram-negativos, no es posible asegurar que corres-
pondian a la misma especie u origen filogenético.

Existe la probabilidad de que la presencia de otros
microorganismos, como P. acnés, P. merdae, C.
beijerinckii y C. bifermentans, se deba a la contami-
nacion en el proceso de extraccién y manipulacion
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de las muestras durante los procedimientos quirGr-
gicos. Se requieren mas estudios que permitan
confirmar el papel de este tipo de microrganismos
en la enfermedad valvular.
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Introduccion. El retraso del crecimiento o la desnutricion cronica (baja estatura para la edad) indica
un fracaso en el logro del potencial genético con el que nacemos.

Objetivo. Estimar modelos predictivos de retraso del crecimiento en hogares con menores de
cinco afos en el departamento de Caldas, inscritos en el Sistema de Identificacion de Potenciales
Beneficiarios de Programas Sociales (Sisbén).

Materiales y métodos. Se hizo un estudio analitico en todos los hogares (N=56.987) incluidos en
la base de datos del Sisbén IIl con presencia de menores de cinco afios (N=33.244). Las variables
estudiadas fueron las caracteristicas demograficas y socioeconémicas, el acceso a la salud, la vivienda,
la pobreza, la educacion, el mercado laboral y el retraso del crecimiento. El andlisis multivariado se
realizé en dos fases: en la primera, se llevo a cabo un analisis exploratorio en los hogares mediante un
analisis de clasificacion jerarquica (conglomerado) y, luego, se estim6 un modelo no lineal predictivo
(probit) con el retraso del crecimiento como variable dependiente.

Resultados. La mayor proporcion de retraso del crecimiento en los menores de cinco afios se encontré
en la subregién Centro Sur, en la cabecera municipal y en los hogares con ingresos menores de USD$
65 mensuales.

Conclusién. La pobreza de los hogares caldenses con jefatura femenina en los que viven los menores
de cinco afios inscritos en el Sisbén, es el mayor predictor de su retraso en el crecimiento.

Palabras clave: desnutricién; trastornos de la nutricion del nifio; pobreza; vivienda; composicion
familiar; Colombia.
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How to intervene and prevent stunting of children from homes belonging to the Sisbén in Caldas

Introduction: Growth retardation or chronic malnutrition (low height for age) indicates a failure in the
natural genetic potential that allows us to growth.

Objective: To estimate predictive models of growth retardation in households with children younger
than five years in the department of Caldas and registered in the identification system of potential
beneficiaries of social programs (Sistema de Identificacion de Potenciales Beneficiarios de Programas
Sociales, Sisbén).

Materials and methods: We conducted an analytical study in all households (N=56,987) included
in the Sisbén Il database with the presence of children younger than five years (N=33,244). The
variables under study were demographic and socioeconomic characteristics, health service access,
housing, poverty, education, job market, and growth retardation. The multivariate analysis was done in
two phases: first, an exploratory analysis of households using hierarchical classification (cluster), then
estimation of a nonlinear predictive model (probit) with growth retardation as the dependent variable.
Results. The largest proportion of growth retardation in children younger than five years was found in
southcentral Caldas, in urban centers, and households with monthly income lower than USD$ 65.
Conclusion. Poverty in Caldas women-headed households with children younger than five years
registered in the Sisbén was the main predictor of growth retardation.

Key words: Malnutrition; child nutrition disorders; poverty; housing; family characteristics, Colombia.
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El retraso en el crecimiento o la desnutricion
cronica (baja estatura para la edad) indican un
fracaso en el logro del potencial genético con el que
nacemos (1,2), y se debe a infecciones frecuentes
y tempranas en la vida, al destete temprano (antes
de los seis meses de vida) o0 a una alimentacién
inadecuada para permitir el rapido crecimiento y
el desarrollo de los niflos pequenos durante los
primeros 1.000 dias de vida entre el embarazo y el
segundo afio de edad (3).

La manifestacion fisica del retraso en el crecimiento
es el producto nefasto e irreversible de la privacion
nutricional crénica temprana, y se manifiesta por
alteraciones del desarrollo neurolégico, deterioro
cognitivo permanente, sistema inmunitario debili-
tado, y propension a enfermedades cronicas, como
la diabetes, las enfermedades del corazén y ciertos
tipos de cancer en la edad adulta. Las investigacio-
nes muestran que el dafo causado por este déficit
nutricional en el desarrollo del nifio puede resultar
en bajo coeficiente intelectual, en bajas tasas de
finalizacion de la vida escolar, y en bajo rendimiento
educativo y laboral. A nivel macroeconoémico, este
puede costarles a los paises hasta 11 % de su
producto interno bruto en términos de salarios mas
bajos y de pérdida de productividad (3,4).

El retraso del crecimiento en una pareja genera
hijos con desnutricion cronica, lo cual perpetlda
la pobreza intergeneracional. Los nifios nacidos
de mujeres con este problema tienen mayores
probabilidades de tener un crecimiento deficiente.
Asi, la baja estatura para la edad refleja los efectos
persistentes y acumulados de la mala nutricion
y de otros déficits que se extienden a lo largo de
varias generaciones (5-9).

El retraso en el crecimiento es tan omnipresente
como persistente. A nivel mundial, uno de cada
cuatro niflos menores de cinco afos sufre de retraso
en su crecimiento. Curiosamente, sin embargo, la
mayoria (70 %) de los 165 millones de estos nifios
en el mundo viven en paises de ingresos medios
(10). Como indicador de desarrollo, proporciona
una medida clara del nivel de desigualdad pre-
sente en una sociedad con desventajas para los
mas vulnerables y marginados, y en formas que la
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medicidn tradicional de la pobreza por ingresos o el
indice de pobreza multidimensional (que es como
se mide en Colombia) no lo detectan (11).

El uso del indicador de talla para la edad, o de
retraso en el crecimiento, como una forma de medir
la pobreza, es particularmente poderoso, pues pone
en evidencia la necesidad de abordarlo mediante
acciones intersectoriales y un enfoque de sistemas
(sistemas de seguridad alimentaria y nutricional,
por ejemplo, de salud, agua y saneamiento, y de
proteccidn social), asi como atendiendo a la situa-
cion general de la mujer en la sociedad (12).

Por esta razon, el retraso en el crecimiento ha ido
ganando mayor aceptacién como un indicador de
la agenda mundial de desarrollo a partir del 2015
y en el marco de las nuevas metas globales de
desarrollo para el 2030. La baja estatura para
la edad es el resultado de muchos factores,
algunos directos, como la mala alimentacion, pero
muchos indirectos, como la mala salud, la falta de
educacion de la madre (la cual contribuye a la mala
alimentacion de la familia, a los bajos ingresos, y a
la mala salud), el acceso al agua y el saneamiento
(cuya ausencia contribuye a la mala salud), el corto
intervalo entre los nacimientos y el alto nUmero de
partos, asi como la pobreza en general (13). Por
lo tanto, la reduccién del retraso en el crecimiento
requiere de una respuesta multisectorial dirigida a
los mas pobres y vulnerables, y planeada, en lo
posible, localmente y a largo plazo (14).

El uso del retraso del crecimiento como el indicador
mas importante de desarrollo local y departa-
mental, permite un acercamiento para acabar
con la pobreza extrema que se centra en los mas
vulnerables y marginados, y ayuda a asegurar el
acceso equitativo a una mayor y mejor alimentacion,
a los servicios de salud, al agua y el saneamiento,
y a otras necesidades bésicas; ademas, promueve
la accion y el avance en una serie de campos: la
seguridad alimentaria y la agricultura, la salud,
la educacion, el desarrollo infantil temprano, la
igualdad de género y el crecimiento econémico,
contribuyendo a medir el bienestar fisico y el
desarrollo de las personas (13).

Entre 1990 y 2010, Colombia mejord sustancial-
mente el control de la desnutricién crénica o el
retraso en el crecimiento (26,1 a 13,2 %) (15),
aunque sin lograr la meta establecida en los
objetivos de desarrollo del milenio de llegar a 8 %
(16). En este sentido, el departamento de Caldas
no se comporta como el resto del pais, pues las
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cifras de desnutricion crénica aumentan progresi-
vamente (de 13,5 a 14,15 %) (17) y superan las
del pais (Caldas: 14,15 % Vs. Colombia: 13,2 %)
(15,16).

Las intervenciones tradicionales de entrega de ali-
mentos a las madres gestantes y de complemen-
tacion alimentaria a los nifios, no han mostrado ser
efectivas para controlar la desnutricién crénica en
Caldas, como lo demuestran las cifras (17,18).

Con el objetivo de orientar a los nuevos dirigentes
del departamento y a los lideres comunitarios,
el Grupo de Investigacion Materno-Perinatal de
Caldas se propuso analizar en cada municipio el
comportamiento de la desnutricién crénica en los
menores de cinco afios de todos los hogares de
estratos 1 a 3 del Sistema de Identificacion de
Potenciales Beneficiarios de Programas Sociales
(Sisbén), para determinar los factores que pueden
contribuir al control y la prevencion del retraso
en el crecimiento, y al disefio de intervenciones
intersectoriales eficaces y focalizadas en cada
municipio caldense.

Materiales y métodos

Se llevd a cabo un estudio analitico en el 100 %
de los hogares clasificados en la base de datos del
Sisbén, version lll, actualizada por la Secretaria
de Planeacion Departamental hasta abril de 2015,
sin incluir la poblacion indigena, (metodologia
vigente en Colombia para priorizar a la poblacion
vulnerable), y con presencia de menores de cinco
anos inscritos en este sistema de beneficiarios.

Eltotal de personas estudiadas fue de 274.663 (43 %)
residentes en 56.987 hogares con menores de
cinco afios (N=33.244), correspondientes al 30 %
de los hogares registrados en esta base de datos.

Las variables estudiadas en los hogares del Sisbén
fueron las caracteristicas demograficas y socioeco-
némicas, elacceso alasalud, lavivienda, la pobreza,
la educacion, el mercado laboral, en tanto que el
retraso en el crecimiento o la baja talla para la edad
se establecieron como la variable dependiente.

Técnicas y procedimientos

La base de datos del Sisbén, con 639.484 personas,
se filtré para seleccionar solo a los hogares con
presencia de menores de cinco afios. Dicha base
se complemento con datos y variables de otros dos
estudios realizados en el departamento de Caldas;
el primero, ejecutado en el 2014 por la Universidad
Nacional de Colombia y la Direccién Territorial de
Salud, sobre el estado nutricional de la poblacion
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caldense (17), y el segundo, el estudio de linea
de base para la reduccion de la pobreza en el
departamento de Caldas del Programa Mundial
de Alimentos en el 2010 (19). A partir de estas
variables, se codificaron de nuevo las variables
requeridas para el analisis.

El andlisis antropométrico de la talla para la edad
de los menores de cinco afios para estimar el
puntaje Z<2 (establecido como punto de corte
por el Ministerio de Salud y Proteccion Social
de Colombia), se llevé a cabo con el programa
Anthro, version 3.2.2, de la Organizacion Mundial
de la Salud (20).

Los datos originales de talla se obtuvieron de la
base de datos del estudio de linea de base para la
reduccion de la pobreza en el departamento de Cal-
das, del Programa Mundial de Alimentos en el 2010
(19). La clasificacion del puntaje del Sisbén Il en
cada hogar se llevo a cabo segun lo propuesto en la
Resolucion 3778 de agosto 30 de 2011 (21) y luego
se codifico para el disefio de los conglomerados.

El método usado para la combinacién de las
diferentes bases de datos fue el de apareamiento
por puntaje de propension (propensity score
matching), el cual, segin Bernal, et al. (22), asume
que la seleccion en el programa se basa Unicamente
en caracteristicas o variables observables.

Andlisis de los datos

Las variables cualitativas se describieron de forma
univariada mediante frecuencias relativas y abso-
lutas. El andlisis multivariado se llevo a cabo en
dos etapas: la primera fue un analisis de clasifica-
cidn jerarquica (conglomerado) y, la segunda, un
modelo no lineal predictivo (probit).

En la primera fase, el andlisis de conglomerados,
se establecieron grupos de hogares que reunian
unas caracteristicas similares a las variables estu-
diadas. Para este fin, se usé el método jerarquico
de conglomerado que supuso que cada hogar era
un pequefo grupo por si mismo que no cambiaba
en todo el proceso de agrupacion, hasta que solo
permanecia un unico grupo que contenia todas las
observaciones. Inicialmente, se elaboré el dendro-
grama de clasificacion para establecer el nimero
de clases o conglomerados. El dendrograma es
una representacion grafica o diagrama de datos en
forma de arbol con el que se organizaron los datos
en subcategorias que se fueron dividiendo en otras
hasta llegar al nivel de detalle deseado (semejante
a las ramas de un arbol que se van dividiendo
sucesivamente en otras) (23,24).
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En la segunda fase, la estimaciéon del modelo no
lineal predictivo (probit), se usé el retraso del cre-
cimiento como variable dependiente. Esta variable
tomd el valor de Y=1 en presencia de retraso del
crecimientoy, de Y=0, en su ausencia. Las variables
explicativas, o covariables, fueron las siguientes:
“vivhacin”, vivir en hacinamiento; “acueducto”, contar
con agua conectada al acueducto; “jefemujer”,
hogar con jefatura femenina; “ocuphog”, jefe del
hogar ocupado; “hdesemana”, desempleo de larga
duracién de cualquiera de los miembros del hogar,
y “dipm”, pobreza segun el indice de pobreza multi-
dimensional. El modelo probit permitié calcular la
probabilidad de que un menor de cinco afios de
estos hogares estuviera en riesgo de tener retraso
en el crecimiento o no lo estuviera. La informacién
se proceso los programas Stata® 13.1, Spad® 4.5y
SPSS®, version 22.0.

Consideraciones éticas

En todos los casos se protegi6 la identidad de los
individuos estudiados, pues la base de datos se
limpié antes de acceder a ella para excluir la infor-
macion personal (hombres, direccién y documentos
de identificacion), y se consideraron las exigencias
del Ministerio de Salud para estudios en humanos
consignadas en la Resolucién N° 008430 de 1993
(25), ademas de considerar las particularidades
del Decreto 4816 del 23 de diciembre de 2008
sobre los requisitos y condiciones para el uso de
los datos del Sisbén (26).

Resultados

El retraso del crecimiento, o baja talla para la
edad, de los menores de cinco afios de hogares
clasificados en el Sisbén (n=4.817) en las sub-
regiones caldenses se presenta en la figura 1. La
proporcién mas alta se encontrd en la subregion
centro-sur (46,9 %), seguida de la del Magdalena
caldense (18,2 %) y la de bajo occidente (10,5 %).
La distribucion del retraso del crecimiento en los
municipios se presenta en la figura 2. Los municipios
con mayor prevalencia de retraso en el crecimiento
fueron Marmato, San José y Risaralda.

Segun el sexo, fue ligeramente superior, por 4,6
puntos porcentuales, en los varones (nifios: 52,3 %
Vs. nifias: 47,7 %). Segun el lugar de residencia,
este fue muy superior en la cabecera municipal y
en mas de uno de cada cinco nifios en la zona rural
dispersa del departamento (cabecera: 68,8 %, zona
rural dispersa: 22,6 %, centro poblado: 8,6 %).

En cuanto a los ingresos reportados por el jefe del
hogar, el retraso en el crecimiento solo se presentd
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en hogares con ingresos inferiores a COP$ 200.000
mensuales (n=4.817) vy, al clasificar los hogares
segun el indice de pobreza multidimensional, su
proporcién fue similar (pobre: 14,8 % Vs. no pobre:
14,2 %).

En la figura 3 se puede observar el desplaza-
miento hacia la izquierda de la talla para la edad
de la poblacion estudiada entre 0 y 4 afios, con
respecto al patron de crecimiento establecido por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). El
retraso en el crecimiento fue mas notorio entre
los menores de cinco afios de sexo masculino
(p<0,05).

Después de evaluar multiples modelos de predic-
cion del retraso del crecimiento en los hogares
del Sisbén en Caldas, se encontré6 uno que
cumplia con todos los requisitos metodoldgicos:
supuestos de validacion del modelo y estimadores
estadisticamente significativos, es decir, menores
de 5 % segun el test de Wald (cuadro 1). Dicho
modelo planteaba que los hogares pobres con
jefatura femenina y con algun integrante desem-
pleado de larga data, con hacinamiento y que
no contaban con acueducto, eran los que mayor
probabilidad tenian de que sus menores de cinco
afios presentaran retraso en el crecimiento.

Después de obtener el mejor modelo de prediccién
del retraso del crecimiento (cuadro 1), se procedi6
a buscar con el dendrograma los hogares con
caracteristicas que predijeran esta situacion nutri-
cional. Con este método, se encontré el niumero
de clases de hogares, y se obtuvieron la particion
y los indicadores de la homogeneidad de las clases
obtenidas.

La particion del arbol en tres clases (figura 4)
proporcion6 grupos compuestos por 1.546 hogares
en la clase 1, 2.003 hogares en la clase 2 y 1.268
hogares en la clase 3.

46,9

18,2
10,5
9.0 7.7 7.6
Centro-sur Magdalena Bajo Norte Alto Alto
caldense occidente oriente  occidente

Figura 1. Distribucion porcentual de los menores de cinco
afios con retraso del crecimiento por subregiones en Caldas
(n=4.817)
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Marmato |
San José |
Risaralda
Anserma |
La Merced
Marulanda |
Aguadas |
Manzanares |
Samana |

18,7
17,6
16,8
15,9
15,8
15,7
15,3
15,1

14,8
14,8

Manizales |
Villamaria |
Marquetalia |
Viterbo |

La Dorada |
Neira ]|
Riosucio |
Filadelfia |
Pacora |
Chinchina |
Belalcazar |
Aranzazu |
Victoria |
Supia |
Norcasia |
Salamina |
Pensilvania |
Palestina |

14,7
14,7
14,5
14,3
14,2
14,0
14,0
13,9
13,8
13,8
13,7
13,5
13,4
13,0
12,9
12,7
11,9

Figura 2. Distribucién porcentual de los menores de cinco afios con retraso del crecimiento por municipios, Caldas (n=4.817)

—— Estandares OMS
Femenino (n=467)

= Masculino (n=506) | ]

Nifios (%)

Puntaje z

Figura 3. Retraso del crecimiento (talla para edad, puntaje Z<2)
por sexo, entre menores de cinco anos de hogares inscritos en
el Sisbén, Caldas, 2015

En el cuadro 2 se recogen las inercias de cada uno
de los conglomerados y sus distancias hasta el
centro de gravedad de la muestra, informacién que
permitio ver el grado de dispersion de cada hogar
con respecto al promedio general.

La clase mas homogénea y con el menor nimero
de hogares fue la 3 o de hogares muy criticos
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(inercia de 0,1604); la clase 1 o de hogares
moderadamente criticos, fue la més heterogénea
(inercia de 0,2025), y la clase mas grande o con
mayor numero de hogares fue la clase 2 o de
hogares criticos.

En el cuadro 3 se pueden observar las coordenadas
de las clases sobre los ejes factoriales y sus valores
segun el test. Las clases se pueden interpretar al
igual que la posicion de los individuos (hogares)
sobre el primer plano factorial. En la figura 5 se
observa la concentracion o dispersion de los
hogares en las distintas clases.

Las tres clases resultantes del analisis de conglome-
rados jerarquicos se presentan en el cuadro 4. Se
seleccionaron 35 variables de diversos sectores del
desarrollo. En el cuadro 4 y la figura 5, se presentan
las tres clases de hogares con menores de cinco
afios con retraso en el crecimiento, las categorias
sobresalientes de las variables en cada clase, la
proporcion obtenida y su significacion estadistica.

Como puede verse, las variables son de diversa
indole y sector del desarrollo: algunas son de salud,
otras de vivienda y de acceso a servicios publicos,
y otras de educacion y empleo; no obstante, en las
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Cuadro 1. Modelo de prediccion del retraso del crecimiento en los hogares inscritos en el Sisbén y con presencia de menores de

cinco afios

hdnt dF/dx Error estandar z P>|z| x-bar ICqsys

Vivhacin* 0,0282078 0,0063654 4,77 0,000 0,203403 0,015732 0,040684
Acueducto -0,0174111 0,0061712 -2,82 0,005 1,188340 -0,029506 -0,005316
Jefemujer® 0,0202144 0,0047490 4,29 0,000 0,461622 0,010907 0,029522
Ocuphog -0,0089449 0,0031963 -2,79 0,005 0,968936 -0,015210 -0,002680
Hdesemana* 0,0646936 0,0375635 2,11 0,034 0,005576 -0,008930 0,138317
Dipm* 0,0409592 0,0055194 7,74 0,000 0,379870 0,030141 0,051777
Obs. P 0,0786387

Pred. P 0,0749762 (at x-bar)

* dF/dx representa los cambios discretos en la variable ficticia de 0 a 1

Zy P>|z| corresponden a un valor de 0 en la prueba del coeficiente subyacente
Vivhacin: vivir en hacinamiento; Acueduc: contar con agua conectada al acueducto; Jefemujer: hogar con jefatura femenina; Ocuphog: jefe del hogar
ocupado; Hdesemana: desempleo de larga data de algin integrante del hogar; Dipm: pobreza segun el indice de pobreza multidimensional

ﬁ;‘ﬂim

!

Conglomerado1  Conglomerado 2 Conglomerado 3

Figura 4. Dendrograma del analisis de conglomerados de los
hogares del Sishén con presencia de menores de cinco afios
con retraso del crecimiento en Caldas (n=4.817)

tres clases, el retraso del crecimiento se relacion6
con la pobreza, ya sea clasificada por el indice
de pobreza multidimensional o por el puntaje del
Sisbén lII.

Los hogares muy criticos, o de la clase 3, se ubi-
caban en el area rural dispersa de los municipios de
Samana, Manzanares, Pensilvania, Marquetalia,
Ansermay Aguadas; tenian un puntaje en el Sisbén
Il entre 14,1 y 31,5, contaban con integrantes
desempleados, entre otras carencias de bienes y
servicios, y no disponian de agua proveniente del
acueducto ni alcantarillado.

Los hogares criticos, o de la clase 2, se ubicaban
en la cabecera de los municipios de Villamaria,
Chinchina y Palestina, compartian con los hogares
anteriores el mismo puntaje del Sisbén Il (14,1 y
31,5), tenian acceso al acueducto, y tenian menos
carencias de bienes y servicios que los hogares
muy criticos o de la clase 3.

Cuadro 2. Descomposicion de la inercia por clases de hogares

Inercias Efectivos Distancias
Interclases 0,3068
Clase 1 0,2025 1546 0,3052
Clase 2 0,1960 2003 0,0968
Clase 3 0,1604 1268 0,6405
Total 0,8340

Cuadro 3. Coordenadas y valores test en los ejes factoriales
por clases de hogares

Clases Valores test Coordenadas
Eje 1 Eje2 Eje 1 Eje2
Clase 1 45,2 33,5 0,50 0,22
Clase 2 12,5 -49,1 0,11 -0,27
Clase 3 -61,9 19,5 -0,78 0,15

Los hogares moderadamente criticos o de la clase
1 se ubicaban en la cabecera de los municipios
de Manizales y La Dorada, tenian un puntaje
del Sisbén Il superior al de los otros hogares,
contaban con integrantes desempleados y tenian
mejores condiciones de vivienda que los demas,
con acceso a acueducto y alcantarillado.

Los integrantes de los hogares de las clases 2y 3
se clasificaron como pobres después de aplicarles
el indice de pobreza multidimensional, mientras
que los de la clase 1, no. Estos mismos hogares
carecian de nevera para almacenar y proteger
sus alimentos. En los tres tipos de hogares hubo
integrantes sin cobertura de servicios de salud.

Discusion
Para la comunidad, los responsables de las deci-

siones Yy los disefladores de politicas publicas en
Caldas, es util la informacién obtenida en este
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Figura 5. Visualizacion de las clases de hogares clasificados en el Sisbén con presencia de menores de cinco afos con retraso del

crecimiento en Caldas

estudio en la medida en que corresponde a cada
municipio y permite determinar los hogares criticos
y muy criticos que cumplen con los criterios para
intervenciones integrales orientadas a prevenir
el retraso en el crecimiento infantil. Ademas, el
trabajo en equipo comunitario, multidisciplinario y
multisectorial a nivel municipal y departamental, es
necesario para abordar este problema nutricional
como lo exige su complejidad y no solamente en el
sector de la salud, pues ya se ha demostrado que
no es suficiente atender con intervenciones sani-
tarias o alimentarias el comportamiento progresivo
de la prevalencia de la desnutricion créonica y la
mortalidad por esta causa en ciertas regiones de
Colombia (27-31); se requiere la vinculacién de los
sectores de educacion y vivienda, como minimo.

Desde la década de los 90 del siglo pasado, han
aparecido diversas publicaciones sobre la rela-
cion existente entre el retraso en el crecimiento
y la pobreza (32). Las escuelas de formacion en
nutricion lo enfatizan y los economistas lo estudian
y comprueban en las reuniones de consenso que
se llevan a cabo en Copenhague (33) y en otras
similares (27,34,35). No obstante, las intervencio-
nes tradicionales para su control y reduccion en
Colombia y en Caldas no discriminan por estado
nutricional y se basan, en su mayoria, en la entrega
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de alimentos (36,37), lo cual trae como consecuen-
cia, entre otros efectos, el sobrepeso en la poblacion
y la consecuente detencion o desaceleracion del
crecimiento en talla (15,17,38), sobretodo en los
mas pobres (27,28,39-41).

Segun el estudio de Paraje publicado por la CEPAL
en el 2008 (42):

“[...] desde el punto de vista de las politicas publi-
cas, las politicas sanitarias s6lo pueden tener
un éxito parcial para reducir esta condicién si no
son implementadas en conjunto con una serie de
politicas adicionales (educativas, de vivienda, de
ingresos) en un entorno macroeconémico estable.
En paises donde la desigualdad en la concentracion
en la distribucion socioeconémica de esta variable
es alta (como los latinoamericanos), la disminucion
de la desnutricion croénica infantil puede lograrse
de manera mas efectiva disminuyendo dicha
desigualdad, la que tiene... fuertes condicionantes
socioeconémicos (cuanto mas concentrada esté
la ‘riqueza’, mas concentrada esté la desnutricidon
cronica infantil entre hogares ‘pobres’) [...]".

En el modelo de prediccion probit del retraso del
crecimiento estimado en este estudio, no se esta-
blecieron variables de ingresos, gastos o acceso
a programas de complementacion alimentaria,
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sino variables relacionadas con las condiciones
medioambientales del hogar, las caracteristicas
de la vivienda, sus condiciones de habitabilidad, el
sexo de la persona jefe del hogar, y el desempleo
y la pobreza, tal como las descritas por Paraje (42)
y otros autores (35,43). Estas variables pueden
tener un impacto directo sobre el retraso en el
crecimiento y sobre su distribucidon. Segun Paraje
(42), una mejor distribucién de la riqueza no implica
necesariamente quitarle recursos a un grupo para
darselos a otro sino, por ejemplo, mejorar el acceso
al agua potable y el saneamiento adecuado para
los hogares que no lo tienen. Naturalmente, este
tipo de politicas puede tener un efecto redistributivo
dependiendo de la progresividad de la estructura
tributaria. De igual manera, las politicas de vivienda
que mejoren la situacion habitacional de los gru-
pos menos aventajados pueden contribuir a una
reduccion de la desnutricion cronica infantil (42).

El nivel educacional de los padres, y especialmente
el de la madre (43), es otra variable que influye
decisivamente en el nivel y la distribucion de la
desnutriciéon cronica, tal como se comprobé en
este estudio en las mujeres jefe de hogar. No
obstante, para que las mejoras en la educacion
tengan un efecto pleno sobre la desnutricidén, deben
beneficiar principalmente a los hogares mas pobres
y concentrarse primordialmente en el nivel basico
de educacion (42). Es importante destacar que, en
la poblacion del Sisbén en Caldas, se determind
que el analfabetismo funcional era de 21,0 % y
el promedio de afios de estudio entre las mujeres
cabeza de hogar era de cinco afios. Mediante el
dendrograma, se detectaron los municipios y el
lugar de residencia de los integrantes de hogares
criticos y muy criticos, con lo cual se facilitan
las intervenciones. Dado que, sistematicamente,
dichos hogares perciben menos ingresos y tienen
menos acceso a la educacion, al agua potable y al
saneamiento, entre otros, deben ser el nicleo de
los programas municipales destinados a reducir la
brecha entre estos hogares y el resto (44-47).

Por otro lado, debe mencionarse que la capacidad
predictiva del retraso del crecimiento del indice
de pobreza multidimensional es inferior a la del
puntaje del Sisbén Ill, como se habia constatado
previamente en un estudio similar realizado en
Manizales (48). La explicacion se basa en que
el indice incluye informacion ya contenida en el
puntaje del Sisbén Il (49), lo cual es importante
porque los responsables de decisiones de cada
municipio cuentan con dicho puntaje para focali-
zar intervenciones en los hogares criticos y muy

Como intervenir y prevenir el retraso del crecimiento

criticos, segun la metodologia del presente estu-
dio, sin necesidad de hacer complejos analisis
estadisticos 0 matematicos adicionales.

Por dltimo, las limitaciones de este estudio se rela-
cionan con la ausencia de informaciéon confiable
de las mismas variables estudiadas en estratos
diferentes a los que incluye la base de datos del
Sisbén vy, por lo tanto, sus resultados no pueden
generalizarse a todos los menores de cinco afios
del departamento de Caldas.

Conflicto de intereses

Los autores manifestamos no haber tenido ningun
conflicto de intereses en ninguna de las fases de
esta investigacion.

Financiacion
El estudio contd con aportes de la Secretaria de
Planeacién del Departamento de Caldas, de la Uni-

versidad de Caldas y de la Universidad Nacional,
sede Manizales.
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Curvas de fusion de regiones genémicas especificas:
una herramienta prometedora para el diagnéstico y tipificacion de
las especies causantes de la leishmaniasis cutanea en Colombia
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Introduccién. La leishmaniasis cutanea es una enfermedad causada por parasitos del género
Leishmania que tiene gran incidencia en Colombia. El diagndstico y la identificacion de la especie
infecciosa son factores criticos en el momento de escoger e iniciar el tratamiento. Actualmente, los
métodos de diagndstico vy tipificacion requieren procedimientos complejos, por lo que es necesario
validar nuevos marcadores moleculares y métodos que simplifiquen el proceso.

Objetivo. Desarrollar una herramienta basada en lareaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con curvas
de fusién (High Resolution Melting; PCR-HRM) para el diagndstico vy tipificacion de las tres especies de
Leishmania de importancia epidemioldgica en casos de leishmaniasis cutanea en Colombia.

Materiales y métodos. Los genomas de Leishmania panamensis, L. braziliensis y L. guyanensis se
compararon mediante métodos bioinformaticos. Las regiones especificas de especie identificadas
se validaron mediante PCR. Para los marcadores seleccionados se disefié una PCR-HRM y se
estimaron algunos parametros de validez y seguridad usando aislamientos de pacientes colombianos
caracterizados previamente mediante PCR y analisis de polimorfismos en la longitud de los fragmentos
de restriccion (Restriction Fragment Length Polymorphism — RFLP; PCR-RFLP) del gen hsp70.
Resultados. El andlisis genémico comparativo mostré 24 regiones especificas de especie. Sin
embargo, la validacién mediante PCR solo identificé un marcador especifico para cada especie de
Leishmania. Los otros marcadores mostraron amplificacion cruzada. El limite de deteccién para los
tres marcadores seleccionados fue de un parasito, mientras que la sensibilidad, la especificidad, el
valor predictivo positivo y el negativo fueron de 91,4, 100, 100 y 75 %, respectivamente.
Conclusiones. Las tres regiones seleccionadas pueden emplearse como marcadores moleculares en
el diagnostico vy tipificacion de las especies causantes de la leishmaniasis cutdnea en Colombia.

Palabras clave: Leishmania; leishmania/diagnostico; leishmaniasis cutanea; reacciéon en cadena de
la polimerasa; Colombia.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3634

High-resolution melting analysis based on specific genomic regions: A promising tool for the
diagnosis and typing of species causing cutaneous leishmaniasis in Colombia

Introduction: Cutaneous leishmaniasis, caused by parasites of the genus Leishmania, is a disease with
high incidence in Colombia. The diagnosis and identification of the infectious species are critical factors
when selecting and initiating treatment. Currently, the methods for diagnosing and typing cutaneous
leishmaniasis require complicated procedures and there is a need for the validation of new molecular
markers and methods to simplify the process.

Objective: To develop a tool based in PCR melting curves (PCR-HRM) for the diagnosis and typing of
the three Leishmania species of epidemiological importance for cutaneous leishmaniasis in Colombia.

Contribucién de los autores:

Ana Maria Mejia y Omar Triana: concepcion y disefio del estudio

Johana Marin: experimentos

Carlos Muskus y Maria Clara Echeverry: experimentos con PCR-RFLP en muestras de control y muestras clinicas

Daniel Urrea: analisis bioinformaticos de las secuencias, comparacion de genomas y seleccion de los marcadores especificos
de especie

Todos los autores participaron en el andlisis e interpretacion de los datos y en la escritura del manuscrito.
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Curvas de fusién para diagnéstico vy tipificacion de Leishmania spp

Materials and methods: The genomes of Leishmania panamensis, L. braziliensis and L. guyanensis
were compared with bioinformatic methods. The species-specific regions were then validated using PCR.
For the selected markers, a PCR-HRM was designed, and validity and security parameters were estimated
using isolates from Colombian patients previously characterized by PCR-RFLP of the hsp70 gene.

Results: The comparative genomic analysis yielded 24 species-specific regions. However, the PCR
validation identified only one marker that was specific to each Leishmania species. The other markers
showed cross amplification. The detection limit for the three selected markers was one parasite.
The sensitivity, specificity, predictive positive and negative values were 91.4%, 100%, 100% and

75%, respectively.

Conclusions: The three selected regions can be used as molecular markers in the diagnosis and
typing of the causative species of cutaneous leishmaniasis in Colombia.

Key words: Leishmania; leishmania/diagnosis; leishmaniasis, cutaneous; polymerase chain reaction;

Colombia
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3634

Se denomina leishmaniasis a un grupo de antro-
pozoonosis causadas por diferentes especies de
parasitos del género Leishmania y trasmitidas
principalmente por la picadura de insectos hemat6-
fagos de los géneros Lutzomyia spp. para el Nuevo
Mundo y Phlebotomus spp. para el Viejo Mundo
(1,2). Estas enfermedades son endémicas en mas
de 98 paises, y afectan a 12 millones de personas,
en tanto que mas de 350 millones estan en riesgo
de infeccion en el mundo (3). En Colombia, la
leishmaniasis es endémica en casi todo el territorio
y representa un problema significativo de salud
publica debido a su alta morbilidad. En el pais se
han estimado alrededor de 10.000 casos por afio, y
casi 10 millones de personas en riesgo de adquirir
la infeccidn, principalmente en areas rurales (4).

En el Nuevo Mundo se encuentran distribuidas 16
especies de Leishmania, las cuales son causantes
de una gran diversidad de sintomas clinicos (3).
En Colombia se ha registrado la circulacion de las
especies L. panamensis, L. braziliensis, L. amazo-
nensis, L. mexicana, L. guyanensis y L. infantum,
siendo las dos primeras las de mas alta distribucion
a lo largo del territorio nacional y, por consiguiente,
las principales responsables de la alta prevalencia
de la leishmaniasis cutanea en el pais (4).

El diagnéstico acertado de la infeccidn con Leish-
mania sp, asi como la identificacién de la especie
infecciosa, son criticos en el momento de escoger
e iniciar el tratamiento apropiado. En este sentido,

Correspondencia:

Omar Triana, Grupo Biologia y Control de Enfermedades
Infecciosas, Universidad de Antioquia, Calle 70 N° 52-21,
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la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
recomendado que el tratamiento solo se debe
administrar tras la confirmacién de la enfermedad,
y en algunas regiones del Nuevo Mundo el diag-
noéstico debe considerar la especie, ya que se ha
demostrado que las especies infecciosas y la region
geograéfica influyen en la eficacia de los tratamien-
tos y, por consiguiente, en las recomendaciones
terapéuticas. Esto es de gran importancia debido
a la alta toxicidad de los medicamentos disponi-
bles, la resistencia observada en algunas especies,
especialmente las causantes de la leishmaniasis
cutanea, en la cual parece haber mayor riesgo de
seleccion de paréasitos farmacorresistentes, y el uso
restringido de los medicamentos en los pacientes
confirmados (3). Asimismo, debido a la gran similitud
entre los sintomas causados por Leishmania spp.
y otros grupos de enfermedades (5,6), y la gran
cantidad de especies de Leishmania que circulan
en el continente americano, el diagnéstico rapido y
certero debe mejorarse (7-9).

En la actualidad no se dispone de un método de
gran poder discriminatorio que pueda aplicarse de
manera universal al diagndstico y a la identificacion
de las especies causantes de la leishmaniasis
cutanea (10). El diagnéstico se basa en la des-
cripcion de las caracteristicas clinicas, ademas
del analisis de los datos epidemiologicos y las
pruebas de laboratorio, asi como en métodos de
observacién directa de las formas parasitarias
mediante microscopia (11). En este contexto, los
nuevos métodos basados en blancos moleculares
han ido cobrando relevancia por sus valores de
sensibilidad y especificidad (12). Tales métodos
se basan principalmente en la amplificacion de
regiones genémicas, como las de los genes hsp70
(13) y del citocromo b (14), o de espaciadores
intergénicos ribosomales como el ITS-1y el ITS-2
rRNA (2,15), o el ADN del cinetoplasto. Ademas, se
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dispone de métodos moleculares adicionales, como
la electroforesis de enzimas multilocus (MLEE) o la
PCR-RFLP, que también pueden emplearse en la
identificacién de la especie infecciosa (10,11).

Dado lo anterior, se requiere el disefio de estrate-
gias novedosas para la identificacion de regiones
especificas en las especies de Leishmania, que
permitan tanto el diagndstico como la identificacion
de la especie. En los ultimos afios se han logrado
grandes avances en el conocimiento de la estruc-
tura y la composicion gendémica de los tripanoso-
matidos gracias al desarrollo de las técnicas de
secuenciacion masiva (16,17). Para el género
Leishmania se han reportado hasta ahora al
menos 14 genomas secuenciados (http://tritrypdb.
org/tritrypdb/), entre los cuales se encuentran el de
L. panamensis y L. braziliensis, responsables del
mayor nimero de casos de leishmaniasis cutanea
en Colombia. A partir de estas bases de datos es
posible comparar la estructura y la composicién
gendmica de estas especies, con el fin de identificar
regiones especificas que puedan ser utiles para su
diagndstico e identificacion, lo cual puede validarse
experimentalmente mediante técnicas de PCR
avanzadas de alto poder resolutivo como la HRM.
En este sentido, en el presente trabajo se propuso
la basqueda y seleccion de nuevos marcadores
moleculares especificos de especie derivados del
andlisis gendmico comparativo de L. panamensis,
L. braziliensis y L. guyanensis, que permitan el diag-
noéstico y la identificacién de las especies causantes
de la enfermedad en nuestro pais.

Materiales y métodos
Material biolégico y extracciéon del ADN

El ADN de las cepas de L. panamensis (cepa UA-
946, Universidad de Antioquia), L. guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147), y L. braziliensis (MHOM/
BR/75/M2904) se utiliz6 para validar los marca-
dores seleccionados. Se utilizaron muestras del
ADN de L. major (MHOM/IL/81/FE/BNI), Trypano-
soma cruzi (MRAT/COL/Gal6l), T. evansi y T.
rangeli (2XeqC2) para evaluar las reacciones
cruzadas con otros tripanosomatidos. EI ADN
se extrajo a partir de cultivos in vitro siguiendo
el protocolo del estuche DNeasy Blood & Tissue
(Qiagen). La calidad del ADN obtenido se analizé
por electroforesis en geles de agarosa al 0,8 %
tefiidos con bromuro de etidio, y la concentraciéon
se determind mediante la lectura de la absorbancia
a 260 nm en un espectrofotdmetro NanoDrop 2000
(Thermo Scientific).
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Identificacion de regiones genémicas especificas
en Leishmania spp

Con el fin de seleccionar regiones gendémicas espe-
cificas para las tres especies de Leishmania cau-
santes de la leishmaniasis cutdnea en Colombia, se
hizo un analisis comparativo entre los genomas de L.
panamensis y L. braziliensis (publicados en la base
de datos de TriTryp: http://tritrypdb.org/tritrypdb/)
con los datos crudos del genoma de L. guyanensis
(nimero de acceso en el Genbank: PRJEB168). Un
esquema general de la metodologia empleada se
muestra en la figura 1; el alineamiento global de los
tres genomas completos ensamblados se realizd
usando el programa MUMmer (18), con el fin de
hallar regiones gendémicas con identidades mayores
de 75 % entre pares de especies. Se seleccionaron

Genoma L. braziliensis
y L. guyanensis

N/

| Alineamiento global |

| Regiones con identidad > 75 % |

Identificacion de posibles regiones
especificas de Leishmania sp

|
| Verificacion por Blastn |

| Disefio de iniciadores |

Verificacion de la especificidad de
los iniciadores por Blastn

Genoma L. panamensis

Analisis bioinformatico

Evaluacion de eficiencia de los inicadores
a diferentes temperaturas de anillamiento
(PCR de punto final)

PCR-HRM

Validacion molecular

Evaluacion del limite de deteccion
y reacciones cruzadas

Validacion utilizando muestras ciegas

Figura 1. Algoritmo utilizado para la seleccion y validacion de
los nuevos marcadores moleculares
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las regiones con una identidad menor de 25 % y
posteriormente se validaron como regiones espe-
cificas de especie mediante BLASTN® (blast.nchi.
nim.nih.gov), contrastandolas con las bases de
datos de Assembly, BioProject y SRA del National
Center for Biotechnology Information (NCBI). Una
vez confirmada la ausencia de ortologia entre las
especies evaluadas, se disefiaron iniciadores para
cada region especifica usando la herramienta
Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/).

Amplificacion de marcadores especificos en L.
panamensis, L. braziliensis y L. guyanensis

La amplificacién por PCR convencional de los mar-
cadores de cada especie se hizo en un volumen
final de 25 pl que contenia 1X de solucidon tampdén
Taq, 2,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP, 0,4 uM de
cada cebador, 1 U de Tag polimerasa y 10 ng del
molde de ADN. La PCR se hizo en un termociclador
T1 (Biometra) bajo las siguientes condiciones: 95 °C
durante 10 minutos, seguido por 35 ciclos de
desnaturalizacién a 95 °C durante 15 segundos,
una temperatura de anillamiento desde 58 °C hasta
64 °C durante 15 segundos, y una extensién a 72 °C
durante 20 segundos, con una extension final a
72 °C durante 10 minutos. Los productos amplifi-
cados se visualizaron mediante electroforesis en
geles de agarosa al 2 % (w/v). Para cada uno de los
marcadores analizados por PCR se utilizé el ADN
de L. panamensis, L. guyanensis y L. braziliensis
como control.

Curvas de fusion en Leishmania spp. de
Colombia

Los marcadores que amplificaron regiones especi-
ficas mediante la PCR convencional se evaluaron
seguidamente mediante PCR en tiempo real com-
plementada con curvas de fusion de alta resolucion
en el equipo para PCR en tiempo real Rotor-Gene
Q (Qiagen). Cada reaccion se llevd a cabo en
un volumen total de 10 pl, el cual contenia 5 pl
de HRM PCR master mix Type-it® 2X (Qiagen),
0,4 UM de cada cebador y 10 ng de molde de
ADN. El perfil térmico consistid de un ciclo de
desnaturalizacion y activacién de la enzima a 95 °C
durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de ampli-
ficacion incluida la desnaturalizacion de ADN a
95 °C durante 15 segundos y anillamiento a 64 °C
durante 1 minuto. Los productos de PCR se some-
tieron a un programa de curvas de fusion que
consistié en la desnaturalizacion a 95 °C durante
10 segundos, hibridacion de ADN de doble cadena
a 64 °C durante 1 minuto, seguida de un aumento
gradual de la temperatura hasta 95 °C durante
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120 minutos, y union final de ADN a 64 °C durante
15 segundos. Para determinar las temperaturas
medias de fusién (Tm) para cada especie se utilizd
el programa Rotor-Gene Q v 2.0.2 (Qiagen).

Limite de deteccion de los marcadores

Con el fin de estimar el limite de deteccion de los
marcadores seleccionados, cada una de las regio-
nes especificas de especie elegidas se clono en el
vector pTZ57R/T (ThermoFisher Scientific) bajo las
condiciones previamente reportadas (19). A partir
de estos, se hicieron diluciones seriadas (1:10)
del plasmido que contenia la secuencia blanco de
los cebadores de cada una de las especies de
Leishmania y se estimé la concentracion minima
de amplificacion. Para ello se utilizaron siete dilu-
ciones seriadas por triplicado del ADN de los
controles positivos L. panamensis, L. guyanensis
y L. braziliensis, que iban desde 1.000.000 hasta
una copia del plasmido que contenia la regién
de interés. Para determinar la eficiencia de cada
ensayo se estimaron las curvas de calibracion a
partir de los ciclos de umbral (threshhold cycles) Ct
de las diluciones utilizando el programa Rotor-Gene
Qv 2.0.2 (Qiagen).

Reacciones cruzadas

Para corroborar que los marcadores seleccionados
no amplificaran en otras especies de tripanosoma-
tidos, el ADN de L. major, T. cruzi, T. evansi y
T. rangeli se utiliz6 como molde para la reaccion
de PCR bajo las mismas condiciones descritas
previamente. Este ensayo se realizo por triplicado
con 10 ng del ADN de cada especie.

Utilidad de los marcadores para el diagndstico
de las muestras de los pacientes

Para evaluar la utilidad de los marcadores seleccio-
nados, se probaron en total 41 muestras ciegas que
contenian ADN de cepas de cultivo o de muestras
de ADN aisladas de biopsias de pacientes de
Colombia, asi como muestras de humanos negativas
(nunca habian estado en contacto con el parasito)
y muestras de pacientes presuntivas de infeccion
con leishmaniasis, pero que por otros métodos
fueron negativas en los distintos analisis. Todas las
muestras positivas se caracterizaron previamente
mediante PCR-RFLP utilizando el marcador hsp70
(13,20-22). Este conjunto de muestras ciegas se
evalu6 mediante PCR-HRM por triplicado, utilizando
como control en todas las reacciones el ADN de L.
panamensis, L. guyanensis y L. braziliensis. A partir
de esta informacién y con base en los resultados, se
determind la concordancia entre las pruebas PCR-
RFLP y la PCR-HRM para las muestras positivas.
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Validez y seguridad de los marcadores

A partir de los resultados obtenidos se estimaron
la sensibilidad (S), la especificidad (E), el valor
predictivopositivo (VPP)yelvalorpredictivonegativo
(VPN), que dan cuenta de la validez y la seguridad
de los nuevos marcadores. Estos parametros se
calcularon con el paquete estadistico epiR, del
programa R, version 3.2.2 (The R Foundation for
Statistical Computing Platform), con intervalos de
confianza de 95 % (23,24).

Resultados

Identificacion de regiones especificas,
validacion mediante PCR convencional y
determinacion de la especificidad analitica

Las comparaciones pareadas entre el genoma de
L. panamensis y los de L. guyanensis y L. brazi-
liensis mostré 4.422 y 10.700 regiones genémicas
con identidad menor de 25 %, respectivamente.
El 98% de las diferencias entre estas regiones en
las especies correspondié a deleciones, y solo
2 % a regiones con diferencias especificas en los
nucleésidos. Se seleccionaron 24 regiones como
especificas de especie, las cuales se emplearon
en el disefio de los cebadores para validar la
especificidad mediante PCR. Solo tres pares de
cebadores amplificaron Unicamente en la especie
de Leishmania para la cual se disefiaron (figura
2A, cuadro 1). Los otros 21 cebadores amplificaron
en mas de una especie de Leishmania (figura 2B;
figura suplementaria 1 disponible en: https://doi.
org/10.7705/biomedica.v34i2.3634; cuadro 1).

Limite de deteccion

Los tres marcadores especificos de especie selec-
cionados se utilizaron en la PCR en tiempo real,
con el fin de evaluar su utilidad en el diagndstico y
tipificacion en cepas y muestras clinicas. En la figura
3 se observa que cada uno de los marcadores fue
capaz de detectar hasta una copia de la secuencia
blanco. Este ensayo se hizo por triplicado siempre
con el mismo resultado. Ademas, a partir de los
valores de Ct de cada una de las diluciones, se esti-
maron los porcentajes de eficiencia de la amplifica-
cién en cada una de las especies evaluadas: 94,33,
95,73y 90,92 % para L. panamensis, L. guyanensis
y L. braziliensis, respectivamente (cuadro 2).

Curvas de fusion

Los tres marcadores que se seleccionaron tam-
bién se analizaron mediante curvas de fusién. Los
resultados indicaron que estos marcadores diferen-
ciaron claramente las especies de L. panamensis,
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L. guyanensis y L. braziliensis (figura 4). Las tem-
peraturas de fusion (Tm) para cada marcador se
muestran en el cuadro 2; se observa que luego de
tres corridas estas fueron altamente reproducibles
(no se muestran los datos).

Utilidad de los marcadores en muestras de
pacientes

De las 32 muestras clasificadas previamente como
positivas con otros marcadores, 29 amplificaron con
los marcadores seleccionados, lo que significéd una
concordancia de 90,63 % con la PCR-RFLP del gen
hsp70 que se utilizé previamente para caracterizar
los aislamientos. Las nueve muestras negativas
se clasificaron correctamente (cuadro 3). El ana-
lisis estadistico mostré valores de sensibilidad de
91,43 % (IC,. : 75-98 %) y de especificidad de

95%"

100 % (IC,,,,: 55-100 %), un valor predictivo positivo

95%"

de 100 % (IC,.,: 83-100 %) y un valor predictivo

95%°"

negativo de 75 % (IC,,,,: 43-95 %).

Discusion

En Colombia la leishmaniasis cutanea es causada
principalmente por L. panamensis, L. braziliensis
y L. guyanensis, especies que responden diferen-
cialmente al tratamiento con glucantime, por lo
cual el diagnéstico y la tipificacién apropiada de su
agente causal son aspectos criticos en el momento

A Lp Lb Lg

Lm Tc Te Tr Cn

pan081

bralc

guy901

B) Lp Lb Lg Lm Cn

bra2

guy301

bralA

panll

Figura 2. A: Productos de la amplificaciéon de los marcadores
seleccionados (Pan081, Guy901 y BralC). Se observa la
amplificaciéon Unica en la especie de Leishmania para la
que el marcador fue disefiado. En los carriles se muestran
los siguientes: Lp: L. panamensis, Lb: L. braziliensis, Lg: L.
guyanensis, Lm: L. major, Tc: T. cruzi, Te: T. evansi, Tr: T
rangeli y Cn: control negativo. B: Gel representativo de los
productos de PCR de los marcadores que amplificaron en mas
de una especie de Leishmania. En los carriles se muestran los
de Lp: L. panamensis, Lb: L. braziliensis, Lg: L. guyanensis, Lm:
L. major y Cn: control negativo.
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Cuadro 1. Regiones gendmicas especificas evaluadas para las tres especies. Los marcadores Bra1A, Bra1C, Pan081 y Guy901

fueron los Unicos especificos de especie.

Especie Regiones

L. panamensis y L. guyanensis Pan02, Pan041, Pan042, Panll, Panl3, Pan25.

L. panamensis y L. braziliensis BralA

L. braziliensis y L. guyanensis BralB, Bra2

L. panamensis, L. braziliensis y L. guyanensis Pan082, Pan09, Pan10, Panl7, Pan19, Pan21, Pan301, Pan302, Pan303,
3661, 3662, S615

L. panamensis Pan081

L. guyanensis Guy901

L. braziliensis BralC

27
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25 == 1.000.000
24 == 100.000
gg = 10.000
21 == 1.000
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B.

Figura 3. A. Diluciones seriadas del plasmido que contiene la secuencia blanco de L. panamensis utilizando el marcador Pan081.
B. Gel de agarosa al 2 % con los productos de PCR de cada una de las diluciones

Cuadro 2. Valores de temperatura de fusion (Tm), coeficiente de
correlacion (R?)y porcentajes de eficiencia de L. panamensis, L.
guyanensis y L. braziliensis en el ensayo de PCR-HRM

Especie Marcador  Tm R? Porcentaje
(°C) de eficiencia

L. panamensis Pan081 86,55 0,992222 94,33 %

L. guyanensis  Guy901 82,21 0,985675 95,73 %

L. braziliensis BralC 85,68 0,99780 90,92 %

de decidir el tratamiento de eleccion, pues evita
someter al paciente a tratamientos que podrian ser
ineficaces y muy téxicos (7,25).

El diagnostico de la leishmaniasis se ha basado
tradicionalmente en la clinica y en criterios epi-
demiolégicos, y ciertas manifestaciones clinicas
de la enfermedad se han asociado con complejos
de especies 0 especies particulares, aunque se

han reportado infecciones atipicas que cuestionan
esta afirmacion. Por ejemplo, se han registrado
nuevas variantes de la leishmaniasis cutanea en
Honduras y Nicaragua causadas por L. infantum,
y hay algunos reportes de leishmaniasis visceral
causada por L. braziliensis (26). Dado que estas
infecciones atipicas son clinicamente idénticas
a las tipicas y pueden ocurrir en areas donde se
encuentren varias especies de Leishmania, es
necesaria la implementacion de métodos capaces
de distinguir entre varias especies de Leishmania.

Actualmente, la mayoria de métodos de diagndstico
molecular aplicados a la identificacion de especies
de Leishmania se basan enlatécnicade PCR-RFLP,
gue aunque menos laboriosa que el andlisis de
isoenzimas (considerado como el método de refe-
rencia), presenta problemas de reproducibilidad y
su analisis es complejo (12). Para la PCR-RFLP
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Figura 4. A. Temperatura de fusion (Tm) obtenida para cada uno de estos marcadores (Pan081: 86,55 °C para L. panamensis,
Guy901: 82,21 °C para L. guyanensis y BralC: 85,68 °C para L. braziliensis). B. Curvas de fusién normalizadas para las especies
de Leishmania analizadas utilizando los marcadores Pan081, Bralc y Guy901

se han utilizado varios blancos moleculares como
el gen ssu rRNA, el gen hsp70, microsatélites o
ADN mitocondrial (kDNA) (15,27,28), algunos de
los cuales son menos sensibles que otros debido
a su bajo nimero de copias. Se han descrito
varios ensayos para la deteccién de parasitos y
la discriminacién de especies de Leishmania en
el Nuevo Mundo (29,30), sin embargo, ninguno
de estos métodos cumple con los dos objetivos
de manera simultanea y, en ocasiones, pueden
carecer de especificidad (31). Un diagndstico
molecular rapido especifico de especie permite
elegir eltratamiento mas adecuado y hacer un segui-
miento del paréasito para fines epidemioldgicos
(investigacion de brotes o seguimiento de cepas de
parasitos resistentes a los medicamentos) (2). El
andlisis gendmico comparativo de estas especies
es una herramienta alternativa para la identifica-
cion de regiones especificas de especie y para el
disefio de nuevos marcadores. En este sentido,
el presente trabajo selecciond regiones ortolo-
gas altamente divergentes en estas tres especies
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para proponer nuevos marcadores moleculares
que permitan el diagnéstico y la tipificacion en una
prueba simple pero de gran resolucién de la PCR,
como las curvas de fusion.

La PCR-HRM es una herramienta atractiva para
el diagnostico de diferentes enfermedades. Esta
técnica puede evitar el aislamiento de los parasitos
en grandes cultivos celulares y métodos posteriores
a la PCR, como las electroforesis, los cortes con
enzimas de restriccion, la hibridacion y los métodos
de secuenciacion, lo cual disminuye los tiempos del
diagnéstico y las posibilidades de contaminacion
(32). Este tipo de prueba también puede arrojar
resultados tres veces mas rapidamente y cinco
veces mas econOmicamente que otro tipo de
analisis (33).

En este trabajo se estudiaron una serie de regiones
a lo largo del genoma de las diferentes especies
de Leishmania distribuidas en Colombia para
encontrar las que se ajustaran adecuadamente
a los pardmetros necesarios para el ensayo de
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Cuadro 3. Identificacion mediante PCR-HRM con los tres
marcadores utilizados en muestras previamente tipificadas
mediante PCR-RFLP del gen hsp70. Se muestran los valores
promedio de Tm.

Muestra Identificacion por  Identificacién Tm (°C)
PCR-RFLP de por PCR-HRM
hsp70
1 L. amazonensis Negativa 0
2 L. braziliensis L. braziliensis 85,7
3 L. braziliensis L. braziliensis 85,8
4 L. braziliensis L. braziliensis 85,7
5 L. braziliensis L. braziliensis 85,7
6 L. braziliensis L. braziliensis 85,8
7 L. braziliensis L. braziliensis 85,7
8 L. braziliensis L. braziliensis 85,7
9 L. braziliensis L. braziliensis 85,6
10 L. braziliensis Negativa 0
11 L. braziliensis L. braziliensis 85,7
12 L. braziliensis L. braziliensis 85,7
13 L. braziliensis L. braziliensis 85,8
14 L. braziliensis L. braziliensis 85,7
15 L. guyanensis L. guyanensis 82,2
16 L. guyanensis L. guyanensis 82,2
17 L. guyanensis L. guyanensis 82,2
18 L. panamensis L. panamensis 86,6
19 L. panamensis L. panamensis 86,4
20 L. panamensis L. panamensis 86,6
21 L. panamensis L. panamensis 86,7
22 L. panamensis Negativa 0
23 L. panamensis L. panamensis 86,6
24 L. panamensis Negativa 0
25 L. panamensis L. panamensis 86,8
26 L. panamensis L. panamensis 86,8
27 L. panamensis L. panamensis 86,6
28 L. panamensis L. panamensis 86,5
29 L. panamensis L. panamensis 86,6
30 L. panamensis L. panamensis 86,8
31 L. panamensis L. panamensis 86,6
32 L. panamensis L. panamensis 86,6
33 L. panamensis L. panamensis 86,6
34 Negativa Negativa 0
35 Negativa Negativa 0
36 Negativa Negativa 0
37 Negativa Negativa 0
38 Negativa Negativa 0
39 Negativa Negativa 0
40 Negativa Negativa 0
41 Negativa Negativa 0

PCR-HRM. Se seleccionaron aquellas que cum-
plian con los criterios requeridos, entre los cuales
se destaca el tamafio de la region (156-200 pb),
y que se encontraran de manera especifica en
cada una de las especies. Asi, un total de 24
regiones seleccionadas mediante una serie de
andlisis bioinforméticos se sometieron a diferen-
tes ensayos de PCR para finalmente seleccionar
tres regiones que podian ser potenciales blancos
moleculares para el diagndstico y la tipificacion.
Esto indica que, a pesar de la rigurosidad con la
gue se seleccionaron dichas regiones mediante
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andlisis bioinformaticos, siempre es necesario
confirmarlas experimentalmente. Los marcadores
seleccionados fueron altamente especificos, ya que
ningun otro tripanosomatido se amplificé utilizando
estos cebadores. Esto es importante porque existe
la posibilidad de encontrar infecciones mixtas de
Leishmaniay T. cruzi (34).

Con los tres marcadores seleccionados se encon-
tr6 una clara diferencia entre las temperaturas de
fusién de las tres especies de Leishmania, lo cual
permitiria su identificacién incluso si no se cuenta
con la herramienta de HRM. Ademas, los perfiles
de las curvas de punto de fusion también sirven
para diferenciar entre las especies, lo cual facilita
el diagnéstico.

Para validar la utilidad de la PCR-HRM se hizo
el diagndstico de 33 muestras provenientes de
pacientes colombianos, las cuales habian sido
identificadas previamente a nivel de especie
mediante PCR-RFLP del gen hsp70. Los resulta-
dos obtenidos mediante las dos técnicas fueron
similares en un 90,6 %, lo cual demuestra que
los nuevos marcadores son comparables con
otro tipo de técnicas utilizadas cominmente en la
actualidad. Es importante resaltar que la prueba
gue se propone evita el uso de técnicas adicio-
nales como la RFLP para el diagnéstico, lo cual
permite que este sea mas rapido y facilita la
adopcién de decisiones. Recientemente se reportd
el uso de una nueva prueba molecular para el
diagnéstico de leishmaniasis cutanea causada por
Leishmania (Viannia) spp, y aunque los resultados
son de utilidad para estudios en campo por su
capacidad para diferenciar especies del subgénero
Leishmania, tiene la limitacion de no diferenciar
entre las especies del subgénero Viannia (35). La
prueba empleada en este estudio tiene la ventaja
de ser rapida y diferenciar estas especies, por lo
gue podria combinarse con la prueba en campo
para hacer un diagnostico diferencial mas rapido y
beneficioso para el paciente.

Por ultimo, la prueba mostré una especificidad de
100 % y una sensibilidad de 91,4 %, lo que lleva a
pensar en el mejoramiento de los métodos previos
a la PCR, tales como la toma de muestras, la
extraccion de ADN y su posterior almacenamiento,
de manera que se pueda obtener una mayor
concentracion de material genético y conservarlo
durante mucho tiempo para aumentar el porcentaje
de muestras positivas y mejorar la prueba.

La imposibilidad de tener una mayor cantidad de
muestras para el analisis fue una gran limitante
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del presente estudio, por lo que se sugiere que en
investigaciones posteriores se valide la utilizacién
de estos marcadores en la PCR-HRM como una
herramienta de diagnéstico directa en una mayor
cantidad de muestras, no solo de pacientes sino
también de reservorios y vectores del parasito.
Ademas, se podria explorar la posibilidad de la
busqueda de un mayor nimero de marcadores
con mayor numero de copias, lo cual mejoraria
la sensibilidad del método. Todo ello generaria
mas informacion para mejorar el diagndstico de
la enfermedad y proponer estrategias para la
prevencion y el control de la leishmaniasis. Por
otro lado, con la PCR-HRM y los marcadores des-
critos se podria cuantificar la carga parasitaria en
las muestras en futuros estudios, lo que es de gran
importancia para la vigilancia de la progresion de
la enfermedad y el resultado final después del
tratamiento (36).

En conclusion, estos resultados indican que el
método permite la identificacion de Leishmania en
muestras clinicas, y es reproducible.

La PCR-HRM representa una herramienta alterna-
tiva para la identificacién de las especies causantes
de leishmaniasis cutanea directamente en las
muestras clinicas. Hasta donde se sabe, este es
el primer estudio en el que se describen nuevos
marcadores para la deteccion e identificacion de
especies de Leishmania, y fue posible discriminar
tres especies de Leishmania presentes en América.
Ademads, los resultados concordaron con los obte-
nidos anteriormente mediante la técnica de PCR-
RFLP, lo que sugiere que esta técnica puede ser
de potencial aplicacién en la deteccion de parasitos.
No obstante, alin quedan pendientes ensayos que
ayuden a dilucidar el verdadero poder de diag-
nostico vy tipificacion del método, de manera que
se pueda utilizar en los centros de salud de una
manerarapiday efectivay mejorar asi el diagnéstico
y la administracién segura de los tratamientos a
los pacientes, disminuyendo su duracion, asi como
los problemas que se puedan presentar por una
posible resistencia de los parasitos a los diferen-
tes medicamentos.
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Introduccién. El ADN antiguo que se extrae de los restos 6seos humanos permite analizar la
composicion genética de las poblaciones precolombinas y determinar las dinamicas poblacionales que
dieron origen a la diversidad de las poblaciones contemporaneas.

Objetivo. Determinar la diversidad genética y la relacién con otras comunidades contemporaneas y
antiguas de Ameérica, de los restos 6seos asociados al Templo del Sol en Sogamoso, Colombia.
Materiales y métodos. Se analizaron 13 individuos pertenecientes al periodo precolombino muisca
(siglos IX-XVI1d. C.), provenientes de los alrededores del Templo del Sol en Sogamoso, Boyaca, Andes
orientales colombianos. Se amplificé el ADN mitocondrial (ADNmt) y se determinaron los polimorfismos
de la longitud de los fragmentos de restriccion (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP) para
los cuatro haplogrupos amerindios (A, B, C y D). Ademas, se amplificaron y analizaron los marcadores
autosomicos, incluida la amelogenina, y los marcadores de los polimorfismos de repeticiones cortas en
tandem (Short Tandem Repeat, STR) del cromosoma Y.

Resultados. El haplogrupo A fue el linaje mitocondrial mas frecuente en esta poblacién, seguido de
los haplogrupos B y C; no se detect6 el haplogrupo D. Los analisis de variacion genética indicaron
una diversidad semejante a la de las poblaciones pertenecientes a la familia linglistica chibcha,
contemporanea en Colombia y Centroamérica. Se logré hacer la determinacién molecular del sexo de
los individuos estudiados y compararla con los datos osteolégicos. Con una sola excepcion, los datos
bioantropolégicos y moleculares concordaron.

Conclusiones. Estos resultados aportan nuevos elementos a la hipétesis del origen centroamericano
de los grupos chibchas del altiplano cundiboyacense con base en marcadores genéticos, y permitieron
establecer el sexo y las relaciones de parentesco.

Palabras clave: ADN; ADN mitocondrial; amelogenina; cromosoma Y; Colombia.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3377

Mitochondrial DNA diversity in prehispanic bone remains on the eastern Colombian Andes

Introduction: DNA extracted from ancient human bones allows to analyze the genetic makeup of pre-
Columbian populations and to determine the dynamics that gave rise to the diversity of contemporary
populations.

Objective: To determine the genetic diversity of skeletal remains associated with the Templo del Sol
(Sun Temple) and their relationship with other contemporary and ancient communities of America.
Materials and methods: We analyzed 13 individuals belonging to the pre-Columbian Muisca Period
(IX-XVI centuries AD) from the vicinities of the Templo del Sol (Sun Temple) (Sogamoso, Boyacd) in
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Diversidad mitocondrial prehispanica en los Andes orientales

the eastern Colombian Andes. Mitochondrial DNA was amplified and RFLPs were performed in order
to type the four traditional Amerindian haplogroups (A, B, C and D). In addition, autosomal markers
including amelogenin and Y-chromosome STRs were amplified.

Results: Among the observed mitochondrial lineages, haplogroup A was the most frequent, followed by
haplogroups B and C; no evidence of haplogroup D was found. The genetic variation analysis indicated

a similar diversity of pre-Columbian

Muiscas to that of contemporary populations belonging to the Chibcha linguistic family from Colombia
and Central America. Molecular sexing was accomplished and it was compared to osteological data.
With only one exception, anthropological and molecular data were consistent.

Conclusions: Our results contribute new genetic elements supporting the hypothesis of Central
American origin of the Chibcha groups of the Cundiboyacense plateau, and allowed sex typing and

kinship evaluations.

Key words: DNA; DNA, mitocondrial; amelogenin; Y chromosome; Colombia.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3377

El estudio de la dinamica del poblamiento americano
ha sido de gran interés para los investigadores por
su utilidad para establecer las rutas de entrada
al continente. La mayoria de los estudios genéti-
cos se han basado principalmente en marcadores
uniparentales, como el ADN mitocondrial (ADNmt)
(1-3). Los genes mitocondriales se heredan exclu-
sivamente por linea materna, y se asume que la
recombinacion es nula; ademas, son muy polimorfos,
con una tasa de mutacion mas alta que la del ADN
nuclear, lo cual resulta en una mayor resolucion en
escalas amplias de tiempo (4,5). Estas caracteris-
ticas permiten evaluar la relacion genética entre
individuos y poblaciones diferentes.

En las poblaciones nativas americanas se han des-
crito cinco haplogrupos mitocondriales principales:
A, B, C, Dy X, este Ultimo circunscrito Unicamente a
Norteamérica. Estos linajes se caracterizan por una
0 mas sustituciones exclusivas que los distinguen
de otros haplogrupos en el mundo (6). Asimismo,
los marcadores mitocondriales han permitido hacer
inferencias sobre el origeny el tiempo de divergencia
de la poblacién ancestral, y establecer la presenta-
cién de eventos particulares, tales como cuellos de
botella, efectos fundadores o deriva génica (7,8).

En estudios previos, los haplogrupos de ADNmt se
caracterizaron mediante las enzimas de restriccion,
de la siguiente manera: el haplogrupo A presenta
la particularidad de un sitio de restriccion de la
enzima Haelll en la posicion 663; el haplogrupo B,
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la delecion de 9 pb en COII/tARNIys; el haplogrupo
C, la pérdida del sitio de Hincll en la posicion
13.259 pb, y el haplogrupo D se caracteriza por la
pérdida del sitio de restriccion Alul en la posicion
5.176 (9-12).

La mayoria de los estudios poblacionales de
América se han realizado en comunidades contem-
poraneas. Sin embargo, los estudios en poblaciones
precolombinas se hanincrementado en el continente
y han permitido conocer los diferentes procesos
locales y regionales de microevolucién mediante
el uso de los métodos paleogenéticos (2,13,14).

A pesar de que Colombia presenta una gran diver-
sidad de evidencias arqueoldgicas, los estudios
sobre la diversidad genética de las comunidades
prehispanicas son muy escasos. Una de las zonas
gue ha permitido evidenciar los primeros asen-
tamientos humanos en Colombia corresponde a
los Andes orientales, especificamente el altiplano
cundiboyacense, donde se han planteado diferentes
hipétesis de poblamiento.

Varios investigadores concuerdan en que los dife-
rentes periodos en que las poblaciones humanas
ocuparon esta cordillera en tiempos precolombinos,
son tres: preceramico (hasta el segundo milenio
a. C.); formativo o Herrera (primer milenio a. C. a
siglo VIII d.C.), y muisca o de comunidades per-
tenecientes a la familia linguistica chibcha (siglos
IX-XVI d.C.). Estos periodos de poblamiento,
segun algunos autores, tienen origenes diferen-
tes producto de varias oleadas migratorias y de
procesos estocasticos y adaptativos durante los
cuales se desplazaron o absorbieron los grupos
antecesores (15,16). Por el contrario, en los estudios
bioantropoldgicos se ha sugerido que la poblacién
de esta region se remonta al periodo preceramico
y que, posiblemente, hubo continuidad de linajes a
partir de este tiempo hasta el periodo muisca, y se
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ha evidenciado que no se presentaron procesos
migratorios masivos tardios de pueblos foraneos,
sino procesos de microevolucion (17).

En el Museo Arqueoloégico de Sogamoso se
encuentra una de las méas grandes colecciones de
restos 6seos precolombinos provenientes de varios
sitios de Boyaca, excavados en el transcurso de 50
afios de investigaciones del profesor Eliécer Silva
Celis. En esta coleccion, se encontraron indivi-
duos provenientes del municipio de Floresta con
caracteristicas morfolégicas de paleoamericanos
(dolicocéfalos) y con procesos de mineralizacién
que evidencian una gran antigledad y han sido
datados en 7.950 + 40 antes del presente (AP),
tiempo calibrado entre 7.040 y 6.680 a. C. (beta-
299693) (17).

En los restos provenientes del Templo del Sol de
Sogamoso se han obtenido dos dataciones: la
primera, de 310 afios d. C., proveniente de maiz
carbonizado asociado a los enterramientos, Yy
la segunda, de hueso humano datado en 190 +
40 afios d. C. (calibrada entre 155 y 390) (beta-
129230), es decir, 1.826 + 40 AP, lo cual sugiere
que el poblamiento de la zona en la que se hallo
esta estructura ritual presenta actividad humana
por lo menos desde el periodo formativo (18).

En la dltima década, se han empleado herramien-
tas genéticas que permiten inferir los procesos
evolutivos en el tiempo real en el que sucedieron,
tales como los estudios en ADN antiguo (ADNa). En
Colombia, se han hecho varios estudios con ADN
mitocondrial (ADNmt) de restos precolombinos de
varios grupos étnicos de periodos arqueoldgicos
diferentes (precerdmico; formativo o Herrera;
muisca o chibcha) y, principalmente, los correspon-
dientes al periodo chibcha (guane, muisca, lache,
chitarero). Al comparar los datos genéticos de los
tres periodos arqueolégicos, se ha evidenciado
una continuidad genética en estas poblaciones de
la Cordillera Oriental (19-22).

El proposito del presente estudio fue analizar
genéticamente muestras provenientes de los
alrededores del Templo del Sol en Sogamoso, el
cual hacia parte de uno de los principales centros
religiosos muiscas pertenecientes a la confedera-
cion del Sugamuxi (figura 1) (16,17). En el estudio,
se analizaron 13 muestras de restos 6seos antiguos
encontrados en los alrededores de dicho templo,
con el fin de determinar su diversidad genética y
su relacién con otras comunidades colombianas,
asi como su posible origen poblacional.
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Materiales y métodos
Muestras

La coleccion del profesor Eliécer Silva del Museo
Arqueoldgico de Sogamoso incluye una amplia
muestra 0sea proveniente de varias regiones de
Boyaca. A pesar de no contar con un contexto
funerario sistematico de estos restos, en estudios
previos se han reportado andlisis bioantropolégicos
de la coleccion orientados a establecer su variabi-
lidad bioldgica y las practicas funerarias asociadas
(18), en los cuales se pudo determinar el sexo y la
edad de cada individuo, empleando los estandares
internacionales (18).

De esta coleccion se seleccionaron 13 individuos
adultos, de los cuales se obtuvieron muestras de
dientes y huesos largos. Los individuos, cuyos
restos se excavaron en la vereda de Moniquira, en
los alrededores del Templo del Sol, se clasificaron
segun el periodo arqueoldgico al que pertenecian
(cuadro 1), es decir, el periodo muisca, con base
en el material ceramico asociado caracteristico de
este periodo.

Precauciones para evitar la contaminacién

Para garantizar la fidelidad de los resultados,
se adoptaron los criterios recomendados para
los andlisis en ADN antiguo (ADNa) por Cooper,
et al., y por Gilbert, et al. (23,24), para evitar la
contaminacion.

Limites aproximados del territorio muisca

Laches

(Tempto del sol)

Guayupes

Sutagaos

Figura 1. Mapa de Colombia con la localizacion del territorio
ocupado por la comunidad muisca en el tiempo de la conquista
espafiola
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Cuadro 1. Descripcion de los individuos analizados

Diversidad mitocondrial prehispanica en los Andes orientales

Individuo Cementerio Edad antropolégica Sexo antropolégico Biotipo Cronologia
arqueolégico (afios)

SM27 MAS* Adulto (40-50) Femenino Braquicéfalo Siglos IX-XVI d. C.
SM30 MAS* Adulto (40-50) Femenino Braquicéfalo Siglos IX-XVI d. C.
SM31 MAS* Adulto (40-50) Femenino Braquicéfalo Siglos IX-XVI d. C.
SM39 MAS* Adulto (30-40) Femenino Braquicéfalo Siglos IX-XVI d. C.
SM43 MAS* Desconocida Femenino Braquicéfalo Siglos IX-XVI d. C.
SM44 MAS* Adulto (40-50) Femenino Braquicéfalo Siglos IX-XVI d. C.
SM47 MAS* Adulto (40-50) Femenino Braquicéfalo Siglos IX-XVI d. C.
SM50 MAS* Adulto (40-50) Femenino Braquicéfalo Siglos IX-XVI d. C.
SM61 MAS* Desconocida Femenino Braquicéfalo Siglos IX-XVI d. C.
SM67 MAS* Adulto (30-40) Femenino Braquicéfalo Siglos IX-XVI d. C.
SM68 MAS* Adulto (50-60) Femenino Braquicéfalo Siglos IX-XVI d. C.
SM104 MAS* Desconocida Masculino Braquicéfalo Siglos IX-XVI d. C.
SM109 MAS* Adulto (40-50) Masculino Braquicéfalo Siglos IX-XVI d. C.

* MAS: Museo Arqueolégico de Sogamoso, Templo del Sol

La extraccién y la amplificacion del ADNa de los
huesos se hicieron en un laboratorio exclusivo
para dicho andlisis en el Instituto de Genética de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogot4,
donde se dispone de areas separadas para la
extraccion y la amplificacion del ADN.

Antes de usar cada area, se hacia una limpieza
con hipoclorito de sodio al 5 % y se irradiaba con
luz ultravioleta durante toda la noche, en tanto que
las cabinas de flujo se irradiaban durante una hora
antes de su uso. El material (pipetas, material de
plastico, anaqueles, guantes, batas, tapabocas y
gorros) se irradiaba con luz ultravioleta durante una
hora. El personal que realizaba el procedimiento
de extraccion empleaba traje especial desechable
(tipo Tivek®), con el fin de cubrir todas las partes
del cuerpo y evitar la contaminacion.

Para detectar la posible contaminacion con ADN
moderno, se realizaban controles negativos en cada
proceso (extraccién, amplificacion). Ademas, se
hicieron multiples extracciones y amplificaciones,
con el fin de confirmar cada resultado. Asimismo,
los investigadores involucrados en los procesos
fueron tipificados.

Aislamiento y cuantificacion del ADN

La descontaminacion de las muestras esqueléticas
se hizo removiendo completamente la capa externa
del hueso con un ‘mototool’ DREMEL® sobre una
superficie estéril, procedimiento que no es nece-
sario en las piezas dentales. Posteriormente, las
muestras se lavaron con hipoclorito al 5 % durante
10 minutos y con etanol al 70 % durante 5 minutos;
por Ultimo, se expusieron a luz ultravioleta por cada
uno de los lados durante 15 minutos. A continuacion,

se obtuvieron en promedio dos gramos de material
pulverizado de hueso o diente, dependiendo del
caso, usando un molino MN400 de Restsh®.

Aproximadamente, un gramo del material pulveri-
zado se incub6 a 56 °C durante 18 horas en una
solucion de 15 ml que contenia EDTA 0,5 M,
N-Lauroilsarcosina al 1 %, y proteinasa-K (20 mg/
ml). Posteriormente, se procedid extraer el ADN
empleando el estuche comercial Qiaquick PCR
Purification® (Qiagen), segun las recomendaciones
del fabricante y las modificaciones introducidas por
la International Commission on Missing Persons,
ICMP (25,26).

Este proceso se repitié6 dos veces con algunas de
las muestras escogidas al azar y en momentos
separados, para confirmar los resultados. Los
aislamientos de ADN obtenidos se cuantificaron
empleando el fluorometro Qubit 2.0® de Invitrogen,
segun las recomendaciones del fabricante.

Andlisis de haplogrupos de ADNmt mediante
PCR-RFLP

Las muestras se amplificaron mediante PCR para
cuatro fragmentos de tamafios entre los 102 y 182
pb (cuadro 2). En la amplificacion se utilizo la mez-
cla maestra GoTagHot Start® de ADN polimerasa
(Qiagen) 2X, 1X de potenciador (Epicentre), 100
pg de albdmina de suero bovino (BSA, Roche), y
0,8 uM de cada cebador.

El programa de PCR utilizado incluy6 una desnatura-
lizacion inicial a 94 °C durante 15 minutos, 50 ciclos
a 94 °C durante 45 segundos, y un anillamiento
de 45 segundos a una temperatura entre 55 y
58 °C segun los iniciadores utilizados (cuadro 2)
(11,12,27); ademas, una extension a 72 °C durante
45 segundos, y otra final a 72 °C durante 3 minutos.
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Cuadro 2. Cebadores o iniciadores para la extraccién de ADN mitocondrial

Marcador o regién blanco Secuencia Temperatura de Referencia
anillamiento

mtDNA haplogrupo A 606—-626/ACACTGAAAATGTTTAGACGG 55 °C (11)

(+ Haelll 663) 689-708/GGGGATGCTTGCATGTGTAA

mtDNA haplogrupo B 8.196-8.214/ACAGTTTCATGCCCATCGTC 54 °C @7)

(delecion 9 pb) 8.316-8.297/ ATGCTAAGTTAGCTTTACAG

mtDNA haplogrupo C 13.237-13.256/ATCGTAGCCTTCTCCACTTC 55 °C 12)

(+ Alul 13262) 13.397-13.419/TCCTCCTATTTTTCGAATATCTT

mtDNA haplogrupo D 5.101-5.120/TAACTACTACCGCATTCCTA 55 °C @7)

(= Alul 5176)

5.149-5.129/ AAAGCCGGTTAGCGGGGGCA

Los productos amplificados se analizaron mediante
la digestion de enzimas de restriccion. Para esta-
blecer el haplogrupo A, se emple6 la enzima de
restriccion Haelll, cuyo sitio de restriccion se localiza
en la posicion 663; el haplogrupo B presenta la
delecion de 9 pb en COII/tARNIys; el haplogrupo C,
la pérdida del sitio de Hincll en la posicion de
13.259 pb, y el haplogrupo D se caracteriza por la
pérdida del sitio de restriccion Alul en la posicién
5.176 (9-12). Los productos de las digestiones
se analizaron en geles de agarosa al 2 %. La
delecion de 9 pb, caracteristica del haplogrupo B,
se evidencio en gel de poliacrilamida.

Amplificacion del ADN para marcadores
autosomicos y amelogenina

La amplificacion se hizo con el estuche comercial
multiplex AmpFiSTR SEfiler™ (Applied-Biosystems),
el cual cuenta con 11 marcadores de STR auto-
somicos (D2S1338, D3S1358, D8S1179, D16S539,
D18S51, D19S433, D21S11, FGA, SE33, THO1,
VWA) y el marcador sexual amelogenina.

En un volumen final de 25 pl, se mezclaron los
siguientes componentes: mezcla de reaccion para
PCR (AmpFiSTR SEfiler™ mix: MgCl,, dNTP, 10 pl
de albimina de suero bovino en solucién tampén
con azida de sodio al 0,05 %; set de iniciadores
(hacia adelante e inversos), 5 ul; 0,5 pl de enzima
de ADN polimerasa (Amplitag Gold DNA Polimerase
5 U/W™); 5 pl de ADN (1,0-2,5 ng/ul), y 4,5 pl de
agua destilada desionizada. La PCR se llevo a
cabo en un termociclador Thermal Cycler PCR
System 2720° de Applied-Biosystems, siguiendo
las recomendaciones del fabricante.

Analisis de filiacion

Para establecer las relaciones de parentesco
entre todos los individuos, se usaron los analisis
estadisticos empleados por el programa Familias,
version 3.0 (28). Todos los célculos se basaron

en las frecuencias alélicas de la poblacion de los
Andes colombianos (29).
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Amplificacion del ADN para marcadores del
cromosoma Y

El estuche AmpFISTR Yfiler PCR Amplification®
(Applied Biosystems) se us6 para amplificar 17 loci
de STR (DYS19, DYS389l, DYS389Il, DYS390,
DYS391, DYS392, DYS393, DYS385ab, DYS437,
DYS438, DYS439, DYS448, DYS456, DYS458,
DYS635 y GATA H4). Las condiciones de amplifica-
cién se ajustaron a las instrucciones del fabricante.

Tipificacion de los polimorfismos del ADN

Se utilizé un analizador genético ABI PRISM 310°
(Applied-Biosystems) para la tipificacion molecular,
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se
empled el programa GeneMapper ID®, version 3.2,
el cual analiza el estandar de tamafio de control
interno con el GeneScan-500 LIZ®en cada muestra
y en la escalera alélica, para garantizar la precision
en cada inyeccion del capilar.

La asignacién alélica se hizo por comparacién de
los fragmentos obtenidos en pares de bases para
cada pico del alelo de las muestras analizadas, con
los picos de la escalera alélica provista por la casa
comercial Applied-Biosystems para los estuches
AmpFiSTR SEfiler® y AmpFiSTR1 Y-filerTM Yfiler®
(Applied-Biosystems, Foster City, CA).

Anadlisis de datos

Con el fin de elucidar la relacién bioldgica entre
los individuos precolombinos muiscas y 43 comu-
nidades nativas americanas contemporaneas, y
comparar cuatro poblaciones precolombinas anti-
guas (3,19-22,27,30-47) (cuadro 3), se calculd la
frecuencia de los haplogrupos por conteo directo.

La diversidad genética se calculd como (n/(n-1))
(1-Zpi2), donde n es el tamafio de la muestra y
pi es la frecuencia del haplogrupo estimada para
cada haplogrupo i (48).

Las distancias genéticas se estimaron con base
en las frecuencias de cada haplogrupo del ADNmt,
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calculando los datos del indice de fijacion (F;) con
el programa Arlequin® (49).

Los datos de las frecuencias de los haplogrupos
de ADNmt de otras poblaciones americanas con-
temporaneas y actuales, se obtuvieron de las
reportadas en otros trabajos (3,19 20,22,27,30-47)
(cuadro 3).

Se compararon las poblaciones por medio del
analisis de correspondencias mdltiples y el esca-
lamiento multidimensional basado en los datos del
F.., con el programa MVSP®, version 3.1(50).

SsT?

Diversidad mitocondrial prehispanica en los Andes orientales

Resultados
ADN mitocondrial

Las 13 muestras pertenecientes al periodo muisca
presentaron los siguientes haplogrupos: nueve
individuos presentaron el sitio de restriccién +Haelll
643 y se clasificaron en el haplogrupo A; tres
presentaron la delecion de 9 pb en COII/tARNIys,
caracteristica del haplogrupo B, y en una muestra
se evidencio el sitio de restriccion +Alul 13.262
correspondiente al haplogrupo C (34). Se encontré
una elevada frecuencia del haplogrupo A (69 %),

Cuadro 3. Distribucion de frecuencias de los haplogrupos de ADN mitocondrial en América ordenada de mayor a menor diversidad

poblacional
Poblacién? n A B C D Otro h Ranking h  Referencia
Chibcha €°- 15 0,40 0,13 0,27 0,13 0,07 0,78095 1 (41)
Cubeo o+ 24 0,33 0,08 0,29 0,25 0,04 0,76449 2 (41)
Paez 2 et 36 0,28 0,08 0,28 0,33 0,03 0,74762 3 (41)
Mapuche $* 39 0,15 0,38 0,21 0,26 0,00 0,73954 4 (43)
Desano - 20 0,15 0,15 0,45 0,25 0,00 0,72632 5 (41)
Curripaco “°- 22 0,05 0,41 0,36 0,14 0,05 0,70996 6 (41)
Wayuu c°- 30 0,27 0,27 0,43 0,00 0,03 0,69195 7 (31,38,40)
Guane COLANT 17 0,35 0,41 0,00 0,24 0,00 0,69118 8 (40)
Waunana - 40 0,05 0,47 0,28 0,18 0,03 0,68205 9 27)
Ingano “°- 48 0,40 0,35 0,23 0,02 0,00 0,67908 10 (41)
Yungay S* 20 0,05 0,50 0,25 0,20 0,00 0,67895 11 (39)
Tule-Cuna ©°- 30 0,50 0,27 0,20 0,00 0,03 0,65977 12 (27,33)
Tucano o+ 14 0,07 0,21 0,07 0,57 0,07 0,65934 13 (41)
Embera - 21 0,10 0,52 0,29 0,10 0,00 0,65714 14 (41)
Antioquia - 38 0,47 0,26 0,00 0,26 0,00 0,65434 15 ?3)
Maya A 27 0,53 0,23 0,16 0,08 0,00 0,65231 16 (33)
Embera - 21 0,34 0,49 0,07 0,10 0,00 0,64737 17 27)
Tatuyo °- 10 0,40 0,00 0,50 0,10 0,00 0,64444 18 (41)
Zenu ot 34 0,15 0,32 0,50 0,03 0,00 0,64171 19 27)
Agroalfarerg CO-ANT 24 0,54 0,25 0,17 0,04 0,00 0,64130 20 (19,20,22)
Puinave ©°- 61 0,08 0,51 0,33 0,07 0,02 0,63333 21 (41)
Quechua A 23 0,09 0,57 0,30 0,04 0,00 0,60474 22 (44)
Yanomami SA 53 0,00 0,09 0,58 0,28 0,05 0,59259 23 (34)
Zoro A 29 0,21 0,00 0,14 0,62 0,03 0,57143 24 (45)
Ciboney ©* 15 0,07 0,00 0,60 0,33 0,00 0,56190 25 (36)
Cauca - 60 0,19 0,08 0,63 0,08 0,02 0,56045 26 3)
Paez 1 - 31 0,58 0,06 0,36 0,00 0,00 0,55054 27 27)
Guane-Butar - 33 0,12 0,64 0,00 0,24 0,00 0,53788 28 (27,30)
Muisca CO-ANT 13 0,69 0,23 0,08 0,00 0,00 0,50000 29 PS
Boruca A 14 0,21 0,72 0,00 0,07 0.00 0,47253 30 (34)
Huetar A 27 0,70 0,04 0,00 0,26 0,00 0,45299 31 (46)
Ngobe A 46 0,67 0,33 0,00 0,00 0,00 0,44928 32 (35)
Guambiano ¢°+ 80 0,06 0,07 0,74 0,13 0,00 0,43639 33 (3,27,41)
Arsario “°- 28 0,71 0,00 0,29 0,00 0,00 0,42328 34 (38)
Kuna et 63 0,71 0,29 0,00 0,00 0,00 0,41475 35 (47)
Tainos A 19 0,00 0,00 0,79 0,21 0,00 0,35088 36 (36)
Kogui c°t 21 0,81 0,00 0,19 0,00 0,00 0,32381 37 (32,38)
Xavante SA 24 0,17 0,83 0,00 0,00 0,00 0,28986 38 (45)
Arhuaco ¢+ 21 0,90 0,05 0,05 0,00 0,00 0,18571 39 (41)
ljka co- 31 0,90 0,04 0,06 0,00 0,00 0,18495 40 (38)
Chimila cct 56 0,90 0,02 0,02 0,04 0,02 0,17441 41 (27,41)

aUbicacion geografica: (COL) Colombia; (COL-ANT) Colombia-Antiguas; (CA) Centroamérica; (SA) Suramérica

h: diversidad de haplogrupo
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seguida por la del haplogrupo B (23 %), una baja
frecuencia del haplogrupo C (8 %) y ausencia del
haplogrupo D.

Los indices de diversidad genética (cuadro 3)
revelaron que la diversidad del grupo de indivi-
duos muiscas era mayor a la encontrada en 12
poblaciones de 41 grupos analizados integrados
por mas de 10 individuos. De estas, solo tres
comunidades correspondian a reportes de grupos
precolombinos con diversidades entre 0,5 y 0,69
(muisca, 0,5; agroalfarero, 0,64, y guane, 0,69).

Al construir un dendrograma UPGMA basado en
las frecuencias de los haplogrupos de las diferen-
tes poblaciones amerindias de Centroamérica,
Suramérica y Colombia (figura 2), y analizar el total
de poblaciones, incluidas las de Centroamérica y
Suramérica, asi como poblaciones colombianas
contemporaneas y antiguas, se observé que
los individuos muiscas estudiados (Muis) se
encontraban en un mismo agrupamiento con
las poblaciones ngébe y kuna de Centroamérica
(figura 2). Al hacer este mismo analisis solo con
las poblaciones colombianas, se observé un
agrupamiento con las poblaciones ingano (Regién
Amazdnica), agroalfarero (poblacién precolombina
de los Andes orientales) y tule-cuna (istmo de
Panama) (figura 3).

Se construy0, asimismo, una matriz de distancias
a partir de datos del F y se analizaron los com-
ponentes principales (PCA), observandose grupos
conformados por los individuos del estudio (Muis), y
por poblaciones arhuaco (Arh), agroalfarero (Agro),
y embera-Antioquia (Ant) (figura 4). Otros grupos
fuertemente relacionados, tanto genética como geo-
graficamente, fueron los de la Sierra Nevada de
Santa Marta (ijka, kogui, arsario).

Marcadores autosémicos y amelogenina

Se tipificaron los marcadores autosémicos de las
13 muestras de huesos analizadas con el estuche
comercial multiplex AmpFiSTR SEfiler™ (Applied-
Biosystems). Se obtuvo el perfil completo de dos
muestras y siete perfiles parciales; en las seis res-
tantes no se obtuvo amplificacién debido al estado
de degradacion del ADN, lo cual es caracteristico
de las muestras antiguas (cuadro 4).

El andlisis estadistico para establecer la relacion de
parentesco entre los individuos analizados, revel6
gue no estaban estrechamente emparentados. En
efecto, al hacer la comparacioén entre las muestras,
no se observaron perfiles genéticos relacionados,
es decir, con algin grado de parentesco, y si,
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Figura 2. Dendrograma UPGMA basado en las frecuencias
de haplogrupo de las diferentes poblaciones amerindias de
Centroamérica, Suramérica y Colombia.

Los nombres clave de las abreviaturas estan indicados en
paréntesis: Chib (Chibcha), Cub (Cubeo), Pae2 (Paez 2), Map
(Mapuche), Des (Desano), Cur (Curripaco), Way (Wayuu),
Gua (Guane), Wau (Waunana), Ing (Ingano), Yun (Yungay),
Tul (Tule-Cuna), Tuc (Tucano), Emb (Embera), Ant (Antioquia),
May (Maya), Emb (Embera), Tat (Tatuyo), Zen (Zenu), Agro
(Agroalfarero), Pui (Puinave), Que (Quecua), Yan (Yanomami),
Zor (Zoro), Cib (Ciboney), Cau (Cauca), Pael (Péaez 1), GuB
(Guane-Butar), Muis (Muisca), Bor (Boruca), Hue (Huetar),
Ngo (Ngobe), Gua (Guambiano), Ars (Arsario), Kun (Kuna), Tai
(Tainos), Kog (Kogui), Xav (Xavante), Arh (Arhuaco), ljk (ljka),
Chi (Chimila).

exclusiones en algunos sistemas, en tanto que en
los andlisis de razén de verosimilitud (likelihood
ratio, LR) asumiendo las hipétesis de la probabili-
dad de filiacion padre-hijo, madre-hijo y hermanos,
no se obtuvieron datos significativos.

Mediante la determinacion del sexo con el marca-
dor de la amelogenina, se compar6 la evidencia
genética molecular con los datos arqueolégicos
segun sus caracteristicas morfologicas (cuadro 5).
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Figura 3. Dendrograma UPGMA basado en las frecuencias de
haplogrupo de las diferentes poblaciones amerindias de Colombia.
Los nombres claves de las abreviaciones estan indicados en
paréntesis: Chib (Chibcha), Cub (Cubeo), Pae2 (Paez2), Des
(Desano), Cur (Curripaco), Way (Wayuu), Gua (Guane), Wau
(Waunana), Ing (Ingano), Yun (Yungay), Tul (Tule-Cuna), Tuc
(Tucano), Emb (Embera), Ant (Antioquia), Tat (Tatuyo), Zen
(Zenu), Agro (Agroalfarero), Pui (Puinave), Cau (Cauca), Pael
(Paez 1), GuB (Guane-Butar), Muis (Muisca), Gua (Guambiano),
Ars (Arsario), Kog (Kogui), Xav (Xavante), Arh (Arhuaco), ljk
(Ijka), Chi (Chimila).

Los datos genéticos y antropolégicos concordaron,
excepto en la muestra SM 68, identificada antro-
polégicamente como “adulto femenino”, aunque
se tipificé genéticamente en el presente trabajo
como perteneciente al sexo masculino, es decir,
XY (cuadro 5).

Cromosoma'Y

En las cuatro muestras asignadas al sexo masculino
mediante el marcador amelogenina, se pudieron
amplificar los marcadores del cromosoma Y solo
en dos de las muestras y con perfiles parciales.

Diversidad mitocondrial prehispanica en los Andes orientales

Al comparar los perfiles, en seis casos no hubo
concordancia. En consecuencia, se trataba de indi-
viduos no relacionados directamente en sus linajes
paternos (cuadro 6).

Discusién
ADN mitoconderial

En este estudio se hicieron los analisis genéticos
del ADNmt de restos 6seos antiguos provenientes
de los Andes orientales colombianos, especifica-
mente del departamento de Boyaca, municipio de
Sogamoso, donde se encuentra uno de los gran-
des cementerios muiscas en los alrededores del
Templo del Sol. Segun dos dataciones obtenidas
por radiocarbono, la ocupacién de este territorio
se habria iniciado durante el periodo Herrera
o formativo. Infortunadamente, no existe una
informacion mas detallada de las excavaciones
de la década de 1940 que permita diferenciar las
ocupaciones de los periodos formativo y muisca
(17,51,52).

Los resultados de este estudio constituyen informa-
cién adicional sobre los haplogrupos de ADNmt de
estos individuos precolombinos que complementan
los estudios previos (19-22,40). El haplogrupo A
presenta mayores frecuencias, entre 40 y 90 %,
en Norteamérica y Centroamérica; asimismo, en
Colombia se observa un gradiente en las frecuencias
de este haplogrupo, con altas frecuencias en pobla-
ciones del norte, como las de la Sierra Nevada de
Santa Marta (70-90 %), en tanto que en el sur del
pais se presentan bajas frecuencias (7-10 %).

De las 13 muestras analizadas y clasificadas en
el periodo muisca, se encontré una alta frecuencia
del haplogrupo A (69 %), seguido por el haplogrupo
B (23 %), con una baja frecuencia del haplogrupo
C (8 %) y ausencia del haplogrupo D. El patron
de distribucion de frecuencias de la poblacién pre-
colombina muisca de Sogamoso es muy similar
al patrén encontrado en otros estudios en comu-
nidades precolombinas pertenecientes al periodo
muisca, en los cuales se ha reportado una alta
frecuencia del haplogrupo A, seguido del B, y una
baja frecuencia de los haplogrupos C y D (54, 25,
17y 4 %, respectivamente). Otra poblaciéon contem-
poranea similar es la tule-cuna, del occidente del
pais, en la que no se ha encontrada el haplogrupo
D (cuadro 3).

Por otro lado, algunos investigadores han observado
gue las poblaciones de lengua chibcha presentan
altas frecuencias del haplogrupo A, lo cual puede
ser resultado de un flujo génico reciente; segun
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Figura 4. Analisis de los componentes principales (PCA) basado en datos del F_, de poblaciones de Colombia, Centroamérica y

Suramérica para haplogrupos de ADNmt.

Los nombres claves de las abreviaturas estan indicados en paréntesis: Chib (Chibcha), Cub (Cubeo), Pae2 (Paez 2), Map (Mapuche),
Des (Desano), Cur (Curripaco), Way (Wayuu), Gua (Guane), Wau (Waunana), Ing (Ingano), Yun (Yungay), Tul (Tule-Cuna), Tuc
(Tucano), Emb (Embera), Ant (Antioquia), May (Maya), Emb (Embera), Tat (Tatuyo), Zen (Zenu), Agro (Agroalfarero), Pui (Puinave),
Que (Quecua), Yan (Yanomami), Zor (Zoro), Cib (Ciboney), Cau (Cauca), Pael (Paez 1), GuB (Guane-Butar), Muis (Muisca), Bor
(Boruca), Hue (Huetar), Ngo (Ngobe), Gua (Guambiano), Ars (Arsario), Kun (Kuna), Tai (Tainos), Kog (Kogui), Xav (Xavante), Arh

(Arhuaco), ljk (ljka), Chi (Chimila).

Cuadro 4. Resultados y perfiles de amplificacion de STR autosémicos empleando el estuche AmpFiSTR SEfiler™

Individuo SM27 SM31 SM39 SM43 SM44 SM47 SM68 SM104 SM109
D3S1358 16/18 14/15 15/18 15/16 16 16 15 15 15/16
VWA 14/16 16/17 a a 16/19 15 16 a 16
D16S539 10/12 12 2 5 11/12 a a a 11/12
D2S1338 17 22/23 2 a 22 a a a 18
Amelogenina X X X X X X XY XY XY
D8S1179 14 12/13 13 a 11/14 13 13/14 12/13 13
SE33 19/28.2 19/29.2 3 a -a a a a 14/17
D19S433 13/15 13.2/14 2 a 13/15 14/14.2 13.2/14 14/15 13/15
THO1 719 7 2 a 6/7 719 7 a 6/7
FGA 22/27 19/25 a a 24/26 a a a 23/24
D21S11 31/31,2  30,2/32,2 2 a 28/33.2 30 30 a 28/32,2
D18S51 2 13/14 2 a a a a a 14/16

@ Ausencia de resultado

varios trabajos preliminares, la presencia de los
haplogrupos B y C podria representar una oleada
migratoria anterior (21,40,53).

En estudios previos se ha observado que las
poblaciones contemporaneas colombianas mues-
tran una gran frecuencia de los haplogrupos Ay Cy
baja frecuencia del haplogrupo D, sobre todo en las
poblaciones del norte de Colombia (27,38,41,42).

Cuando se analizaron los componentes principales
a partir de los datos del F_, se observé que en un
mismo conjunto aparecian agrupadas las pobla-
ciones arhuaco, agroalfarero y Antioquia (embera);
estas comunidades pertenecen al grupo lingiistico
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chibcha, lo cual respalda la hipétesis sobre el
posible origen ancestral comin de la poblacién
muisca, ya que se considera que esta comunidad
prehispanica también habria pertenecido a este
grupo linguistico (17). Esta coincidencia es intere-
sante, pues también se ha reportado en otros
estudios en comunidades contemporaneas de la
familia linguistica chibcha (38,41).

Por otro parte, la poblacion denominada agro-
alfarera corresponde a un grupo de muestras
precolombinas provenientes de diferentes zonas
de los Andes orientales colombianos que fueron
clasificadas en el ultimo periodo precolombino
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Cuadro 5. Comparacion de los resultados del sexo molecular
con respecto al sexo antropologico

Individuo Edad Sexo Sexo
antropolégica  molecular antropolégico
(afios)

SM27 Adulto (40-50) Femenino Femenino
SM30 Adulto (40-50) Femenino Femenino
SM31 Adulto (40-50) Femenino Femenino
SM39 Adulto (30-40) Femenino Femenino
SM43 Desconocida Femenino Femenino
SM44 Adulto (40-50) Femenino Femenino
SM47 Adulto (40-50) Femenino Femenino
SM68 Adulto (50-60) Masculino Femenino
SM104 Desconocida Masculino Masculino
SM109 Adulto (40-50) Masculino Masculino

Cuadro 6. Resultados y perfiles de amplificacion de STR del
cromosoma Y con el estuche AmpFISTR Yfiler™

Individuo SM68 SM109
DYS456 14 16
DYS3891 13 14
DYS390 24 24
DYS389ll a a
DYS458 15 16
DYS19 a 2
DYS385 a

DYS393 15 13
DYS391 10 6
DYS439 a 2
DYS635 22 22
DYS392 a a
GATA H4 11 12
DYS437 14 14
DYS438 a a
DYS448 a 19

@ Ausencia de resultado

correspondiente a los siglos IX-XVI d. C., y se
caracterizaron por cacicazgos y una cultura agri-
cola (17). Las similitudes encontradas son, en todo
caso, importantes, ya que se observd un patrén
similar entre individuos pertenecientes al mismo
periodo, lo cual demuestra que en las pobla-
ciones precolombinas el haplogrupo A era el mas
frecuente, seguido por el haplogrupo B.

En los dendrogramas correspondientes, se eviden-
ci6 que el patrén de distribuciéon de haplogrupos
también presentaba similitud con poblaciones de
Centroamérica (ng6be y kuna), lo cual corrobora
el posible tronco comin ancestral de las comu-
nidades contemporaneas centroamericanas y las
comunidades precolombinas de Colombia, tal y
como se ha observado en otros estudios de pobla-
ciones indigenas de Panama (53) y la costa norte
de Colombia (46).

Diversidad mitocondrial prehispanica en los Andes orientales

Estos datos concordarian con los datos arqueo-
I6gicos que han servido para determinar las suce-
sivas rutas del poblamiento colombiano, como se
enumera a continuacion.

Los primeros pobladores, que consistian en bandas
trashumantes de cazadores recolectores, habrian
atravesado el istmo de Panam@ por la serrania del
Darién a finales del pleistoceno, cuando no existia
el bosque tropical sino llanuras.

Desde alli se habrian desplazado al interior del
pais por el occidente (Costa Pacifica, cordilleras
Occidental, Central y valle del rio Cauca), el centro
(valle del rio Magdalena, cordillera Oriental) y por
el oriente (Llanos Orientales).

La region central de los Andes orientales pudo
haber sido ocupada por pobladores provenientes
de dos rutas: por el norte (valle de los rios
Magdalena, Sogamoso y Opo6n), se extendieron
por los departamentos de Santander, Norte de
Santander y Boyaca, y por el valle del rio Bogota,
al sur, se dispersaron por la region del altiplano
cundiboyacense (54).

Marcadores autosomicos, amelogenina y
cromosoma Y

El objetivo inicial al emplear el estuche comercial
multiplex AmpFiSTR SEfiler™ (Applied-Biosystems)
era, principalmente, amplificar la amelogenina para
determinar el sexo de los individuos. Al obtener los
resultados de las muestras, se lograron perfiles com-
pletos y, para los otros marcadores autosémicos,
perfiles parciales. Ademas, el andlisis de parentesco
de las muestras obtenidas mediante el calculo del
LR no arrojé ninguna relacion familiar. Lo mismo
ocurrié cuando se analizaron los marcadores del
cromosoma Y, con lo cual se obtuvieron dos perfiles
parciales sin ninguna relacion entre ellos.

Estos hallazgos son importantes a nivel arqueo-
l6gico, y demuestran que estas metodologias
mejoran los métodos de extraccion al emplear
estuches comerciales para marcadores autosémi-
cos con fragmentos méas cortos de amplificacion,
con lo que se logran perfiles completos en estas
muestras antiguas. De esta manera, se podrian
dilucidar las relaciones familiares y complementar
las hipétesis arqueoldgicas basadas en contextos
funerarios que sugieren posibles parentescos, tal
y como ha ocurrido en estudios previos (55-57).

Con respecto a la amelogenina, los datos antro-
pologicos y moleculares concordaron con una
sola excepcién. El individuo SM68 se clasificd
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antropolégicamente como femenino, pero en la
amplificacién para el cromosoma Y se reclasificé
como de sexo masculino. Asi, estos resultados per-
miten contrastar y corregir la asignacion de sexo
basada exclusivamente en datos antropolégicos. Al
comparar los datos moleculares y antropoldgicos,
ya se han observado inconsistencias en otros
estudios con poblaciones antiguas (55,58).

Los datos del presente estudio subrayan la
importancia de la contribucion del ADN antiguo
en los estudios arqueoldgicos, pues constituyen
una primera aproximacion a la distribucion de
los haplogrupos mitocondriales encontrados en
la poblacién muisca del Templo del Sol. Segun
estos resultados, es posible que estos pobladores
precolombinos de los Andes orientales provinieran
de Centroamérica después de atravesar el istmo
de Panama y se establecieran en el altiplano
cundiboyacense, lo cual significa que comparten
ancestros comunes con las poblaciones pertene-
cientes a la familia linglistica chibcha.

Los resultados también indican la utilidad de la
determinacion del sexo mediante métodos molecu-
lares en aquellos casos en los cuales las evidencias
antropoldgicas no sean suficientes, como es el caso
de los restos 6seos infantiles. Ademas, los perfiles
de los marcadores autosémicos pueden arrojar luces
sobre las hipotesis de los arquedlogos, principal-
mente en el caso de las hipotesis de parentesco,
las cuales deben confirmarse mediante marcadores
moleculares que abarquen regiones mas informati-
vas con respecto al ADNmt y permitan establecer
los haplogrupos secundarios de esta poblacion.
Asimismo, es necesario ampliar el tamafio de la
muestra e incorporar otros marcadores nucleares.

Con esta nueva informacion se podran corroborar
las hipétesis formuladas en el presente articulo
y profundizar en el conocimiento de las rutas
migratorias y las relaciones entre los grupos pre-
colombinos que habitaron esta region.
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NOTA TECNICA

Validacion de una metodologia analitica para determinar
bifenilos policlorados en muestras de plasma sanguineo

Boris Santiago Avila, Carolina Ramirez

Grupo de Salud Ambiental y Laboral, Direccion de Investigacion en Salud Publica,
Instituto Nacional de Salud, Bogota D.C, Colombia

Introduccion. Los bifenilos policlorados se encuentran entre los cinco contaminantes organicos
persistentes mas toxicos para los organismos vivos, segun la Agency for Toxic Substances and Disease
Registry (ATSDR) de los Estados Unidos.

Obijetivo. Estandarizar y validar un método analitico para la determinacion y cuantificacion de los
bifenilos policlorados indicadores en muestras de plasma sanguineo, mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas.

Materiales y métodos. Se fortificé un pool de plasma para hacer los ensayos en la matriz. Ademas,
se utilizo el material de referencia NIST SRM® 1958 (Organic Contaminants in Fortified Human Serum,
Freeze-Dried) para los ensayos de veracidad y precision intermedia.

Resultados. Los porcentajes de recuperacion obtenidos con la metodologia estuvieron entre 88,4
y 97,5 %, y el sesgo fue menor del 20 %. Los limites de deteccion y cuantificacion de los bifenilos
policlorados indicadores policlorados fueron de 0,04 pg/L y 0,10 pg/L, respectivamente. La linealidad
representada por el coeficiente de determinacion (R?) varié entre 0,9866 y 0,9886. La precision expresada
como desviacion estandar relativa fue menor del 20 % en todo el rango lineal de trabajo (0,5-500 pg/L).
Por Ultimo, se analizaron 115 muestras de poblacién colombiana de diferentes zonas del pais y se
encontraron 65 muestras positivas, de las cuales dos estuvieron por encima de los valores de control
bioldgico en humanos (Human Biomonitoring Values, HBM- 11): 7,0 pg/L, 2XX,; 155 155 150 Y Otras dos,
por encima del HBM-I: 3,5 pg/L, 2X%, . 1.0 165 1500

Conclusion. El método desarrollado resulto ser preciso para el andlisis de los bifenilos policlorados en
muestras de plasma sanguineo y se puede utilizar para el control biol6égico de estos contaminantes en
poblacion colombiana.

Palabras clave: bifenilos policlorados; sangre; plasma; cromatografia de gases; espectrometria de
masas; quimica analitica.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3529

Validation of an analytical methodology to determine polychlorinated biphenyls in samples from
blood plasma

Introduction: Polychlorinated biphenyls are among the five most toxic persistent contaminants for living
organisms according to the Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR).

Objective: To standardize and validate an analytical method to determine and quantify polychlorinated
biphenyl indicators in samples from blood plasma by means of gas chromatography-mass spectrometry.
Materials and methods: We fortified a plasma pool to do the matrix assays. Additionally, we used the
NIST SRM® 1958 reference material for the veracity and intermediate accuracy assays.

Results: Methodology recovery percentages ranged between 88.4 and 97.5%, and the bias was
less than 20%. Detection and quantification limits were 0.04 pg/L and 0.10 pg/L, respectively, for all
polychlorinated biphenyl indicators. The linearity represented by the determination coefficient (R?) varied
between 0.9866 and 0.9886. Accuracy, expressed as relative standard deviation was less than 20% in
all the linear work range (0.5-500 ug/L). Finally, we analyzed 115 samples from Colombian population
in various zones of the country and we found 65 positive samples, from which two samples were above
HBM-I1 (7.0 pg/L, 2X%, . 156 155 150) @Nd two, above HBM-I (3.5 pg/L, 2X2, ;156 155 150

Conclusion: The method we developed is accurate for PCB analysis in blood plasma samples and
could be used for biological surveillance of these contaminants in the Colombian population.

Key words: Polychlorinated biphenyls; blood; plasma; chromatography, gas; mass spectrometry;
chemistry, analytical.
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Contribucién de los autores:

Boris Santiago Avila: responsable de la metodologia, los resultados y su analisis
Carolina Ramirez: participacion en todas las etapas de la investigacion

Ambos autores participaron en la escritura del manuscrito.

561



Avila BS, Ramirez C

Los bifenilos policlorados son una familia de 209
compuestos organicos que constan de dos anillos
de benceno unidos por un enlace carbono-carbono.
Los atomos de cloro se sustituyen en uno o en
los restantes diez lugares disponibles. ElI nimero
y la posicién de los atomos de cloro determinan
la clasificacion, la geometria y, por ende, las pro-
piedades de las distintas moléculas (figura 1) (1).

Segun la Agency for Toxic Substances and
Disease Registry (ATSDR), en el 2011, los bifenilos
policlorados se catalogaron entre los cinco contami-
nantes organicos mas téxicos para los organismos
vivos (2). Se han usado ampliamente en la industria
por sus propiedades fisicas, ya que son buenos
aislantes y no son inflamables. Se encuentran en
transformadores, refrigerantes y condensadores
eléctricos, asi como en muchos otros productos,
como barnices, parafinas, resinas sintéticas, pintu-
ras epoxicas y marinas, recubrimientos, lubricantes
para corte, fluidos para intercambiador de calor y
fluidos hidraulicos (1).

Se ha demostrado que las mezclas de bifenilos
policlorados, similares (dioxin-like, DL) y no similares
a la dioxina (non-dioxin-like, NDL), producen efec-
tos endocrinos, inmunoldgicos y cancerigenos en
animales adultos y, en dosis mas bajas, también
en el desarrollo cerebral del feto (3). En muchos
estudios se ha sugerido que existe una relacion
entre la exposicion a los bifenilos policlorados y el
aumento del riesgo de padecer cancer del aparato
digestivo, del higado y de la piel (4). Ademas, los
niveles elevados de bifenilos policlorados en san-
gre se han relacionado con el cancer del sistema
linfatico (4).

La exposicion a los bhifenilos policlorados puede
afectar la reproducciéon humana, pues se ha aso-
ciado con menor fecundidad en las mujeres y
disminucién del numero de espermatozoides
moviles en los hombres (4). Durante el embarazo
y la lactancia, la exposicién se ha relacionado con
retraso en el crecimiento y el desarrollo durante la
infancia (4), asi como con efectos neurolégicos,
como entumecimiento, dolores de cabeza, mayor
frecuencia de infecciones y cambios en la piel,
sobre todo sarpullidos y cloracné (4).
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Figura 1. Estructura de la molécula de los bifenilos policlorados

La seleccion de los bifenilos policlorados indicadores
(28, 52, 101, 138, 153 y 180) en el presente estu-
dio, no respondié a un punto de vista toxicol6gico;
sin embargo, se encuentran en mayor proporcion
los aroclores, con alrededor de 50 % de todos los
congéneres bifenilos policlorados presentes en los
alimentos de origen animal y en la grasa humana.
Ademas, los bifenilos policlorados 138, 153 y 180
son los més persistentes en el ambiente (5).

La Human Biomonitoring Commission ha esta-
blecido dos valores criticos de concentracion en
suero (Human Biomonitoring Values, HBM) a partir
de la suma de los bifenilos policlorados 138, 153
y 180 multiplicados por un factor de 2: HBM 1=3,5
pg/Ly HBM 11=7,0 pg/L (6,7).

Los valores por debajo del HBM-I indican que no
hay riesgo de efectos adversos sobre la salud vy,
en consecuencia, No es necesario intervenir (7).
Los valores por encima del HBM-I y por debajo del
HBM-II, indican que hay una fuente de exposicion
potencial que debe ser detectada para minimizar
sus efectos (7). Un valor correspondiente al HBM-
Il indica que hay riesgo de efectos adversos sobre
la salud, por lo cual debe reducirse la exposicién y
buscarse asesoria biomédica. En general, el valor
HBM-I representa un nivel de control y, el HBM-II,
un nivel de accion (7).

La Agence nationale de sécurité sanitaire de
l'alimentation, de I'environnementet et du travail
(Anses) establecié dos valores criticos en sangre
a partir de la suma de la concentracion de todos
los bifenilos policlorados en el total de lipidos de la
muestra: 700 ng/g de lipidos para mujeres lactantes
y nifos menores de tres afios de edad, y 1.800 ng/g
de lipidos para el resto de la poblacion (8).

El objetivo del presente trabajo fue estandarizar y
validar un método analitico para la determinacion
y la cuantificacién de los ibifenilos policlorados
indicadores en muestras de plasma sanguineo,
mediante cromatografia de gases acoplada a espec-
trometria de masas, con el fin de proporcionar una
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herramienta de utilidad para el control biolégico
de la poblacion colombiana, pues aunque a nivel
mundial hay reportes sobre los niveles de bifenilos
policlorados en sangre (9-17) y un amplio desarrollo
de metodologias analiticas (18-23), en Colombia
no existen estudios de control biolégico de bifenilos
policlorados que permitan a las entidades nacionales
tomar decisiones para promover acciones de salud
en este campo.

Materiales y métodos
Reactivos y disoluciones

Se utilizaron los estandares de los bifenilos poli-
clorados indicadores 28, 52, 101, 118, 138, 153,
180, y el estandar interno 2,4,5,6-tetracloro-m-
xileno de la marca Dr. Ehrenstorfer (Ausburg,
Alemania), con una pureza del 99,0 %. También,
se uso el estandar subrogado bifenilo policlorado
209 de la marca Ultra Scientific (North Kingstow,
Estados Unidos), con una pureza de 98,8 %.

Se prepararon disoluciones madre (stock) en con-
centraciones cercanas a los 200 mg/L de todos los
bifenilos policlorados indicadores y los estanda-
res internos; posteriormente, se prepararon cuatro
mezclas de trabajo de 2.000, 200, 20 y 2,0 ug/L.
Todas las soluciones madre y las disoluciones de
trabajo se prepararon en isooctano para analisis de
la marca Merck, a excepcion del bifenilo policlorado
209, que se prepard en n-hexano. Se almacenaron
a -20 = 2 °C, y la estabilidad de las disoluciones
se verificd para un periodo de cuatro meses. Las
disoluciones de calibracion se prepararon por dilu-
cién apropiada de la mezcla de trabajo en el extracto
de la matriz.

Con fines de validacion, se fortific6 un pool de
plasma humano para hacer los ensayos en la
matriz, el cual se obtuvo a partir de tres unidades de
plasma sanguineo suministradas por el Grupo de
la Red Nacional de Bancos de Sangre y Servicios
de Transfusidon del Instituto Nacional de Salud
de Colombia. Se empled, ademas, el material de
referencia NIST SRM1958 (Organic Contaminants
in Fortified Human Serum, Freeze-Dried) para los
ensayos de veracidad y presion intermedia.

Instrumentos y equipos

El analisis cromatografico se hizo en un cromaté-
grafo de gases HP 6890N® con inyector automa-
tico 7683, equipado con un inyector de division
conectado a una columna capilar HP-5MS® (30
m, 0,32 mm d.i., 0,25 um) acoplada a un detector
selectivo de masas de cuédruplo simple 5975B®
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA). Las
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condiciones de operacion del equipo fueron las
siguientes: volumen de inyeccién, 2 pl; temperatura
del inyector, 280 °C; modalidad de inyeccion sin
division y pulsada a 60 psi durante 0,5 minutos.

El programa de temperatura del horno tuvo la
siguiente rampa: temperatura inicial de 100 °C
durante un minuto y una rampa de 14 °C por
minuto hasta 130 °C, y luego una de 8 °C por
minuto hasta 300 °C, la cual se mantuvo por un
minuto. La temperatura de la linea de transferencia
al espectrometro de masas se mantuvo en 280 °C.
El tiempo de andlisis fue de 25,4 minutos con
un flujo constante de 1,0 ml por minuto de helio
de grado 5,0.

El espectrometro de masas se operé en el modo de
ionizacion por impacto de electrones a 70 eV y la
modalidad de adquisicion fue la de monitorizacion
selectiva de iones (Selected lon Monitoring, SIM).
En el cuadro 1 se presentan los iones de cuanti-
ficacion (target ions) y de confirmacion (Q,, Q,)
utilizados para los bifenilos policlorados indicadores
y para los estandares internos.

Andlisis de las muestras

El andlisis de las muestras se hizo en tres etapas:
extraccion, limpieza y andlisis cromatografico.

Extraccion. Se adicioné 1 ml de plasma en un tubo
de ensayo de vidrio de 15 ml; se agregaron 20 pl de
estandar subrogado (PCB 209) a 200 pg/Ly 1 ml
de etanol. Esta mezcla se agité en el mezclador de
vortice durante 10 segundos y, posteriormente, se
adicionaron 2 ml de n-hexano y se agitd de nuevo
en el mezclador de vortice durante 1,5 minutos para
transferir los bifenilos policlorados indicadores de
la matriz a la fase organica de n-hexano. Después,
se dejo reposar la muestra durante 2 minutos, y la
fase organica en la parte superior se transfirié con

Cuadro 1. Tiempo de retencion (TR), iones de cuantificacion
y confirmacién de los bifenilos policlorados indicadores y los
estandares internos

Compuesto TR Target Q, qQ,
(minutos)

PCB 28 13.181 186 258 256
PCB 52 14.025 290 292 294
PCB 101 16.104 326 324 328
PCB 118 17.568 326 324 328
PCB 138 18.702 360 362 290
PCB 153 18.070 360 362 290
PCB 180 20.210 396 394 324
2,4,5,6-tetracloro- 9.863 209 244 242
m-xileno (E.l.)

PCB 209 (E.S.) 23.655 498 500 496
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una pipeta Pasteur de vidrio a un tubo de ensayo
de vidrio diferente. La extraccion se repitid6 dos
veces y se obtuvo un volumen final aproximado de
6 ml de fase organica.

El extracto organico se llevé hasta el estado de
sequedad en el equipo Rapidvap® a una tempera-
tura de 35 °C, una velocidad de agitacion de
25 % y 100 mbar de vacio durante 35 minutos; la
presion se disminuyd lentamente en 100 unidades
de presion por minuto desde 600 hasta 100 mbar.

Limpieza. En esta fase, primero se acondiciono
el cartucho de florisil con 25 ml de n-hexano a
presion atmosférica. Después, se reconstituyd el
extracto orgénico con 6 ml de n-hexano, se vertio
en el cartucho de florisil y se lavé el tubo de ensayo
tres veces con 2 ml de n-hexano, con lo cual se
obtuvo un volumen de carga aproximado de 12
ml. Después, se eluyd el extracto organico con 15
ml de n-hexano y se recogié la fraccidn orgénica
limpia (sin lipidos) en un tubo de vidrio de 25 ml.
Posteriormente, el extracto organico se evapord en
el equipo Rapidvap® a una temperatura de 35 °C,
una velocidad de agitacion de 20 % y 50 mbar de
vacio durante 125 minutos; la presién se disminuy6
lentamente en 100 unidades de presion por minuto
desde los 600 hasta los 50 mbar.

Analisis cromatogréfico. En esta Ultima fase, se re-
constituy6 el extracto con 20 pl de estandar interno
a 200 pg/L y 180 pl de isooctano, se lo transfirié a
un inserto de 300 pl en un vial de cromatografia
de 2 ml y se inyectd por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).

Validaciéon

Selectividad y especificidad. Estas se determi-
naron con 10 extracciones del pool de plasma, y
se verificaron las interferencias de la matriz de los
iones seleccionados en el tiempo de retencién de
cada bifenilo policlorado indicador.

Limites de deteccién y cuantificacion. Los limites
de deteccion y de cuantificacion se determinaron
con el método propuesto por la United States
Environmental Protection Agency (US EPA) (24)
con diez extracciones del pool de plasma, y se
confirmaron con seis extracciones del pool de
plasma fortificado a 0,04 y 0,1 ug/L.

Linealidad y rango de trabajo, efecto matriz. Se
hicieron 12 curvas de calibracion en el disolvente
(isooctano) y el extracto de la matriz (plasma),
en un rango de 0,5 a 500 pg/L (nueve niveles de
calibracion).
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Veracidad y exactitud. La veracidad se calcul6 como
porcentaje de recuperacion (% R) extrayendo 12
fortificaciones de cada nivel de calibracion (n=108)
y, el sesgo (% E), con la extraccion del material de
referencia NIST SRM 1958 (n=18).

Precision. Esta se determind con los resultados
obtenidos en los ensayos de veracidad y se expreso
como desviacion estandar relativa de la repetibi-
lidad y la precision intermedia de los resultados
entre analistas.

Estabilidad. La estabilidad de los bifenilos poli-
clorados indicadores se evalu6 en tres ciclos de
congelacién y descongelacién a 7,0 ug/L y en
plasma fortificado que se extrajo a los 0, 1, 3,
7, 15, 30, 60 y 120 dias. También, se evalud la
estabilidad de las mezclas de trabajo en un periodo
de seis horas en el automuestreador y durante
cuatro meses en almacenamiento a -20+3 °C.

Incertidumbre. La estimacion de la incertidumbre de
medida se hizo segln la Guide to the Expression of
Uncertainty in Measurement (GUM), propuesta por
EURACHEM (25).

Analisis de muestras de sangre de la poblacion
colombiana

Se analizaron 115 muestras de plasma de la pobla-
cion colombiana de diferentes zonas del pais, con
el método analitico desarrollado y validado en el
Grupo de Salud Ambiental y Laboral del Instituto
Nacional de Salud.

Resultados
Selectividad y especificidad

Se examinaron los 10 cromatogramas obtenidos
en corriente total de iones (total ion current, TIC)
y monitorizacion selectiva de iones (Selected lon
Monitoring, SIM). En la figura 2 se presenta un
cromatograma TIC de una inyeccion del extracto
de la matriz del pool de plasma mencionado
anteriormente (en negro) y un nivel de calibracion
en el extracto de la matriz de los bifenilos policlora-
dos indicadores con sus respectivos estandares
internos de calibracién y subrogados (en azul), lo
cual se hizo con el fin de detectar interferencias
de la matriz en los tiempos de retencion de los
bifenilos policlorados indicadores (26), ya que en
el modo de monitorizacion selectiva de iones se
analizaron las interferencias por cada ion y en
TIC, se analizaron el conjunto de interferencias y
su efecto en la identificaciéon y cuantificacion de
los bifenilos policlorados indicadores, teniendo en
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Figura 2. Cromatograma de corriente total de iones de un extracto de la matriz del pool de plasma (en negro) y un nivel de 50 pg/L
en disolvente de los indicadores de bifenilos policlorados y los estandares internos (en azul)

cuenta una razon ionica inferior a 30 % (26) para
la confirmaciéon del indicador en el extracto de la
matriz fortificado.

Limites de deteccién y de cuantificacién. Los limites
de deteccion y de cuantificacion de los bifenilos
policlorados indicadores, estimados y confirmados
mediante el método de la US EPA, fueron de
0,04 y 0,10 pg/l, respectivamente. En la figura 3
se presenta un cromatograma de monitorizacion
selectiva de iones del bifenilo policlorado 153
obtenido en la extraccion de 0,04 pg/L de plasma
sanguineo fortificado.

Linealidad y rango de trabajo, efecto matriz. Los
coeficientes de determinacion (R?) estuvieron entre
0,9866 y 0,9886 en el extracto de la matriz. Para
probar la hipétesis, se usaron pruebas como la del
intercepto, la de la pendiente, la de correlacion y el
analisis de varianza (ANOVA). Con dichas pruebas
se demostro la linealidad en el rango de 0,5 a 500
Mg/l de los bifenilos policlorados indicadores en
plasma sanguineo. En el cuadro 2 se resumen los
resultados obtenidos.

Veracidad y exactitud. En el cuadro 3 se presentan
los promedios de los porcentajes de recuperacion
calculados en cada nivel de ensayo y la prueba
de Cochran para la homogeneidad de la varianza
(G) experimental calculada (G tedrica: 0,2568;
K=9; n=12).

En el cuadro 4 se presenta el porcentaje de sesgo
(% E) obtenido para cada bifenilos policlorados
indicadores segun las extracciones realizadas por
dos analistas del material de referencia NIST SRM
1958 (n=18).

Precision. Los valores de desviacién estandar rela-
tiva de la repetibilidad del método estuvieron por
debajo de 20 %. La variacion de la extraccion del
material de referencia NIST SRM1958 entre los
analistas, fue inferior a 20 %. Con los resultados
obtenidos, se demostré que el método desarrollado
€es preciso (26).

Incertidumbre. La estimacion de laincertidumbre (u)
de medida se hizo segun la guia (GUM) propuesta
por EURACHEM. En el cuadro 5 se presentan los
valores de incertidumbre expandida y los porcen-
tajes calculados para cada indicador de bifenilos
policlorados, con un valor de cobertura k=2 y un
nivel de confianza de 95 %.

Resultados de los analisis de las muestras de
plasma

Se analizaron 115 muestras de plasma de pobla-
cion colombiana de diferentes zonas del pais y se
encontraron 65 muestras positivas (concentraciéon
por encima de 0,04 pg/L) para uno o varios
bifenilos policlorados indicadores. En dos de las
65 muestras positivas se encontraron valores por
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Abundancia lon 359,90 (359,60 to 360,20): 0,04 ug-L 2.D\datos.ms
200 |
0 T T T T T | T T T T T T T T T T | T T T T T T T T
Tiempo--> 17,00 17,50 18,00 18,50 19,00
Abundancia
lon 361,90 (361,60 to 362,20): 0,04 ug-L 2.D\datos.ms
200
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
Tiempo--> 17,00 17,50 18,00 18,50 19,00
Abundancia lon 289,90 (289,60 to 290,20): 0,04 ug-L 2.D\datos.ms
200 B 18.088
100 _: W
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
Tiempo--> 17,00 17,50 18,00 18,50 19,00

Figura 3. Cromatograma de monitorizacion selectiva de iones del bifenilo policlorado 153 de un extracto de la matriz fortificado a

un nivel de 0,04 pg/L

Cuadro 2. Linealidad de los indicadores de bifenilos policlorados en el extracto de la matriz

PCB R? Pendiente Intercepto Experimental Feritico
PCB 28 0,9866 0,1331 0,4256 7724,2 3,85E1%
PCB 52 0,9886 0,0700 0,1825 9140,9 6,21E04
PCB 101 0,9874 0,1127 0,3193 8233,2 1,41E201
PCB 118 0,9883 0,0966 0,2635 8887,7 2,67E108
PCB 138 0,9886 0,0763 0,2227 9144,6 6,08E1%4
PCB 153 0,9884 0,0838 0,2338 8931,7 2,06E103
PCB 180 0,9868 0,0617 0,1149 7838,7 1,80E1
Cuadro 3. Veracidad y porcentaje de recuperacion
Concentracion PCB 28 PCB 52 PCB 101 PCB 118 PCB 138 PCB 153 PCB 180
0,5 pg/L 76,6 73,2 93,8 95,8 84,1 103,5 84,3
1,0 pg/L 81,4 82,6 94,0 91,9 89,2 85,8 85,1
2,0 pg/L 88,7 86,6 97,4 100,3 94,4 94,2 97,6
3,5 pg/L 85,0 86,6 95,8 95,5 93,6 94,3 98,2
7,0 pg/L 91,3 94,5 98,9 101,3 99,1 97,7 102,0
25 pg/L 99,3 106,6 109,6 111,2 109,9 109,0 110,3
50 pg/L 90,7 91,7 95,5 95,0 95,1 94,4 96,5
100 pg/L 89,3 90,2 92,3 91,3 91,2 90,3 91,5
500 pg/L 92,9 94,9 96,4 95,5 95,0 94,3 99,5
Promedio 88,4 89,7 97,1 97,5 94,6 96,0 96,1
G Exp 0,232 0,2413 0,2396 0,245 0,239 0,2532 0,2249

G Exp: G experimental calculada

Cuadro 4. Veracidad y sesgo (NIST SRM 1958)

PCB 28 PCB 52 PCB 101 PCB 118 PCB 138 PCB 153 PCB 180

Valor del material de referencia ng/kg
Promedio de analistas 1y 2 ng/kg

% E

402,0
354,2
11,9

401,0 409,0 412,0 473,0 457,0 459,0
440,2 334,1 440,2 497,1 443,8 495,8
9,8 18,3 6,8 51 2,9 8,0

% E: porcentaje de sesgo
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Cuadro 5. Estimacion de la incertidumbre de medida segun la
guia (GUM) propuesta por EURACHEM

PCB U (ug/L) U expandida (ug/L) % U
PCB 28 0,004 0,008 1,6
PCB 52 0,003 0,006 12
PCB 101 0,003 0,007 1,4
PCB 118 0,003 0,007 1,4
PCB 138 0,004 0,007 14
PCB 153 0,004 0,008 1,6
PCB 180 0,003 0,006 1,2

U: incertidumbre

encima del HBM- 11 (7,0 pg/l, 2X2, ., 156 155 150) ¥ €N
otras dos, por encima del HBM-I (3,5 pg/l, 2X3_ .
138, 153, 180) 10das las demas muestras estuvieron por
debajo del valor HBM-I.

Discusion

En la figura 2 se observa que no hubo interferencias
en los tiempos de retencidon de interés confir-
mados con la evaluacién de los cromatogramas
de monitorizacién selectiva de iones, los cuales no
presentaron interferencias en dichos iones, ya que
en su seleccién se tuvo en cuenta una intensidad
alta de fragmentaciéon (m/z>200). Estos criterios
se cumplieron en todos los casos, con excepcion
del bifenilo policlorado 28, en el cual se escogid
un ion de cuantificaciéon de 186 m/z, ya que era
el de mayor intensidad y no tenia interferencias.
Con estos resultados, se demostré que el método
desarrollado fue selectivo y especifico para los
bifenilos policlorados indicadores que se habian
seleccionado.

Con los limites de deteccion determinados se
constaté que es posible diferenciar las sefales
de los iones de cuantificacion y de confirmacion
de los bifenilos policlorados indicadores, en este
caso, el bifenilo policlorado indicador 153, del ruido
instrumental y de la matriz a 0,04 pg/L. Como se
aprecia en la figura 3, en el ion m/z 290, se eluy6
una interferencia cercana al tiempo de retencion
del bifenilo policlorado indicador 153; sin embargo,
en los demas iones no se observaron otros picos,
por lo cual se tuvo plena certeza de que dicho
pico era una interferencia de la matriz en este ion;
ademas, la razén iénica del m/z 290 en el tiempo
de retencién del bifenilo policlorado 153 fue inferior
a 30 % (26).

El limite de cuantificacion se determind como
tres veces la concentracion del de deteccién (es
decir, 0,10 pg/L) al evaluar la dispersiéon de las
seis extracciones con un criterio de aceptacion
de la desviacion estandar relativa de <20 %. La
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desviacion esténdar relativa mas alta se encon-
tr6 en el bifenilo policlorado indicador 180, con
7,54 %, por lo cual los limites de deteccién y
de cuantificaciéon de los bifenilos policlorados
indicadores finalmente se determinaron en 0,04
pg/Ly 0,10 pg/L, respectivamente.

Por otro lado, los valores del valor estadistico
F, calculados experimentalmente en el ANOVA,
fueron mas altos que los F criticos, lo que indico
gue existia una relacién directamente proporcional
entre la respuesta del equipo y la concentracion de
cada bifenilo policlorado, con un nivel de confianza
de 95 %.

El efecto matriz se determiné comparando las pen-
dientes de la curva de cada indicador de bifenilos
policlorados en el extracto de la matriz y el disol-
vente. En el cuadro 6 se presentan las pendientes
obtenidas y el intervalo; como se observa, no hubo
efecto matriz para el bifenilo policlorado indicador
52, ya que los intervalos de las pendientes en el
disolvente y la matriz se superpusieron, a diferencia
del resto de los hifenilos policlorados indicadores,
en los cuales si hubo efecto matriz.

Con los resultados del porcentaje de recuperacion,
se observé que todos los bifenilos policlorados
indicadores se encontraban en el rango de 70
a 120 %, lo que indica que bajo el parametro de
exactitud el método tuvo un buen comportamiento
(26). También, se pudo reportar un porcentaje de
recuperacion (% R) del método (promedio) para
cada indicador de bifenilos policlorados, ya que la
G experimental calculada (prueba de Cochran para
la homogeneidad de la varianza) fue menor que la
tedrica, lo que indica que hubo homogeneidad de
varianzas y que la recuperacion no se vio afectada
por la concentracion.

En este orden de ideas, el sesgo para todos los
bifenilos policlorados indicadores del estudio fue
menor del 20 %, lo que indica que el método fue
veraz para el propdsito planteado (cuadro 4) (26).
Con los resultados de recuperacién y sesgo, es
posible afirmar que el método desarrollado cum-
plié con los parametros de veracidad para todos
los bifenilos policlorados indicadores.

Por otro lado, mediante graficas de control a lo
largo de 120 dias en condiciones de congelacion
y con ciclos de congelacion y descongelacion,
se demostré que todos los bifenilos policlorados
indicadores eran estables, al igual que las mez-
clas de trabajo, las cuales también fueron estables
a corto, mediano y largo plazo.
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Por dltimo, los valores de incertidumbre indican
gue el método desarrollado demostré un alto grado
de confianza de los resultados de concentracion
de los bifenilos policlorados indicadores en mues-
tras de plasma, ademas de ser un método util
para investigaciones de control bioldgico de estos
contaminantes organicos persistentes en pobla-
cion colombiana.

En el cuadro 7 se presentan los resultados de la
validacion hecha en otros trabajos de investigacion
mediante instrumentos, métodos de procesamiento
y andlisis diferentes, los cuales son comparables
con los de este estudio. También, puede concluirse
que el método de analisis desarrollado permitié
evaluar los niveles de bifenilos policlorados en
plasma sanguineo teniendo en cuenta los valores
HBM-I y HBM-II, y segun los criterios adecuados
de validacion internacional consignados en los
trabajos consultados.

Cuadro 6. Pendiente de la curva en el disolvente y el extracto
de la matriz de los indicadores de bifenilos policlorados (PCB)

PCB Pendiente de la curva Pendiente de la
en el disolvente curva en la matriz
PCB 28 0,1133 £ 0,0014 0,1331 + 0,0030
PCB 52 0,0689 + 0,0004* 0,0700 + 0,0015*
PCB 101 0,0464 + 0,0006 0,1127 + 0,0025
PCB 118 0,0689 + 0,0005 0,0966 + 0,0020
PCB 138 0,0592 + 0,0004 0,0763 + 0,0016
PCB 153 0,0644 + 0,0005 0,0838 + 0,0018
PCB 180 0,0418 + 0,0005 0,0617 + 0,0014

*. PCB 52 no tiene efecto matriz

Cuadro 7. Resultados de la validacion en diferentes estudios

Biomédica 2017;37:561-70

En el cuadro 8 se presentan los resultados de
diversos estudios de evaluacion de los bifenilos
policlorados indicadores en plasma sanguineo en
otros paises del mundo que, comparados con los
obtenidos en el presente estudio, se encuentran en
el mismo rango. Los valores encontrados fueron,
en su mayoria, inferiores al HBM-l y al HBM-
II, lo cual indica que los niveles de los bifenilos
policlorados indicadores en la poblacion evaluada
son bajos.

Se valido, asi, una metodologia analitica para la
determinacion de los bifenilos policlorados indi-
cadores en plasma mediante cromatografia de
gases con deteccion selectiva de masas, la cual
es especifica para los analitos de interés. El
método demostré linealidad, precision y exactitud
bajo las condiciones analiticas del proceso y
segun lo establecido en la bibliografia consultada
para la determinacién de contaminantes organicos
persistentes en muestras de sangre (suero o
plasma) (26,27).
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PCB Precision (RSD) Veracidad (% R) LD (ug/L) LC (pg/L) U % Referencia
180 12,3 114,7 0,05 0,05 <25 (28)
180 9,0 86-105 0,03 0,05 nr (29)
138, 153y 180 nr 70-98 1,00 nr nr (30)
180 nr 86,7 nr 0,05 nr (31)
180 <2% 60 nr 0,08 nr (32)
180 13,5 96,1 0,04 0,10 1,2 Este estudio

RSD: desviacion estandar relativa; LD: limite de deteccién; LC: limite de cuantificacion; nr: no reporta informacién; U: incertidumbre

Cuadro 8. Resultados de los niveles de los bifenilos policlorados en plasma sanguineo de diferentes estudios

PCB Este estudio Este estudio Estados Unidos Espana Rumania Bélgica ltalia
Rango (ug-L)  promedio (pug-L) (ng-L) (ng-L) (mg-L) (mg-L) (ng-L)
118 nd - 4,35 0,53 0,22 - 0,62 nr 0,02-1,12 0,14 - 0,49 nd - 1,58
138 nd - 6,22 0,59 0,76 - 2,59 nd-0,4 0,11-1,10 0,60 - 1,46 nd - 5,39
153 nd - 5,95 0,61 0,94 - 4,14 >0,15-0,60 0,26-2,12 1,13-3,16 nd - 9,26
180 nd - 3,69 0,39 0,78 - 3,33 > 0,08 - 0,60 0,28 - 2,01 0,92 -2,75 nd - 13,81

nd: no detectable; nr: no reporta informacion
Nota: los datos se tomaron de la referencia 29
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NOTA TECNICA

El caseinato de sodio incrementa
numero de linfocitos B en ratones.

Vanihamin Dominguez-Meléndez?, ltzen Aguifiiga-Sanchez?, Leticia Moreno-Fierros?,
Beatriz Torres?, Edelmiro Santiago Osorio*
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Introduccion. El caseinato de sodio, una sal de la caseina utilizada como agente proinflamatorio en
ratones, es capaz de inducir granulopoyesis en vivo e incrementar la produccion de citocinas esenciales
en dicho evento.

Objetivo. Evaluar si el caseinato de sodio es capaz de inducir un efecto bioldgico en células de origen
linfoide y la produccion de citocinas involucradas con este linaje.

Materiales y métodos: Se utilizaron ratones hembra BALB/c de 8 a 12 semanas de edad. Los animales
se inyectaron cuatro veces, con intervalos de 48 horas, por via intraperitoneal con 1 ml de caseinato
de sodio (10 % de SFB p/v). La poblacion de linfocitos B y la incorporacion de bromodesoxiuridina
(BrdU) se analizaron mediante citometria de flujo. La deteccién de la interleucina 7 se evalué mediante
la técnica de ELISA.

Resultados. Tras la inyeccién por via intraperitoneal, el nimero de linfocitos B 220+ provenientes del
bazo de ratones tratados con caseinato de sodio aumenté comparados con los que solo recibieron el
vehiculo como tratamiento (89,01+1,03 Vs. 75,66+2,08), asi como la incorporacion de BrdU en células
B220+ (38,59+4,48 Vs. 11,82+1,04). Se evidencid, asimismo, el incremento en la concentracion de la
interleucina 7 (IL-7) en el suero de los ratones tratados con caseinato de sodio, comparados con los
gue solo recibieron el vehiculo (62,1+17,5 Vs. 26,9+4,4 pg/ml).

Conclusion. El caseinato de sodio fue capaz de aumentar el numero de linfocitos B en bazo de
ratones, asi como inducir la produccién de IL-7, citocina clave para la linfopoyesis B.

Palabras clave: linfocitos B; proliferacion de la célula; inflamacién; citosina; citometria de flujo; ensayo
de inmunoadsorcién enzimatica.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3604
Sodium caseinate increases the number of B lymphocytes in mouse.

Introduction: Sodium caseinate, a casein salt, is a proinflammatory agent in mice, and it is able to induce
granulopoiesis in vivo and to increase the production of cytokines, which is key for this biological process.
Objective: To assess whether sodium caseinate is able to induce a biological effect on cells from
lymphoid origin and the production of cytokines involved in this lineage in vivo.

Materials and methods: We used female BALB /c mice from 8 to 12 weeks old. The animals were
injected intraperitoneally (IP) with 1 ml of sodium caseinate (10% PBS w/v) four times every 48 hours.
The B cell populations and the incorporation of BrdU were analyzed by flow cytometry. Detection of
interleukin-7 was assessed by ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay).

Results: We established that after intraperitoneal injection, the number of B lymphocytes 220+ from
the spleen of mice treated with sodium caseinate increased compared to those that only received the
vehicle (89.01+1.03 vs 75.66 + 2.08), and the same was observed with the incorporation of BrdU in
B220 + cells (38.59+£4.48 vs 11.82+1.04 respectively). We also established that the concentration of
interleukin-7 (IL-7) in the serum of mice treated with sodium caseinate increased compared to those
that only received the vehicle (62.1 £ 17.5 vs 26.9 + 4.4 pg/ml).

Contribucién de los autores:

Vanihamin Dominguez: trabajo experimental en citometria de flujo, obtencién de muestras biol6gicas para el andlisis mediante la
técnica de ELISA, analisis de datos y escritura del manuscrito

Itzen Aguifiiga: técnicas de ELISA para deteccién de la citocina IL-7 y manejo de datos

Leticia Moreno: asesoria en la estandarizacién de la técnica utilizada en la citometria de flujo y analisis de los resultados

Beatriz Torres y Edelmiro Santiago: analisis de resultados y redaccién del manuscrito

Todos los autores participaron en la revision final del manuscrito.
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Conclusion: Sodium caseinate was able to increase the number of B lymphocytes in the spleen; it also
induced IL-7 production, a cytokine that is key for the B cell lymphopoiesis.

Key words: B-lymphocytes; cell proliferation; inflammation; cytosine; flow cytometry; enzyme-linked

immunosorbent assay.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3604

El caseinato de sodio, una sal de la caseina y
principal proteina de la leche, se ha utilizado como
agente proinflamatorio desde hace mas de 20
afios; se ha demostrado que es capaz de inducir
migracion de granulocitos, macréfagos y linfocitos
en el sitio de inyeccion cuando es administrado por
via intraperitoneal en ratones (1,2).

En un estudio se reporté que el caseinato de
sodio indujo la produccion del factor estimulante
de colonias de macréfagos (Macrophage Colony-
Stimulating Factor, M-CSF) in vitro (3). Se ha
demostrado, también, que la administracion por
via intraperitoneal de caseinato de sodio en un
modelo de ratdn leucémico, incrementa su porcen-
taje de supervivencia (4), y que, tras la inyeccion
del caseinato, este es capaz de movilizar células
madre hematopoyéticas a la sangre periférica en
el raton (5).

Nuestro grupo de trabajo demostré que, mediante
la inyeccién de caseinato de sodio, se induce la gra-
nulopoyesis en médula 6sea, y se incrementan los
niveles séricos del factor estimulante de colonias
de granulocitos (Granulocyte Colony-Stimulating
Factor, G-CSF) y del factor estimulante de colo-
nias de granulocitos y monocitos (Granulocyte-
Macrophage Colony-Stimulating Factor, GM-CSF)
(6). El caseinato de sodio es un agente proinfla-
matorio capaz de actuar sobre células de origen
hematopoyético y, también, incrementa las concen-
traciones de citocinas con un rol fundamental en
la mielopoyesis (7).

Por otra parte, la administracion de péptidos de
b-caseina a cultivos de linfocitos de carnero incre-
menta la proliferacion de linfocitos B (8) e induce la
proliferacion de las células B provenientes del bazo
in vitro (9), sugiere que el caseinato de sodio podria
modular la proliferacién de este linaje celular.
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Edelmiro Santiago Osorio, Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, Universidad Nacional Autébnoma de México, Batalla 5
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En este estudio, se analizo el posible efecto del
caseinato de sodio sobre los linfocitos B en la
médula 6sea y en el bazo. Con este propésito,
se evalud si su inyeccién por via intraperitoneal
incrementaba el ndmero de linfocitos en estos
organos, asi como la concentracion sérica de la
IL-7, citocina clave para la linfopoyesis en ratones
(10-12).

Materiales y métodos

Los ratones hembra BALB/c de 8 a 12 semanas
de edad se mantuvieron bajo condiciones estériles
y se alimentaron ad libitum. Se dividieron en tres
grupos conformados por cinco ratones cada uno:
el grupo de control, que no recibia tratamiento;
el grupo al que se le administraba solo 1 ml de
suero fetal bovino (SFB) (vehiculo), y el grupo
en tratamiento, que recibia 0,1 g de caseinato
de sodio en 1 ml de SFB al 10 % (p/v). Los de
este Ultimo grupo, se inyectaron cuatro veces, con
intervalos de 48 horas, por via intraperitoneal. Los
ratones fueron sacrificados a las 24 horas de la
Ultima inyeccion mediante dislocacion cervical para
obtener las células.

Obtencién de células mononucleares de
médula 6sea

Después del sacrificio de los ratones, se obtuvieron
los fémures en una campana de cultivo previamente
desinfectada con alcohol al 70 % y esterilizada
durante 20 minutos con luz ultravioleta (UV). Los
fémures se colocaron en cajas de Petri con medio
de Iscove. Posteriormente, se cortaron las epifisis
de cada fémur de los dos grupos, evitando que se
astillaran y, con una jeringa de insulina de 1 ml con
medio de Iscove con suplemento de suero bovino
fetal (SBF) al 10 % (p/v), se extrajeron las células
totales de la médula ésea.

La suspension celular se centrifugd para obtener
los botones celulares de cada grupo, los cuales se
colocaron cuidadosamente en tubos conicos con
un gradiente de densidad a base de Ficoll® (1,077
g/L, Sigma, México) y se centrifugaron por 20
minutos a 500g para obtener las células mononu-
cleares (CMN). Por dltimo, estas se lavaron tres
veces con medio de Iscove y SBF al 10 % para su
posterior analisis.
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Obtencién de células mononucleares de bazo

Los bazos se envolvieron en un filtro, se depo-
sitaron en cajas de Petri con 4 ml de medio de
Iscove, y se exprimieron con un émbolo de
jeringa hasta liberar las células sanguineas. La
suspension celular se centrifugd para obtener el
botén celular de cada grupo, el cual se coloco
en tubos con 2 ml de medio de Iscove y SFB al
10 %. Posteriormente, las células obtenidas se
depositaron en tubos cénicos con gradiente de
densidad para obtener las células mononucleares,
de la misma manera que las de médula 6sea. Al
finalizar este procedimiento, se obtuvo un anillo
celular de cada muestra que contenia las células
mononucleares, las cuales se lavaron dos veces
con medio de Iscove y SFB al 10 % vy, por ultimo,
se contaron.

Ensayos de proliferaciéon mediante citometria
de flujo

Para los ensayos de proliferacion, tan solo se
consideraron el grupo de control, que recibi6 el
vehiculo, y el de estudio, tratado con caseinato de
sodio. Después de administrarles el vehiculo o el
caseinato de sodio, los ratones se inyectaron por
via intraperitoneal con bromodeoxiuridina (2 mg
de BrdU por animal) (BD Bioscienses, San Diego,
CA, USA) y se sacrificaron a las 24 horas de la
ultima dosis.

Las células mononucleares se obtuvieron de la
médula O6sea y el bazo mediante gradiente de
densidad con Ficoll® (1,077 g/L) (Sigma, México).
Posteriormente, la densidad celular se ajusté a
2X10%en 1 ml de SFB y las células se tifieron con
anti-B220 marcado con Cy5 para el linaje linfoide
B. Se requirieron 50.000 células por muestra para
cada andlisis.

Para detectar la proliferacion del linaje, las células
se fijaron, se permeabilizaron y se tifieron con
anti-BrdU marcado con isotiocianato de fluores-
ceina (FITC), segun el protocolo del manual de
procedimiento del estuche de BrdU para citometria
de flujo (BD Bioscienses, San Diego, CA, USA)
(6). Al finalizar la tincion, las células se volvieron
a suspender en 0,3 ml de paraformaldehido al
1 % en SFB.

Los andlisis del fenotipo celular y la incorporacién
de BrdU se hicieron en un citdmetro FACS Calibur™
(Becton Dickinson, San José, CA, USA) con el pro-
grama Pro v.5.1.1 BD (Becton Dickinson), segun las
instrucciones del manual de procedimientos.

El caseinato de sodio induce la proliferacién de linfocitos B.

Deteccién de citocinas

Para detectar la interleucina IL-7, se obtuvo sangre
fresca del plexo axilar de los ratones tratados y de
los no tratados con caseinato de sodio. Una vez
obtenida la sangre de los ratones, se centrifugd
durante 10 minutos a 1.500 rpm para obtener el
suero. Posteriormente, se evalud la concentracion
de IL-7 en el suero, respetando el procedimiento del
kit de ELISA (Mouse Interleukin 7, Immunoassay,
R&D Systems, MN, USA) durante las dos horas
posteriores al sacrificio (6). La lectura de las placas
se realizé a 450 nm en un espectrofotdmetro Tecan
(Tecan Spectra, Austria).

Andlisis estadistico

En el presente estudio los datos se presentaron
como la media y la desviacion estandar de los
obtenidos de manera independiente, por lo menos,
de tres experimentos. Para detectar las diferencias
significativas entre los datos, se emple6 un analisis
de varianza (ANOVA) seguido de una prueba de
Dunnet (p<0,05) mediante el paquete estadistico
SPSSe.

Autorizacién del comité de ética para la
experimentacion en animales

Los ratones se mantuvieron en condiciones esté-
riles en el bioterio de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM). Todos los experi-
mentos fueron aprobados por el Comité de Etica de
dicha Facultad (nimero FESZ/DEPI/CI/128/14), y
se ajustaron a las leyes y normas mexicanas para
el trato y la proteccion de animales de laboratorio
(NOM-062-Z00-1999) (13).

Resultados

El caseinato de sodio disminuy6 la incorporacion
de BrdU en linfocitos B de la médula ésea.

Para establecer si el caseinato de sodio influia en
los linfocitos B, se evaluaron mediante citometria de
flujo la granularidad, el tamafio y, posteriormente, la
positividad frente al anticuerpo especifico de linaje
B, el anti-B220; asimismo, se utilizé el BrdU para
evaluar la proliferacion tras la inyeccion intraperi-
toneal del caseinato. Los resultados mostraron que
el nimero de linfocitos en la médula 6sea disminuyd
en los ratones que recibieron caseinato de sodio,
en comparacion con los que solo recibieron el
vehiculo (11,33+1,15 Vs. 18,66%2,08) (figura 1,
Ay B). También, se observé que el porcentaje de
incorporacion de BrdU disminuyé (32,03+£2,64 Vs.
50,33+4,50) (figura 1C).
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Figura 1. Ay B. La inyeccion intraperitoneal con caseinato de
sodio disminuy6 el porcentaje de células correspondiente al
linaje linfoide en médula ésea, asi como la incorporacion de
BrdU. Se presentan diagramas de puntos representativos de
células mononucleares totales provenientes de ratones tratados
solo con el vehiculo o con caseinato de sodio. La seleccion se
hizo mediante la evaluacion de la granularidad y el tamafio de
la region correspondiente al linaje linfoide, y la positividad frente
al anticuerpo B220 de células seleccionadas previamente de la
region correspondiente al linaje. C. Evaluacion del porcentaje de
incorporacion de BrdU en células B220 positivas provenientes
de células mononucleares de médula 6sea de ratones tratados
con caseinato de sodio y de ratones no tratados con este. Los
numeros representan el porcentaje de BrdU incorporado en las
células + desviacion estandar (DE) (de la marca M1). Los datos
corresponden a, por lo menos, tres experimentos realizados de
manera independiente, con tres ratones cada uno.

El caseinato de sodio aumentd laincorporacion
de BrdU en linfocitos B del bazo.

Se sabe que en los ratones el bazo es un 6rgano
hematopoyético secundario capaz de sostener la
hematopoyesis (14-16), por lo que se evalud si el
caseinato de sodio tenia algun efecto sobre los
linfocitos B. Los resultados demostraron que el
ndmero de células correspondiente a la region de
los linfocitos se incrementaba en los ratones que
habian recibido el caseinato, en comparacion con
los que solo recibieron el vehiculo (89,01+1,03 Vs.
75,66+2,08) (figura 2 Ay B), Asimismo, se observé
un incremento en la incorporacién de BrdU en estas
células (38,59+4,48 Vs. 11,82+1,04) (figura 2 C).

El caseinato de sodio aumenté laconcentracion
de IL-7 en suero.

Una citocina clave en la linfopoyesis B del ratén
es la IL-7 (10,17,18), por lo cual se evalud su con-
centraciéon en el suero de los ratones tratados
con caseinato de sodio y de los no tratados. Los
resultados mostraron que la concentracion de IL-7
aumento considerablemente en el suero de los
ratones tratados con el caseinato, comparados
con los que solo recibieron el vehiculo (62,1+17,5
Vs. 26,9+4,4).
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Discusion
La caseina, principal proteina de la leche, y su sal,
el caseinato de sodio, han servido como modelos
de agentes proinflamatorios al inyectarlos por via
intraperitoneal, desde hace mas de 20 afios (1,2,7).
Se ha demostrado que promueven la migracion de
granulocitos, monocitos y linfocitos en el sitio de
inyeccién y que incrementan la concentracion de
las citocinas que influyen en la mielopoyesis, como

GM-CSF, M-CSF y G-CSF en suero y exudado de
la cavidad peritoneal (1,7).

En otro estudio, se demostr6 que el caseinato
de sodio en células de origen mieloide, como los
granulocitos, induce la produccion de M-CSF in
vitro (3). Se ha observado que, tras su inyeccion,
también aumenta la migracion de células madre
hematopoyéticas a sangre periférica (4) y que,
ademas, los péptidos de la caseina inducen la
proliferacion de linfocitos B in vitro (8).

En nuestro grupo de trabajo se ha podido demos-
trar que la administracion intraperitoneal de casei-
nato de sodio induce la granulopoyesis in vivo e
incrementa el G-CSF y el GM-CSF en suero (6).

A .
) Bazo vehiculo
o ! 0) Células B220/BrdU
e < en bazo
il s N
2 E ]
< 1= B
(o] (o]
2 2
o Q
an n —
||| o
L FsC-Alura — 5 L—— "googpg —> c
- g
B) Bazo caseinato de sodio L M1
189,01+ 6,03 &
F 4

o
10° 100 102 10° 10¢
Brdu
— [l Vehiculo 11,82 + 1,04 %

4——— [ Caseinato de sodio 38,59 + 4,48 %

= YB2afpE

SCSC-Altura
SCSC-Altura

— FSC-Altura —>

Figura 2 A y B. El tratamiento intraperitoneal con caseinato
de sodio aument6 el porcentaje de células correspondiente al
linaje linfoide en bazo, asi como la incorporacion de BrdU. Se
presentan los diagramas de puntos representativos de las células
mononucleares totales provenientes de ratones tratados solo
con el vehiculo y de aquellos tratados con caseinato de sodio.
La seleccion se hizo mediante la evaluacion de la granularidad
y el tamafio de la regién correspondiente al linaje linfoide
y de la positividad frente al anticuerpo B220 de las células
seleccionadas previamente de la regién correspondiente al
linaje. C. Evaluacion del porcentaje de incorporacion de BrdU en
células B220 positivas provenientes de células monocucleares
de bazo de ratones tratados con caseinato de sodio y de
aquellos que no fueron tratados. Los ndimeros representan el
porcentaje de BrdU incorporado en las células + desviacion
estandar (DE) (de la marca M1). Los datos presentados
corresponden, por lo menos, a tres experimentos realizados de
manera independiente con tres ratones cada uno.
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En este estudio se demostrd que, tras la inyeccion
de 1 ml de caseinato de sodio (10 % p/v en SFB)
cada 48 horas durante seis dias, el numero de
linfocitos B en la médula 6sea disminuy6, en tanto
gue, en el bazo, aumento.

Este efecto concuerda con los resultados publicados
por el grupo de Ueda, et al., quienes demostraron
gue, en un proceso inflamatorio, el aumento de la
proliferacion se presenta principalmente en el linaje
de los granulocitos, lo cual influye en la disminucion
de linfocitos B en este 6rgano (19,20).

Por otro lado, en este trabajo se observé que, si
bien el nimero de linfocitos B en médula ésea
disminuia (figura 1 Ay B), se incrementaba en el
bazo (figura 2 Ay B), y no solo eso, pues también
aumentd el porcentaje de incorporacion de BrdU
en los linfocitos B, lo cual podria ser indicativo
de proliferacion (figura 2 C) y concuerda con lo
observado in vivo (8,9). También, se sabe que las
citocinas son fundamentales para la generacion de
células de origen hematopoyético; tal es el caso
de la IL-7, la cual tiene un papel fundamental en la
linfopoyesis de células B (11,12,18).

En el presente estudio, se demostrd6 que la
concentracion de IL-7 se elevo en el suero de los
ratones tratados con caseinato de sodio, en com-
paracion con el de aquellos que solo recibieron el
vehiculo. Previamente, nuestro grupo de trabajo
habia reportado que, después de la inyeccion
intraperitoneal de caseinato de sodio, se promovia
la granulopoyesis en la médula dsea, y los resul-
tados obtenidos en este estudio sugieren que,
tras la granulopoyesis generada por el caseinato,
los linfocitos B posiblemente migran al bazo y alli
proliferan, ya que en este 6rgano dicho evento
ocurre de manera natural en ratones, con lo cual se
mantiene lahomeostasis inmunoldgica (14,21),y se
ha demostrado que, tras la activacion de la médula
Osea, esta induce la migracion al bazo de células
madre multipotenciales con capacidad proliferativa
(22,23), evento que pudiera verse favorecido por
el incremento en la concentracion de G-CSF y de
IL-7 después de la inyeccién intraperitoneal del
caseinato de sodio.
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Revisién comentada de la legislacién colombiana
en ética de la investigacion en salud
Ménica Maria Lopera

Linea de Investigacion en Sistemas de Salud, Grupo de Gestion y Politicas,
Facultad Nacional de Salud Publica, Universidad de Antiogquia, Medellin, Colombia

La ética de la investigacion en salud no se agota en el marco normativo y trasciende la Resolucién
8430 de 1993. Las normas constituyen una herramienta fundamental que determina los estandares
minimos de proteccion de los sujetos de investigacion y, por lo tanto, su conocimiento y aplicacion, asi
como la reflexion sobre ellas, son deberes de todos los investigadores en salud.

En este texto se presentan y discuten desde un punto de vista analitico las normas para el ejercicio
de la investigacion en salud, entendiendo por salud un proceso multidimensional y por investigacion
en salud, un proceso multidisciplinario que trasciende este campo y abarca la investigacién basica, la
clinica y de salud publica, la colectiva y la de ciencias afines.

Las principales categorias analiticas que se presentan se relacionan con los principios y los participantes
en lainvestigacion, las entidades reguladoras, los comités de ética y los sujetos y poblaciones especiales
o vulnerables, y con los cddigos de ética profesional, el consentimiento informado y el tratamiento de
los datos.

A pesar de los aportes de las normas éticas a la cualificacion del ejercicio investigativo en salud, se
concluyd que la normatividad vigente en Colombia debe actualizarse con respecto a los desarrollos
técnicos y cientificos y las especificidades de los diversos tipos de investigacion en salud.

Palabras clave: comités de ética en investigacion; codigos de ética; ética basada en principios, ética
clinica, ética profesional; legislacion.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3333

Commented review of the Colombian legislation regarding the ethics of health research

The scope of ethics in health research transcends its legal framework and the regulations established
in Resolution 8430 of 1993. These norms represent a fundamental tool to determine the minimum
protection standards for research subjects, and, therefore, they should be known, applied properly, and
reflect upon by all researchers in the field.

Here | present and discuss from an analytical point of view the regulations that guide research in
health. In this framework, health is understood as a multidimensional process, and research in health
as a multidisciplinary exercise involving basic, clinical and public health research, collective health, and
other related sciences.

The main analytical categories are related to the principles and actors involved in research (regulatory
authorities, ethical committees, and special or vulnerable subjects and populations), and to professional
ethics codes, in addition to informed consents and data management.

Despite the contribution of this legislation to the qualification of health research, my conclusion is that
the national legislation in ethics for health research requires updating regarding technological and
scientific developments, as well as specifications from the multiple types of health studies.

Key words: Research ethics committees; codes of ethics; principle-based ethics; ethics, clinical; ethics,
professional; legislation.
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La ética de la investigacién en salud debe enten-
derse como un proceso permanente de reflexion que
atraviesa todo el ejercicio investigativo y no debe
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limitarse a consideraciones formales referentes a
la informacion y la firma del consentimiento infor-
mado, como suele entenderse.

La ética de la investigacion abarca aspectos rela-
cionados con quienes la realizan, las relaciones
gue se establecen entre las partes involucradas, la
calidad técnica de la propuesta, las consideraciones
de justiciay bienestar que se logran con larespuesta
a la pregunta de investigacion y la seleccién de los
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participantes teniendo en cuenta sus contextos, asi
como el conocimiento alcanzado y los beneficios
individuales, colectivos, cientificos y politicos que
se alcanzan al poner dicho conocimiento al servicio
de la sociedad.

Las normas éticas para ejercer la investigacion
en salud en Colombia se ajustan a otros codigos
internacionales, como los emitidos por la Organi-
zacion de las Naciones Unidas y otras asociaciones
decienciasmédicasysociales. Estasnormas,tantode
caracter general como particular, pretenden proteger
a las poblaciones de los abusos cometidos histérica-
mente en las investigaciones, principalmente contra
las poblaciones mas vulnerables; sin embargo, no
carecen de contradicciones e intereses en conflicto.

En este ensayo se presentan y discuten, desde un
punto de vista analitico, las normas que rigen el
ejercicio de la investigacion en salud, entendiendo
por salud un proceso multidimensional y por inves-
tigaciébn en salud, un proceso multidisciplinario
gue trasciende el sector y abarca la investigacion
basica, clinica y de salud publica, salud colectiva
y ciencias afines. Para ello se consultaron la
Constitucion Politica de Colombia y la Resolucion
8430 de 1993 como referente general de la ética de
la investigacién en salud. También se consultaron
el Cddigo Civil colombiano, las leyes sobre el
trabajo que atafien a las instituciones donde se
hace investigacion (custodia y manejo de la historia
clinica, codigos éticos de las distintas profesiones),
asi como la Ley de proteccion de datos personales.
Por ultimo, se hace referencia a los vacios y retos
de la legislacion a la luz de los cambios cientificos
y globales contemporaneos.

Constitucién Politica de Colombia:
de los principios y derechos

La Constitucion Politica de Colombia es la norma de
normas. En ella se acogen los principios compartidos
por la ética referidos a la autonomia, el respeto, la
justicia, la equidad y la universalidad, entre otros
(1). Aunque contradictoria en el sentido de que
promulga el principio de universalidad al tiempo que
determina poblaciones especificas, la Constitucion
Politica considera la proteccién de los derechos
civiles y politicos, los derechos econdmicos, socia-
les y culturales y los derechos fundamentales que
deben respetar los investigadores y todos los que
participan en el proceso de investigacion. Entre
aquellos de especial relevancia para la investiga-
cién, deben mencionarse la proteccién de la vida, la
igualdad, la no discriminacion, la proteccion especial
a poblaciones en condiciones de vulnerabilidad, la
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intimidad y las libertades de desarrollo, de concien-
cia y de expresion. El concepto de vulnerabilidad es
relativo y ha sido ampliamente discutido en la ética de
la investigacion en salud. Asi, aunque es cierto que
algunos segmentos poblacionales estan someti-
dos a factores estructurales determinantes que
se relacionan con condiciones de vida y pobreza
que les restan autonomia, el calificativo taxativo
de grupo vulnerable tal como se describe en las
guias internacionales implica etiquetas que no nece-
sariamente atienden a condiciones particulares.
En este sentido, Luna ha propuesto relativizar la
designacion de vulnerable mediante el analisis de
capas de vulnerabilidad para determinar el grado
de autonomia que tiene el potencial participante (2)
y Del Percio ha llamado la atencién sobre el riesgo
de hacer doblemente vulnerables a las poblaciones
denominadas a priori como tal, excluyéndolas del
potencial beneficio que puede traer la investigacion
en estos grupos (3).

La Constitucion también define la organizacion del
Estado y de las instituciones asociadas en los dis-
tintos niveles territoriales segun el principio de la
descentralizacion. Asimismo, asigna al Ministerio
de Salud y de Proteccién Social la funcion de emitir
las politicas y las normas de la ética de la investi-
gacion tendientes a proteger la vida, la integridad
y la dignidad de los participantes, asi como el goce
de sus derechos y libertades.

Aungue sus enunciados se plantean como univer-
salistas, en la Constitucion se enfatiza la proteccion
especial de las poblaciones consideradas vul-
nerables, asi como la identidad cultural de los
pueblos indigenas, afrodescendientes, raizales y
gitanos o pueblo Rom. El énfasis en la proteccion
de dichas poblaciones se desprende de los abusos
de los que han sido victimas histéricamente. Su
consideracion debe abordarse con sumo cuidado
para evitar que las personas sean explotadas en
virtud de sus condiciones de desventaja, 0 que,
por el contrario, se niegue su participacion en
las investigaciones, y por esta via se exacerbe la
discriminacion y la exclusion de grupos sobre los
cuales se requiere mayor informacion procedente
de estudios cientificos. Por lo tanto, es deber del
investigador observar con rigor el proceso de
vinculacion de los participantes.

En consonancia con la Constitucion Politica, Colom-
bia ha adherido a los tratados internacionales que
forman parte de su bloque de constitucionalidad
(4), asi como a otros codigos internacionales pro-
pios de la ética de la investigacion que constituyen
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referentes para reducir los vacios existentes. Entre
los tratados mas importantes se encuentran la
Declaracion Universal de los Derechos Humanos
(5) y la Declaracién de los Derechos del Nifio (6), las
cuales contienen los fundamentos de la proteccion
de los derechos universales.

En materia de ética de la investigacién en salud,
el pais tiene a su disposicion algunas guias y
pautas internacionales que han servido de marco
de referencia para su desarrollo. Sin embargo,
ante los escasos esfuerzos que se han adelantado
en el campo de la salud publica y las ciencias
sociales para definir estandares y codigos éticos
para la investigacion, se suelen acoger aquellos
provenientes de las ciencias biomédicas.

Sin pretender una descripcion exhaustiva, es
posible mencionar las siguientes normas éticas
internacionales: el Codigo de Nuremberg (7), la
Declaracion de Helsinki de la Asociacién Médica
Mundial (con sus actualizaciones) (8), el Informe
Belmont (9), las Pautas Eticas del Council for
International Organizations of Medical Sciences
(CIOMS) (10,11), las Pautas Internacionales para
la Evaluacion de Etica de los Estudios Epidemiold-
gicos (12), la Declaracion Universal sobre Bioética
y Derechos Humanos (13), las guias operacio-
nales que evallan la investigacion biomédica
(14), las Directrices y Recomendaciones para las
Comisiones Eticas Europeas (15) y las Normas de
la Buena Practica en Investigacion Bioclinica (16),
entre otras. En el caso de las ciencias sociales y
humanas, algunos referentes pueden encontrarse
en la American Psychological Association (APA)
(17) y la American Sociological Association (ASA)
(18). Por el dinamismo de la ciencia y los nuevos
interrogantes que plantea, algunas de estas guias
han sido revisadas y, por lo tanto, se han publicado
nuevas versiones.

En otros cddigos internacionales se cuenta con
referentes de aplicacion especifica en el ambito de
las areas basicas y clinicas que, en respuesta a los
nuevos desarrollos y conocimientos, ahondan en la
importancia de la ciencia y definen los limites de su
practica. En este contexto, los investigadores en
estas areas deben conocer y acatar el Protocolo
del Convenio de Derechos Humanos y Biomedicina
sobre Prohibicion de Clonar Seres Humanos (19),
la Declaracion Universal sobre el Genoma Humano
y los Derechos Humanos (20), la Declaracién de
Budapest sobre la Ciencia y el Uso del Saber
Cientifico (21) y la Declaracién Internacional sobre
los Datos Genéticos Humanos (22), entre otros.
Asimismo, otras asociaciones especializadas han
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divulgado declaraciones para la proteccion de suje-
tos en condiciones particulares, por ejemplo, aque-
llos con discapacidades, poblaciones indigenas, o
poblaciones con enfermedad avanzada (23-25).

Normas basicas que regulan la ética de la
investigacion en Colombia

En Colombia la Resolucion 8430 de 1993 (26) es
la norma marco para la investigacion en salud. No
existe una norma con fuerza de ley que se ocupe
de los importantes temas que hoy son objeto de
debate en bioética y, en especial, de aquellos con-
cernientes a la ética de la investigacion en salud, a
pesar de la proliferacion de investigaciones en este
campo y el consecuente aumento de riesgos para
la poblacion.

La Resolucion 8430 ofrece las condiciones minimas
y los aspectos formales para el desarrollo de las
investigaciones. De este modo, la ética de la inves-
tigacion como proceso de reflexion transversal a
todo el ejercicio investigativo, abarca mdultiples
asuntos que incluyen los marcos epistémicos
sobre los objetos de investigacion y, por lo tanto,
las valoraciones y los principios bajo los que el
investigador se mueve; las competencias de los
comités de ética y de las entidades reguladoras;
las cualidades del talento humano; el respeto por
la confidencialidad y la autonomia; la definicion,
clasificacion, previsién y control de los riesgos
asociados a la investigacion; el cuidado que se
precisa en el trabajo con poblaciones especiales
o vulnerables; los estandares y procedimientos
propios de la investigacion con tecnologias clinicas,
farmacoldgicas y genéticas, y, por ultimo, la inves-
tigacion con animales y aquella que produzca un
impacto en el ambiente. Ademas de todo esto, el
marco normativo colombiano incluye los contenidos
y calidades del consentimiento informado, los dere-
chos referentes a la informacion y su titularidad (la
investigacién con fuentes secundarias, la protec-
cion de datos personales, la transferencia de datos
y muestras y el uso de las tecnologias de la infor-
macion y la comunicacion), asi como los elementos
relacionados con la difusion del conocimiento.

Ademas de la Resolucion 8430, estos asuntos estan
incluidos en otras normas que el investigador de las
areas de salud y ciencias sociales debe conocer y
aplicar, pues son de caracter vinculante. Entre ellas
se cuentan el Cédigo Civil y las leyes sobre talento
humano. A esto se afiaden las normas que definen
los procedimientos institucionales y la proteccion de
datos clinicos derivados del manejo de la historia
clinica (reglamentada por la Resolucion 1995 de
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1999), asi como la Ley estatutaria de habeas
data, entre otras. Los procesos ya enunciados
se analizan a continuacién bajo sus respectivos
marcos normativos.

Marco epistémico, tipos de investigacion y
contenidos

A pesar de haber sido emitida hace 23 afos, la
Resolucién 8430 reconoce los procesos bioldgicos
y psicolégicos como elementos de la salud del
individuo. Esta norma se refiere a la investigacion
que se realiza en todas las fases de la atencion
integral, es decir, la prevencion, el diagndstico, el
tratamiento y la rehabilitacion. Por dltimo, aunque
someramente, también indica aquellos aspectos
relacionados con una triada socio-sanitaria impor-
tante: las causas del proceso de salud y enfermedad,
la practica médica y los asuntos relacionados con
la estructura social.

Con relacion a los tipos de investigacion consi-
derados, dicta pautas para la investigacion basica
y clinica, y de forma muy preliminar ofrece algunas
directrices para el desarrollo de investigaciones en
salud publica, salud comunitaria y areas afines.
Con respecto a los contenidos, esta norma alude
a algunos de los desarrollos técnico-cientificos
correspondientes a la época de su expedicion; al
respecto establece directrices sobre la investiga-
cién farmacolégica, las investigaciones de tejidos y
componentes bioldgicos, los is6topos radioactivos
y los dispositivos generadores de radiaciones ioni-
zantes y electromagnéticas, las investigaciones en
animales, la investigacion con elementos como los
recursos profilacticos, de diagnéstico, terapéuticos
y de rehabilitacion, asi como con microorganismos
patégenos o material biolégico. Dado que se expidid
hace mas de dos décadas, no abarca algunos temas
contemporaneos que hoy son objeto de debate
mundial: la justicia distributiva, la investigacion
global, los desarrollos cientificos que incluyen el
trabajo con células madre y la reproduccion asis-
tida y la genémica, entre otros.

Principios

En cuanto a los principios, la resolucion destaca la
proteccion de los sujetos frente a riesgos o dafios
derivados de la investigacion y determina la impor-
tancia de la asignacién imparcial de los sujetos,
la proteccion de su privacidad, el anonimato, el
derecho a la informacion, la autonomiay la libertad,
condiciones todas que deben respetar quienes par-
ticipen en la investigacion y que deben quedar clara-
mente pactadas en el consentimiento informado.
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Asimismo, de forma consecuente con la carta
politica y otras normas internacionales, enfatiza la
obligacion de respetar los aspectos socioculturales
y de proteger a las personas en condiciones
especiales, como las mujeres gestantes, las per-
sonas con autonomia restringida, los menores de
edad, los discapacitados fisicos y mentales y los
grupos subordinados. También reglamenta sobre la
seguridad biol6gica del investigador, la comunidad
y el ambiente en los casos de investigaciones con
agentes patdgenos potenciales, asi como sobre
las condiciones de seguridad y cuidado de los
animales de experimentacion.

Comités de ética y entidades regulatdoras

La Resolucién 8430 de 1993, expedida como regla-
mentacion de la operacion del antiguo Sistema
Nacional de Salud, designa a los comités de ética
de la investigacion, al Invima (en los casos de
investigacion clinica o de alto riesgo) y al Ministerio
de Salud como entidades encargadas de aprobar
los protocolos y de resolver los problemas y dilemas
éticos que surjan alrededor de la investigacion en
salud. Asimismo, define la estructura de los que
participan en investigacién, junto con sus com-
petencias y obligaciones durante su ejecucion, y
delega en el Ministerio de Salud y sus organismos
asociados la funcion de autoridad reguladora.
Como entidad rectora del sistema de salud, el
Ministerio de Salud es el organismo encargado de
autorizar las investigaciones clasificadas como de
riesgo Il y IV. Segun el articulo 67 de la Resolucién
8430 de 1993, las investigaciones del grupo de
riesgo Il incluyen el trabajo con microorganismos
gue representan riesgo elevado para el individuo y
escaso para la comunidad y aquellas de riesgo IV,
las que utilizan microorganismos que representan
riesgo elevado para el individuo y para la comunidad.
El Invima es responsable de evaluar los protocolos
de las investigaciones clinicas que se realicen
en el pais, de hacer seguimiento a las investi-
gaciones y de expedir el certificado en buenas
préacticas clinicas a las instituciones prestadoras
de salud (IPS) que hagan investigaciones clinicas
con medicamentos.

La Resolucién 13437 de 1991 constituyé los comi-
tés de ética hospitalaria y adoptd el decélogo de
los derechos de los pacientes. Esta norma definié
la confirmacion de los miembros, sus funciones
y algunos mecanismos de funcionamiento, entre
ellos, la obligatoriedad de remitir las actas de
sus reuniones al Ministerio de Salud y Proteccion
Social (27).
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Etica profesional y talento humano para la
investigacion en salud

Los cédigos deontoldgicos de las profesiones de la
salud o de las areas sociales con incidencia en la
salud sirven como marco para proteger la ética de
la investigacion cientifica, independientemente de
gue se realice en circunstancias relacionadas con
la practica asistencial cotidiana, o no. A menudo los
espacios de la practica asistencial son los escenarios
principales para el contacto con los participantes y
la recoleccién de informacion de fuentes primarias y
secundarias. Ademas, en muchos casos, los inves-
tigadores son los mismos profesionales encargados
de la atencion social o sanitaria.

Existen, al menos, dos elementos importantes
de estos codigos: el primero se relaciona con la
idoneidad profesional, y el segundo, con el com-
portamiento que se espera de los profesionales
durante el desarrollo de su labor.

El ejercicio investigativo exige contar con el talento
humano técnicamente capacitado. Es funcién de los
comités de ética de la investigacion velar porque el
talento humano sea el adecuado a las condiciones
y necesidades de la investigacion. Para el desem-
pefio en investigacion no solo hace falta demos-
trar aspectos formales relacionados con los titulos
obtenidos, también debe verificarse la experiencia,
la idoneidad y la actualizacién. En este aspecto, el
pais ha comenzado a establecer las condiciones
para formalizar la recertificacion de los profesiona-
les. Por otra parte, las condiciones normativas sobre
el talento humano son objeto de discusién por parte
del Consejo Nacional del Talento Humano (28).

La Ley 1164 del 2007 (articulo 34) (28) establece
los principios, valores, derechos y deberes de las
profesiones y las ocupaciones en salud; entre ellos
se destaca el cuidado respetuoso de la vida y la
dignidad de cada ser humano y la promocién de
su desarrollo existencial procurando su integridad
fisica, genética, funcional, psicoldgica, social, cultural
y espiritual, sin distinciones de ningun tipo. Ademas
de los principios dictados por la Constitucién, los
principios y valores éticos y bioéticos demandan
de los profesionales apegarse a la verdad, la pru-
dencia y el buen trato en la relacion entre médico
y paciente, a la beneficencia, el mal menor, la no
maleficencia, la totalidad, y el respeto por laigualdad
y la autonomia, principios que constituyen, a su
vez, el objeto y sentido de la bioética.

En el ejercicio de su practica, el personal de salud
tiene derechos y deberes. Es derecho del investi-
gador optar por la objecién de conciencia y recibir
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un trato respetuoso, mientras que son sus deberes
la proteccion de los lazos afectivos del paciente,
la promocion de una cultura ética, la reserva con
los farmacos, productos y técnicas desconocidas
(cuando se conocen los dafios que producen o se
tienen dudas sobre sus efectos), la priorizacion de
los valores por encima de los intereses de terceros
y, en general, la responsabilidad de aplicar la
ética y la bioética en salud (28). Otras leyes mas
recientes, como la ley estatutaria que regula el
derecho fundamental a la salud, refrendan estos
principios y orientaciones (29). Estos requisitos
obligan al personal investigador a actualizarse en
torno a los procesos propios de su profesion y a
los del complejo mundo de la bioética, asi como
a reflexionar criticamente sobre su quehacer y a
asumir una postura ética en favor del respeto por
los derechos y la justicia social.

El analisis detallado de los cédigos éticos profesio-
nales en el pais permite afirmar que su aplicacion
a las practicas de investigacion con sujetos huma-
nos en ambientes asociados al ejercicio médico
es conflictiva porque cuestiona la real autonomia
del individuo y propone el paternalismo médico,
ademas de que impone retos frente a la distribucién
de recursos, pone en riesgo la confidencialidad y
la privacidad, y puede inducir a malentendidos
terapéuticos. ElI malentendido terapéutico es un
término técnico utilizado para referirse a la confu-
sién de un paciente cuando es invitado a participar
en una investigacion y erroneamente la concibe
como parte de su proceso terapéutico porque se
realiza en el contexto de la préactica clinica. Todas
estas situaciones son objeto de andlisis y contro-
versia en el campo de la ética de la investigacion
en el mundo.

Las normas referidas estan relacionadas con los
siguientes aspectos: 1) la obligacion del médico
de someter al paciente a tratamientos médicos o
quirdrgicos que se justifiquen; 2) el uso de procedi-
mientos experimentales cuando se planteen como
la Unica posibilidad de salvacion, lo cual debe efec-
tuarse con autorizacion del paciente o sus familiares
responsables y, si es posible, por acuerdo en junta
médica, y 3) la obligacién de utilizar los métodos y
medicamentos a su disposicidon mientras subsista la
esperanza de aliviar o curar la enfermedad, pero no
cuando exista diagnéstico de muerte cerebral. Estos
aspectos estan relacionados con la biopolitica y la
concepcion paternalista de los profesionales de la
salud y, por supuesto, tienen implicaciones legales.
Para ampliar estas teorias se sugiere consultar a
Luna (30), Mulhe y Foucault (31,32).
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Confidencialidad y autonomia

Otros aspectos del proceso de investigacion
gue constituyen puntos medulares de la ética
profesional se refieren a la confidencialidad y
la autonomia del participante. En la Resolucion
13437 de 1991 y en otras normas éticas, se
explicita el derecho de los pacientes a participar
en las investigaciones o a negarse a hacerlo
previa informacién suficiente de los objetivos
y condiciones del estudio (27). Esto implica el
reconocimiento de las condiciones relativas a la
autonomia del participante (26,27).

Los cédigos de ética profesional permiten revelar
el secreto profesional al enfermo “en aquello
que estrictamente le concierne o convenga”, y a
los familiares o conyuges del enfermo si la reve-
lacion es util para el tratamiento o impide que se
pongan en peligro la vida del conyuge o de su
descendencia, y a las autoridades judiciales o de
higiene y salud en los casos previstos por la ley.
Este es uno de los dilemas éticos mas comunes a
lo que se enfrentan los investigadores involucra-
dos en la préctica clinica, asi como en estudios de
salud publica, salud comunitaria y areas afines.

En estos casos probleméticos, que implican el
conocimiento del participante de la afectacion a
terceros, la ética de la investigacion se ve com-
prometida y exige que los investigadores, los
profesionales y el personal asistencial en el caso
de la practica clinica y los estudios sociales conoz-
can con claridad cuales estandares de autonomia
y confidencialidad implementaran segun el objeto
de la investigacion que estén desarrollando, y si
estiman conveniente la revelacion del diagnéstico
o la denuncia de situaciones problematicas, ello
debe consignarse debidamente en el consenti-
miento informado.

Definicion, clasificacion, prevision y control de
los riesgos asociados a la investigacion

Cada vez que las investigaciones incluyen inter-
venciones (estudios experimentales), o que indagan
por elementos o temas sensibles, existe la posi-
bilidad de generar riesgos o efectos secundarios
indeseables de naturaleza fisica, psicoldgica,
emocional, familiar, institucional o social. Como
procedimiento estandar, toda investigacién debe
definir el tipo de riesgo y no como un mero for-
malismo; se trata de que los investigadores
determinen los riesgos antes, durante y después
del estudio, valoren sus implicaciones, tanto para
los participantes como para la comunidad a la que

582

Biomédica 2017;37:577-89

pertenecen y para ellos mismos. Es responsabilidad
del investigador implementar todas las medidas que
tiendan a reducirlos, mitigarlos o eliminarlos.

En este sentido, en la Resolucién 8430 se definen
tres categorias: sin riesgo, de riesgo minimo y de
riesgo mayor al minimo. La norma reserva la cate-
goria de investigacion sin riesgo para los estudios
observacionales, retrospectivos y documentales, asi
como aquellos que no aborden aspectos sensibles
de la conducta de los participantes. El riesgo minimo
lo circunscribe a las intervenciones que implican
procedimientos constitutivos de estandares basi-
cos de cuidado fisico y psicologico que no impli-
guen intervenciones invasivas. Por Ultimo, define
las investigaciones con riesgo mayor al minimo
como los ensayos clinicos o las investigaciones
que realizan intervenciones invasivas, que tienen
mayores probabilidades de afectar al sujeto o que
usan nuevas tecnologias.

A pesar de la aparente claridad en los criterios
para definir el riesgo, esta clasificacion resulta méas
apropiada para la investigacion clinica porque los
efectos fisicos pueden ser mas tangibles, pero
resulta limitada a la luz de las investigaciones en
salud publica, salud comunitaria y areas afines
debido a las particularidades de su objeto, las cua-
les no se abordan aqui por desbordar el objetivo
de este escrito. En materia de la determinacion y
el manejo del riesgo, las normas éticas nacionales
son incipientes y solo mencionan la necesidad de
suspender la investigacién en caso de que sea nece-
sario, tratar a quienes pudieran resultar afectados
en su desarrollo y rendir los reportes necesarios.

Investigacion con grupos vulnerables

Tanto en los codigos éticos nacionales como inter-
nacionales se ha sefialado la vulnerabilidad de
algunos grupos o participantes con condiciones
particulares. Tradicionalmente estos grupos han
incluido a las mujeres (especialmente en estado de
embarazo), a los nifios, a las poblaciones privadas
de la libertad o en condicién de subordinacion y
a las minorias étnicas, a las personas con ciertas
enfermedades y discapacidades, asi como a aque-
llas que se encuentran al final de la vida (8,10). La
Ley 23 de 1981 y la Constitucion Politica enfatizan
sobre sus derechos y prohiben que estas pobla-
ciones se utilicen con propésitos de investigacion
cientifica en contra de su voluntad. En consecuencia,
advierten sobre los cuidados que deben procurarse
en el desarrollo de las investigaciones (33). En la
Resolucion 8430 se sujeta la participacion de nifios
y mujeres gestantes al cumplimiento de ciertas
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condiciones de la investigacién. Los nifios deben
dar su asentimiento y los padres o tutores legales,
el consentimiento informado. No obstante, segln
el Cddigo Civil, los nifios emancipados pueden
otorgar su consentimiento informado.

Las instituciones que tengan algun tipo de res-
ponsabilidad para con sus miembros, como las
instituciones educativas, las empresas o las entida-
des responsables de personas en confinamiento o
dependencia, como los establecimientos peniten-
ciarios, entre otros, deben velar por la garantia del
beneficio para los grupos que les competen, y estos
también deben velar porque los procedimientos se
realicen en condiciones que protejan su integridad,;
por este motivo, deben dar su aval para el desarrollo
de la investigacion.

En instituciones responsables de personas depen-
dientes o sujetas a relaciones jerarquicas, el con-
sentimiento informado debe obtenerlo otro miem-
bro del equipo de investigacion con quien no exista
dicha relacién. En el caso de investigaciones con
poblaciones indigenas, los lideres de la comunidad
deben otorgar la autorizacion para la participacién
de la comunidad, pues a ellos les corresponde ins-
taurar los mecanismos que protejan su viday sustra-
diciones, y eviten o minimicen los riesgos derivados
de la investigacion. Dadas las particularidades de
cada grupo vulnerable y de los contextos variados
en los que estan inmersos, los investigadores que
pretendan trabajar con ellos deben asegurarse de
determinar las particularidades y sus implicaciones
para asi reducir los riesgos o profundizar, incluso
mas, su vulnerabilidad durante la investigacion.

Normas referentes a la investigacion clinica,
farmacoldgica y genética

La Resolucion 8430 regula las investigaciones que
incluyen experimentos con células recombinantes,
transformacion de organismos resistentes, iséto-
pos radioactivos y otros que generen radiaciones
ionizantes y electromagnéticas, y exhorta para que
estas se realicen con las condiciones Optimas para
evitar la diseminacion, los dafios ambientales y las
posibles consecuencias para la salud. Este tipo de
investigaciones, clasificadas en niveles de riesgo IlI
y IV, requieren autorizacion del Ministerio de Salud.
Es importante sefialar que no se incluyen en esta
norma los procesos de investigacion de caracter
industrial y agropecuario, aunque estos podrian
tener efectos sobre la salud.

Ademas de las recomendaciones consideradas
en la Resolucion 8430 sobre la calidad cientifica
de las investigaciones, en el pais se adoptaron
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las recomendaciones de buenas practicas clinicas
(BPC) promulgadas por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), recomendaciones que se
recogieron en la Resolucion 2378 del 2008 (34).

En Colombia se designé al Invima para que evaluara
los protocolos de las investigaciones clinicas que
se realicen en el pais, hiciera su seguimiento y
expidiera el certificado en buenas practicas clini-
cas a las instituciones prestadoras de servicios de
salud (IPS) que hagan investigaciones clinicas con
medicamentos. Esta certificacion se expide después
del cumplimiento de las normas de habilitacién y
el aval de un comité de ética de la investigacion.
Para expedir la certificacion, el Invima evalta al
comité, a los investigadores, al patrocinador y al
laboratorio clinico. Hasta la fecha, en el pais se han
certificado 125 IPS y 73 comités de ética adscritos
a ellas, y cuatro centros de investigacion han sido
suspendidos (35).

Para velar por una ejecucion segura de la
investigacion y garantizar asi los derechos de los
participantes, la Resolucion 20764 sobre investi-
gacion farmacoldgica expedida por el Invima (36)
establece los procedimientos para reportar eventos
adversos serios y no serios generados en la fase
de investigacion clinica, asi como los informes de
seguridad que el investigador debe dirigir a los
comités de ética y al propio Invima.

Una vez se ha demostrado la eficacia de los pro-
ductos mediante los ensayos clinicos pertinentes, el
Invima regula el régimen de registros, las licencias,
el control de calidad y la vigilancia sanitaria de los
medicamentos y otros productos de su competen-
cia. Para ello debe velar por el cumplimiento de las
normas farmacoldgicas aceptadas, asi como por
las evaluaciones farmacéuticas, farmacologicas y
legales. Los registros estan regulados por el Decreto
677 de 1995 (37), modificado mediante el Decreto
1505 del 2014 (38). La evaluacion farmacolo-
gica, que en si misma puede considerarse como
investigacion, determina la utilidad, conveniencia y
seguridad de un medicamento, evaluacién que esta
reglamentada por el Decreto 1290 de 1994 (39).

Investigacion con animales

En las fases previas de la investigacion clinicay de
algunos ensayos en investigacion psicologica es
necesario el uso de animales vivos. En Colombia
se permite el uso de animales en caso de que
sean “imprescindibles para el estudio y avance de
la ciencia, utiles para el control, la prevencion, el
diagnostico o el tratamiento de enfermedades que
afecten al hombre o al animal y solo cuando se
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demuestre que los resultados no puedan obtenerse
por otros procedimientos”. Ademas de las normas
internacionales que establecen los parametros de
la investigacion con animales, el pais se rige por el
Estatuto Nacional de Proteccion de los Animales
(Ley 84 de 1989) (40).

Aspectos éticos de la investigacion genética y
su impacto en el ambiente

La Resolucion 8430 de 1993 alude a las investi-
gaciones con &cidos nucleicos, su construccion y
manejo, pero su foco de interés es la contencién
biologica, a pesar de que la genémica y la mani-
pulacién genética plantean multiples posibilidades,
retos y preocupaciones. En el mundo crece la oferta
de biobancos y centros de recursos bioldgicos (41)
y, con ello, también se han establecido normas en
el &mbito internacional (42). Mediante los avances
cientificos, hoy es posible obtener embriones huma-
nos clénicos (43), asi como inducir la eugenesia a
partir de las tecnologias de reproduccion asistida
(44,45). Esta posibilidad plantea problemas éticos
de gran envergadura desde el punto de vista social,
cultural y econdémico. Aunque las implicaciones
de tales desarrollos son asunto de reflexiones méas
profundas, baste decir que en la norma marco
colombiana existen vacios importantes que es
necesario superatr.

Anticipandose a los resultados potenciales de
la ingenieria genética, la Comisién Intersectorial
de Bioética ha establecido que: “Nadie podra ser
objeto de discriminacion fundada en sus carac-
teristicas genéticas, lo cual atentaria contra sus
derechos humanos vy libertades fundamentales y
el reconocimiento de su dignidad”. En esta decla-
racion se acoge la prohibicién de la clonacién
estipulada en el Protocolo al Convenio de Derechos
Humanos y Biomedicina (19). Ademas de reconocer
la libertad para realizar investigaciones y difundir
los resultados, insta al Estado a favorecer el res-
peto y los debates abiertos que garanticen la libre
expresion de las distintas corrientes de pensamiento
socioculturales, religiosas y filoséficas en torno a
estasinvestigacionesy, en especial, las relacionadas
con la genética. La comision recomienda, asimismo,
el acatamiento de las normas basicas de caracter
internacional que rigen la investigacion en sujetos
humanos y la proteccion del ambiente.

El consentimiento informado

Mediante el consentimiento informado los inves-
tigadores informan y pactan claramente con el
participante las condiciones en las que se realizara
el estudio que los ocupa, lo cual implica un proceso
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que incluye los procedimientos que se realizaran,
los objetivos, beneficios y riesgos previsibles, asi
como la utilidad de la investigacion; la afiliacion
institucional del investigador; la fuente de finan-
ciamiento; los posibles conflictos de intereses
y los compromisos posteriores al estudio, entre
otros (8). De esta forma, el participante potencial,
en pleno uso de sus capacidades y su autonomia,
puede tomar una decision frente a su participacion.
El comité de ética debe velar por el cumplimiento
de este derecho del sujeto y, en consecuencia,
solicitar los procedimientos alternativos que den
lugar a su proteccion.

En el caso de investigaciones comunitarias, la
Resolucion 8430 plantea la necesidad de obtener no
solo el consentimiento informado de los individuos,
sino también de las autoridades de salud, del
representante legal de la institucion investigadora y
de la institucion donde se realiza la investigacion,
asi como de otras autoridades civiles de la comu-
nidad (26). Por otra parte, se establece que si los
individuos que conforman la comunidad no tienen la
capacidad para comprender las implicaciones de la
participacion en una investigacion, el consentimiento
informado lo podréa otorgar una “persona confiable,
con autoridad moral sobre la comunidad”. Aunque
la pretension bésica de esta disposicion sea la
proteccion del sujeto, tal como aparece redactado,
ademas de darle potestad a otros actores comu-
nitarios con quienes pudiera existir algun conflicto
de intereses, intrinsecamente desconoce el derecho
a la informacién adecuada y veraz (“si no existiere
capacidad para comprender”) relacionada con la
investigacion, sus riesgos y beneficios, asi como
con las garantias que se deben al participante por
parte del equipo de investigacion vy, por lo tanto,
deja espacio para infringir las normas vinculadas
a la autonomia, principio basico de la ética de
la investigacion.

Investigacion con fuentes secundarias,
proteccion de datos personales y uso de las
tecnologias de la informacion y la comunicacién

Algunas investigaciones utilizan fuentes de datos
secundarias, es decir, aquellas con informacion
recolectada previamente para propositos investi-
gativos u otros. Entre estas, las mas utilizadas
son la historia clinica y las bases de datos. Es
comun que los investigadores supongan que las
investigaciones en salud que utilizan fuentes
secundarias no incluyen a seres humanos y que,
por lo tanto, no requieren de la aprobacién de los
comités de ética; sin embargo, esto no es cierto y
debe considerarse con todo el cuidado.
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En este sentido, la Ley 23 de 1981 (33), la
Resolucion 13437 de 1991 (27), la Resolucién
1995 de 1999 (46) y, mas recientemente, la Ley
1751 de 2015 (29), establecen las condiciones en
gue debe administrarse, conservarse, custodiarse
y mantener la confidencialidad de tal informacion.
Por tratarse de documentos privados y sometidos
areserva, Unicamente pueden conocerlos terceros
con previa autorizacion del paciente o segun los
casos previstos por la ley.

Segun estas normas, el uso de la historia clinica en
investigaciones de salud publica, salud comunitaria
y areas afines, en aquellas de caracter retros-
pectivo o0 en investigaciones pragmaticas, plantea
retos importantes para los investigadores y supone
un andlisis juicioso por parte de los comités de ética
de investigacion y los de ética hospitalaria, puesto
gue en algunos casos el conocimiento mismo es
una necesidad o prioridad para la resolucion de
complejos problemas, pero su utilizaciéon sin la
debida autorizacién puede violentar la autonomia
y privacidad de los pacientes.

Las condiciones de anonimato, privacidad y
confidencialidad son ampliamente reconocidas
en los tratados y normas de ética nacionales e
internacionales, y en este contexto en el pais se
expidié la ley estatutaria para la proteccion de
datos personales sancionada mediante la Ley
1581 del 2012 (47) y reglamentada por el Decreto
nacional 1377 del 2013 (48). En esta norma
se reglamenta el manejo adecuado de “datos
sensibles” concebidos como “los que afectan la
intimidad del titular o cuyo uso indebido puede
generar su discriminacién, tales como aquellos
que revelen el origen racial o étnico, la orientaciéon
politica, las convicciones religiosas o filosoficas, la
pertenencia a sindicatos, organizaciones sociales,
de derechos humanos o que promueva intereses
de cualquier partido politico o que garanticen
los derechos y garantias de partidos politicos de
oposicion, asi como los datos relativos a la salud,
a la vida sexual y los datos biométricos” (47). La
norma también plantea algunas excepciones que
es necesario revisar porque se corre el riesgo de
excluir a algunos grupos, por ejemplo, se admite
el uso de informacion producida por instituciones
sin animo de lucro, lo que tacitamente estaria
restringiendo la actividad de los entes privados.
Por ningln motivo exceptla la entrega de esta
informacién a terceros. La proteccion de los datos
personales se suma a la reglamentacion sobre
el acceso y el uso de los mensajes de datos por
medios electronicos reglamentados mediante la
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Ley 527 de 1999 que, para efectos juridicos, cum-
plen la misma funcién que cualquier documento
original siempre y cuando exista garantia confiable
de que se ha conservado la integridad de la
informacion (49).

Para proteger la confidencialidad y la privacidad
de los sujetos, esta ley plantea la necesidad de
solicitar al titular su consentimiento expreso para
suministrar los datos personales a terceros, o que
el investigador obtenga un mandato legal o judicial
gue le dé acceso a los datos confidenciales del
sujeto; no obstante, la misma Ley y el Decreto
reglamentario 1377 del 2013 (48) permiten usar
esa informacion sin el consentimiento del titular
en los siguientes casos: cuando ello obedezca
a una finalidad histdrica, estadistica o cientifica;
cuando se trate de urgencias médicas o sanita-
rias; cuando los datos se hayan recolectado antes
de la expedicién de la norma; cuando se trate
de datos de naturaleza publica; cuando dicha
autorizaciéon imponga una carga desproporcionada
derivada de la obligacion de solicitar a cada titular
la autorizacién para usar sus datos personales, o
cuando el responsable no cuente con los datos de
contacto de los titulares (48).

Las excepciones que aplican al tratamiento de estos
datos, es decir las que permiten utilizar informacién
recolectada previamente sin la debida autoriza-
cion del titular, suscitan un problema ético, pues
desconocen el derecho a la privacidad y niegan la
autonomia de los individuos. Estos asuntos deben
ser motivo de preocupacion, pues es deber de
quien recolecta y maneja los datos, asi como del
investigador, reconocer cuando se incursiona en
los estrechos limites que dividen lo publico de lo
privado; cuando se trata de temas sensibles; qué
implicaciones en la salud, la vida y las relaciones
de los individuos, sujetos y comunidades puede
ocasionar el tratamiento de datos y, asimismo,
estimar cuando y en qué condiciones la necesidad
de producir conocimiento cientifico se impone
frente al derecho a la intimidad, la seguridad y la
privacidad de la gente.

Por otra parte, aunque los investigadores en salud
pueden aducir razones cientificas, estadisticas o
sanitarias para el empleo de las bases de datos,
su compromiso ético, basado en el principio de
autonomia y el respeto por la privacidad, los obli-
garia, a ellos y a las instituciones que proveen la
informacion, a implementar todos los mecanismos
gue estén a su alcance para informar a los titulares
sobre el desarrollo y los objetivos de la investiga-
ciény, con ello, ofrecer a los afectados la posibilidad
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de decidir si desean que su informacion se utilice o
no. Para ello, es valido utilizar mecanismos alternos
de difusién de la informacion sobre el estudio
en diarios, revistas, sitios de internet y mediante
carteles informativos, entre otros. Ademas, el
uso de este tipo de informacion obliga a que la
entidad que la haya recolectado o generado la
ofrezca sin revelar la identificacion personal (bajo
anonimato), y a que el investigador adopte las
medidas conducentes a garantizar las condiciones
de conservacion, seguridad y privacidad durante el
desarrollo de la investigacion, asi como en la fase
de publicacion o difusion de resultados. En todo
caso, para dirimir cualquier conflicto ético relativo
a la privacidad y confidencialidad, es necesario
efectuar una rigurosa evaluacion de los riesgos
y beneficios que los comités de ética en la inves-
tigacion debera refrendar.

Transferencia de datos y muestras a otros paises

En el marco de la globalizacién, en las Ultimas
décadas los acuerdos multilaterales sobre ciencia,
asi como la proliferacion de investigaciones a cargo
de mdltiples centros y, en especial los estudios
clinicos desarrollados por la industria farmacéutica
internacional, han convertido la transferencia de
datos y de muestras entre distintos paises en una
necesidad. LalLey 1581 del2012 (47) planteaque es
posible la transferencia de datos a terceros paises
en los casos en que con ello se pueda preservar
el interés publico; por ejemplo, cuando se trate del
intercambio de datos de caracter médico, cuando
asi lo exija el tratamiento del titular, por razones de
salud o higiene publica o cuando asi se estipule
en tratados internacionales con fundamento en el
principio de reciprocidad. Esto suscita la necesidad
de precisar en qué casos concretos es aplica-
ble, puesto que la ambigiiedad de la formulacién
puede dar pie a diferentes interpretaciones que
perjudiquen los intereses nacionales o favorezcan
intereses particulares, principalmente de agencias
de seguros o de compafiias farmacéuticas. En
cualquier caso, la transferencia de datos a otros
paises debe cumplirse bajo las mismas condiciones
de anonimato referidas por la Ley 1581 del 2012.

En cuanto a la transferencia de muestras a otros
paises o0, incluso a otros grupos de investigacion en
el pais, asi como a su preservacion en biobancos,
la legislacion colombiana no se ha pronunciado,
excepto para definir de forma genérica la posi-
bilidad de que los componentes anatdémicos
sean intercambiados con bancos y programas
de trasplantes de otros paises cuando el fin sea
exclusivamente terapéutico y sin animo de lucro,
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y siempre y cuando el Ministerio de Salud otorgue
autorizacion especial y previa (50). Este es un
tema de amplio interés en la esfera internacional,
pues también implica la transferencia de beneficios
econdmicos para diferentes grupos de interés y
potenciales desequilibrios con relacién a los bene-
ficios de los participantes.

Difusion del conocimiento

En materia de publicacion de los resultados, lanorma
colombiana plantea que la publicacion de articulos
debe ajustarse estrictamente a hechos cientificos
debidamente comprobados, y presentarse en una
forma que no induzca a error (33). Este enunciado
estda en consonancia con los principios de inte-
gridad cientifica, exactitud, imparcialidad, veracidad
y honestidad resaltados en las guias éticas de las
ciencias biomédicas y sociales (17).

Retos normativos para la ética de la
investigacion en salud

Ademas de las dificultades ya mencionadas, las
normas colombianas tienen algunos vacios en
temas de importancia contemporanea, como la
ética de la investigacion en contextos de epidemia,
en situaciones de emergencias y de desastres y, en
general, de la investigacion fisicoquimica y ambien-
tal con repercusiones en el ecosistema, el hombre
y los animales. Con relacion a la investigacion de
epidemias, la Ley 1438 delega en el Observatorio
Nacional de Salud la funcién de hacer el segui-
miento de las condiciones de salud, no obstante, no
existen normas especiales que busquen proteger
a los sujetos del abuso o explotacién en casos de
crisis. Con relacion a las normas éticas de caracter
ambiental, los desarrollos son muy insignificantes y
desactualizados (47). Sobre este particular, la Comi-
sion Intersectorial de Bioética se ha manifestado con
relacion a la investigacion ambiental y al respecto
sefiala que la accion de los cientificos debe estar
comprometida con la contribucion a la proteccion
del ecosistema mediante una ética del cuidado que
garantice la proteccion de los derechos de tercera
generacion y de la diversidad cultural (51). No
obstante, no se han sefialado criterios particulares
o condiciones para su cumplimiento. Por ultimo, la
normatividad colombiana no establece los aspectos
éticos concernientes a la investigacion de desarrollo
industrial con incidencia en problemas ambientales.
Aunque el analisis de las normas ambientales
excede la intencién de esta revisidbn normativa, la
ética de la investigacion en salud debe concebirse
desde una perspectiva holistica y, por lo tanto,
es necesario unificar y complementar las normas



Biomédica 2017;37:577-89

existentes en aquellos aspectos en los que haya
vacios, problemas y dilemas relacionados con los
distintos entornos, en particular con el ambiental.

La normatividad colombiana se ha quedado
rezagada con respecto a los nuevos desarrollos
técnico-cientificos y a los cambios socioculturales
contemporaneos. En este sentido, es necesario
actualizarla con el fin de superar, por ejemplo,
la carencia de regulaciones en materia de salud
publica, salud comunitaria y areas afines, y de
la salud global, la transferencia internacional de
muestras bioldgicas, la investigacion con células
madre y la investigacion y desarrollo relacionados
con las nuevas técnicas de reproduccion asistida
y células embrionarias, entre otras tecnologias. El
marco juridico tampoco considera los enunciados
de la Declaracion de Helsinki en materia de obliga-
ciones posteriores a la investigacion (8) (conocidas
en el ambito internacional como obligaciones ‘post-
investigacion’), tan necesarias para garantizar que
los sujetos participantes se beneficien de las inter-
venciones que resultaron ser eficaces, tanto en
investigacion basica y clinica como en salud publica.
Estos aspectos constituyen importantes campos de
andlisis para bioeticistas, salubristas y profesionales
de las ciencias sociales, humanas y ambientales.

Algunas reflexiones y conclusiones

Las reflexiones sobre la ética de la investigacion
y las normas que la sustentan como expresion de
la politica y los valores de una sociedad implican
reconocer la heterogeneidad del tipo de investiga-
cion en salud (basica, clinica y de salud publica,
salud comunitaria y &areas afines), asi como los
multiples objetos de investigacion factibles. Ello
implica la definicion de las condiciones particulares
y las formas en las que debe desarrollarse cada
tipo de investigacion.

Son muchos los factores que deben abordarse en
este contexto, pero los principales son la idoneidad
y los principios morales de los investigadores, asi
como la celeridad de la autoridad sanitaria para
expedir las normas necesarias que protejan a los
sujetos y a los grupos sociales a los que pertenecen,
asi como su entorno ecolégico. Para ello, es preciso
basarse en un concepto amplio de salud y de los
factores que la determinan, instaurar una reflexion
profunda de los desarrollos de la ética de la investi-
gacion a nivel conceptual sobre los objetos de la
investigacion en salud y sus implicaciones y a nivel
empirico sobre el quehacer y los procedimientos
investigativos, para articular una politica integral
gue oriente la praxis en este campo.

Legislacién colombiana en ética de la investigacion en salud

Todos los involucrados en la investigacion deben
ejercer su labor investigativa de manera que se
promueva y garantice el respeto, la dignidad, la
autonomia y la seguridad de los sujetos partici-
pantes; que prevea, prevenga y mitigue los riesgos
derivados de la investigacion, y que contemple
los beneficios individuales y sociales durante la
investigacion e incluso después de ella.
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La malaria produce complicaciones y muerte especialmente en poblaciones con acceso limitado a la
atencion en salud. La malaria grave puede reconocerse tempranamente mediante la deteccién en la
orina de hallazgos como la hematuria, la coluria y la proteinuria.

Se hizo una revisién narrativa basada en estudios sobre malaria grave y el empleo del andlisis de orina
mediante la consulta de 91 publicaciones.

Mediante el andlisis de la orina, se pueden detectar alteraciones metabdlicas y lesiones en distintos
organos. En estudios recientes en Colombia se ha confirmado su utilidad como apoyo en el diagndéstico
de la disfuncion renal, la disfuncion hepatica y la anemia asociada con hemodlisis, las cuales son
complicaciones frecuentes en la malaria.

El examen constituye una herramienta de facil aplicacion en la consulta ambulatoria y en pacientes
hospitalizados para reconocer tempranamente casos complicados, y permite la deteccién oportuna de
diferentes lesiones en el paciente con malaria, contribuyendo asi a la reduccion de la morbilidad grave
y la mortalidad.
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Urinalysis as a diagnostic tool in severe malaria

Malaria accounts for a significant morbidity and mortality rate around the world, especially in communities
with limited access to healthcare. Some clinical signs in urine, like haematuria, coluria and proteinuria,
help for the early diagnosis of severe malaria cases.

A narrative review was conducted by analyzing 91 publications on studies about severe malaria cases
and the use of urinalysis.

A urinalysis can detect metabolic disturbances and organ injury. Its diagnostic utility for frequent
complications caused by malaria, such as hepatic injury, kidney dysfunction and hemolysis, has been
confirmed by recent Colombian studies.

This test is an easy-to-use tool in outpatient clinics and with hospitalized patients to promptly recognize
complicated cases, allowing the timely identification of different lesions in patients with malaria, thus
contributing to the reduction of severe morbidity and mortality.
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La malaria es una enfermedad que afecta princi-
palmente a las comunidades que habitan en regio-
nes tropicales en donde constituye un importante
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problema de salud publica; las poblaciones afec-
tadas tienen, en general, un acceso limitado a la
atencion en salud y a los recursos diagnosticos.

En 2015 se informd una incidencia de 214 millones
de casos clinicos y 438.000 muertes, la mayoria
en el Africa subsahariana (1). La malaria afecta
de manera importante a los nifios, grupo que
represento el 16 % del total de casos en 2015 (2)
y se considerd la causa de 7 % de las muertes
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en menores de 5 afios en el 2014 (3). Aunque en
América Latina el riesgo de adquirir la enfermedad
es bajo (4), Colombia representa un caso par-
ticular, ya que el 85 % de su area rural presenta
condiciones climéticas y geograficas aptas para
la transmision de la enfermedad (5), donde los
principales agentes etioldgicos causantes de infec-
cién Unica son Plasmodium vivax (46,6 %) y P.
falciparum (51,8 %) (6).

Las complicaciones clinicas en la malaria varian
en funcién del grupo etario, siendo mas comunes
alteraciones como la hipoglucemia, las convulsio-
nes, laanemia grave y la acidosis en nifios, mientras
que el edema pulmonar y el dafio renal son mas
comunes en pacientes adultos (4,7,8). Segun la
guia de tratamiento de la malaria del 2015 de la
Organizacion Mundial de la Salud, la parasitemia
causada por Plasmodium spp que se acompafia de
alteraciones clinicas o de laboratorio inexplicables
por otras causas, constituye un cuadro de malaria
complicada. Entre estas alteraciones se incluyen el
coma o mas de dos convulsiones en 24 horas, el
sindrome de dificultad respiratoria aguda, el edema
pulmonar, la hipotensién grave (presion arterial
sistélica <70 mm Hg en adultos o0 <50 mm Hg en
nifios), la lesion renal aguda (creatinina sérica
>3 mg/dl o nitrégeno ureico en sangre -BUN>60
mg%), la ictericia sumada a las lesiones de érgano,
la hipoglucemia (glucemia <40 mg%), la anemia
grave (hemoglobina <5 g/dl), la hiperlactatemia y
la acidosis metabdlica (9).

Aunque P. falciparum se ha considerado el principal
causante de malaria grave, P. vivax también ha de-
mostrado la capacidad de producir complicaciones
clinicas (10), y cada vez son mas frecuentes los
reportes en este sentido provenientes de regiones
de baja endemia donde este parasito circula, como
en el caso de Colombia (1). Ello hace necesario reco-
nocer tempranamente las manifestaciones de dete-
rioro clinico o los signos de peligro de desarrollar la
enfermedad en su forma complicada (11), indepen-
dientemente de la especie de plasmodio presente.

El analisis de la orina (tambien llamado uroanalisis,
examén parcial de orina 0 examén citoquimico de
orina) permite evidenciar signos de dafio poco
explorados en los pacientes con malaria. Este exa-
men, que tiene un bajo costo y puede realizarse
en la consulta ambulatoria o en el paciente hos-
pitalizado, brinda valiosa informacion sobre su
estado clinico.

El objetivo de esta revision fue describir hallazgos
comprobados mediante el analisis de orina en

Andlisis de orina y malaria grave

pacientes con malaria y su correlacién con las
lesiones de érganos, asi como analizar su utilidad
en el diagnéstico de complicaciones en la malaria.

Materiales y métodos

Se realizd una revisidbn narrativa mediante la
basqueda bibliografica en la Biblioteca Nacional
de Medicina de los Estados Unidos de América,
“Pubmed”, sin restriccion de fechas de publica-
cion o idioma, entre enero y marzo de 2016. La
busqueda se hizo en tres categorias: 1) estudios
sobre el uso del analisis de orina en pacientes
con malaria usando la combinacion de términos
Mesh “urinalysis and (Plasmodium or malaria or
paludism)”; 2) estudios sobre orina oscura por
tratarse del signo mas informado en pacientes con
malaria en el andlisis de orina, con la combinacion
de términos Mesh “dark urine and (Plasmodium or
malaria or paludism)”; 3) estudios sobre malaria
complicada que hubieran estudiado alteraciones
en la orina usando la combinaciéon de términos
Mesh “complicated malaria and (clinical or renal or
hepatic or anemia)”.

Criterios de inclusién

Se analizaron todos los articulos de estudios de
casos y controles, cohortes y estudios transversa-
les encontrados en las categorias 1y 2; en la 3
se seleccionaron los documentos relevantes segun
pertinencia tematica dada la abundancia de articu-
los que incluian el término “orina”.

Resultados

En la categoria 1 se encontraron 27 publicaciones
de la cuales se analizaron cuatro; en la 2 se
encontraron 19 y se analizaron cuatro, y en la 3 se
hallaron 268 publicaciones y se seleccionaron 83.

Hallazgos de larevisién

Complicaciones frecuentes en la malaria y signos de
peligro. Los signos y sintomas en los pacientes con
malaria no complicada por lo general hacen parte de
un sindrome febril agudo acompafiado de escalofrio,
sudoracion, cefalea, dolor osteomuscular y vomito.
A medida que se agrava el cuadro clinico, aparecen
signos y sintomas que sefialan la instauracion de
la enfermedad complicada (12); entre los signos de
peligro mas frecuentemente observados se incluyen
ictericia, palidez, signos respiratorios, orina oscura,
alteraciones neurolégicas, postracion, hiperpirexia y
vémito repetido (13-16). En Colombia, la disfuncion
hepética (12-33 %), la disfuncioén renal (3-31 %) y la
anemia grave (5-12 %) (12,17) son los criterios de
malaria grave mas frecuentemente informados.
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Las complicaciones hepaticas se han descrito en los
casos de malaria causados por todas las especies
en humanos (18,19), generalmente asociadas con
la ictericia, la cual se observa en las escleroticas
cuando la bilirrubina supera los 3 mg/dl (20), y
puede obedecer también a la hemdlisis (21). La
ictericia se considera una de las manifestaciones
clinicas de complicacion mas comunes en pacien-
tes con malaria por P. falciparum (10-40 %) (8)
y alcanza una frecuencia de hasta 9 % en la
causada por P. vivax. La ictericia se asocia con
las lesiones hepatica y renal (20,22,23), y fue mas
frecuente en quienes presentaban lesién renal
gue en quienes no tenian esta complicacion (24-
27); por ejemplo, en Vietham se observd que la
frecuencia de ictericia fue de 63 % en pacientes
con malaria y falla renal frente a 20 % en aquellos
sin compromiso renal (28).

La anemia grave en la malaria se explica, en parte,
por la hemdlisis y se presenta con mayor frecuencia
en nifios (29-32), en quienes un signo frecuente
es la palidez intensa, llamada también palidez
definitiva; este signo se hace evidente cuando los
niveles de hemoglobina descienden por debajo de
7 u 8 g/dl (33), lo cual se ha establecido como un
signo de gran especificidad para diagnosticar la
anemia grave (34).

La lesién renal aguda en los pacientes con malaria
ha resultado en una alta tasa de mortalidad (35,36),
y se ha relacionado con otras complicaciones
clinicas (37-39), tales como la malaria cerebral
(40), la hiperbilirrubinemia (41,42) y la coagulacién
intravascular diseminada (43,44), todos factores
de mal prondstico. La lesion renal informada con
mayor frecuencia en la malaria es de tipo agudo.
En general, se ha descrito la necrosis tubular (45),
asi como la enfermedad renal crénica (44,45). La
glomerulonefritis, atribuida a reacciones mediadas
por complejos inmunes y proteinas del comple-
mento, también se ha descrito, pero con menor
frecuencia. Aunque hay relacion entre la lesién
renal aguda y la enfermedad renal crénica (46), en
la malaria esto no se conoce. Algunos signos como
la orina oscura, la proteinuria y la hematuria se
han descrito en casos de lesion renal en la malaria
(47-50).

El sindrome nefrético en la enfermedad crdnica
puede presentarse con mayor frecuencia en nifios,
especialmente asociada con infecciones por P.
malariae, siendo la proteinuria un hallazgo carac-
teristico (48). La orina oscura se ha explicado por
la hemoglobinuria (51), la mioglobinuria (51), la
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hematuria (33) y la bilirrubinuria (33,52); la oportuna
deteccion de esta alteracion en la orina ayudaria
a reconocer tempranamente las lesiones hepatica
y renal (31). Sin embargo, como signo de peligro
se ha explorado poco en el paciente con malaria,
al igual que otras alteraciones detectadas en el
analisis de orina. Debe tenerse presente que la
lesién renal aguda en los pacientes con malaria se
ha relacionado con la presencia de lesion en otros
drganos y con un peor prondstico (15,53-55).

Andlisis de orina

El término andlisis de orina hace referencia a un
conjunto de pruebas de tamizacion que permiten
detectar la enfermedad renal, las afecciones de
las vias urinarias o las sistémicas (56). El uso de
las tiras reactivas permite evaluar componentes
fisicoquimicos y celulares de la orina (57). Los
parametros estudiados en la orina mediante el
analisis de orina se presentan en el cuadro 1.

Alteraciones en el andlisis de orina en la malaria

Los estudios que evaluaban las alteraciones en el
andlisis de orina en la malaria fueron escasos. Se
han descrito la proteinuria (33,50,60), la hematuria
(50,60,61), la mioglobinuria (22,41,51), la urobili-
nuria (52) y la hemoglobinuria (62), alteraciones
gue estan relacionadas con las complicaciones y
gue pueden utilizarse como marcadores tempranos
del dafio.

En un estudio realizado en Sudan en el cual se
evaluaron las alteraciones detectadas en el andli-
sis de orina de 600 pacientes con malaria por P.
falciparum se reporté albuminuria (84,9 %), cilindros
(71,4 %), piuria (53,8 %) y hematuria (45 %) (63).
La comparacion de los parametros del analisis de
orina de pacientes febriles con malaria causada por
diferentes especies de Plasmodium y de otros sin
malaria en Nigeria evidencié una mayor frecuencia
de alteraciones en aquellos con bilirrubinuria y
urobilinuria en 30 y 10 % de los casos de malaria,
respectivamente, frente a 15y 5 % de los controles
(p< 0,05) (52).

El andlisis de orina en casos graves y agudos
de malaria por P. falciparum o P. vivax en dos
regiones de Colombia mostré que 22 % de los
pacientes presentaba orina oscura, alteracion que
se asocio con la disfuncion hepatica, la disfuncion
renal y la anemia grave. Ademas, en estos pacientes
se presentd hemoglobinuria (86 %), urobilinuria
(66 %), proteinuria (54 %), hematuria (43 %) y
bilirrubinuria (39 %); la proteinuria se asocio con la
disfuncion renal (33). Una forma poco frecuente de
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Cuadro 1. Parametros que incluye el analisis de orina*

Andlisis de orina y malaria grave

Caracteristica

Condiciéon normal

Causas de anormalidad

Aspecto Transparente Si hay espuma abundante o persistente se asocia a proteinuria o a
la presencia de sales biliares que modifican la tension superficial.

El aspecto turbio de la orina puede deberse a piuria, infecciones
bacterianas o fungicas.

Color Ambar Presencia de urocromos que no siempre representa un hallazgo
patolégico, ya que puede deberse a alimentos o interaccion con
medicamentos.

Ph Oscila a lo largo del dia Afectado por la dieta: proteinas y componentes acidos lo acidifican

entre 4,6-8,0 mientras que dietas ricas en citrato lo alcalinizan. Los valores extremos,
altos o bajos, pueden deberse a presencia de leucocitos o eritrocitos.

Gravedad Rango de normalidad para las Valores de 1.020 o mas se relacionan con pérdidas de agua corporal a

especifica tirillas de orina: 1.016-1.022 (56) partir de 4 % e indican deshidratacion; valores inferiores a 1.010 se han
relacionado con estados de adecuada hidratacion (58) o con alteracion en
los mecanismos de concentracion tubular o tubular e intersticial.

Proteinas Ausente (<10 mg/dl) La excrecion diaria entre 30 y 150 mg se define como microalbuminuria y
es un signo de enfermedad renal temprana.

Glucosa Ausente (<30 mg/dl) Hay glucosuria si la carga de glucosa filtrada supera la reabsorcién renal

Urobilinégeno

Bilirrubina

Nitritos

Leucocitos

Sangre

Ausente; puede estar en
pequefas cantidades (<1 mg/dl)

Ausente; puede encontrarse
en valores bajos (< 0,2 mg/dl)

Ausentes

Normalmente no
aparecen en orina

Ausente

(180 mg/dl); se asocia a diabetes mellitus, enfermedades del pancreas,
enfermedades hepaticas y sindrome de Fanconi.

Su presencia puede ser un indicador temprano del dafio del parénquima
hepatico, enfermedad hepatocelular y anemia hemolitica.

Su presencia se denomina coluria. La bilirrubina conjugada es soluble
en agua, por tanto los resultados positivos en la tirilla reactiva se

deben a esta bilirrubina y pueden observarse en pacientes con ictericia
obstructiva, dafio hepatico y cancer de pancreas o de conductos biliares.
La bilirrubina no conjugada, resultado de los diferentes procesos
hemoliticos, es insoluble en agua, no puede pasar a través del glomérulo
renal y no se ve representada en la tirilla reactiva.

Son producto de la reduccion bacteriana de nitratos urinarios a nitritos; la
mayoria de bacterias Gram positivas y Gram negativas pueden realizar
esta conversion, por lo que un resultado positivo en este parametro es
especifico para bacteriuria.

Los leucocitos excretados en la orina son casi exclusivamente
polimorfonucleares, neutréfilos y eosindfilos; la tirilla reactiva los detecta
por la actividad de la esterasa que poseen y detecta tanto leucocitos
lisados como integros.

La tirilla reactiva detecta eritrocitos completos, eritrocitos lisados y
hemoglobina por la actividad peroxidasa de los eritrocitos, reacciéon que
también puede ser catalizada por la mioglobina, por lo tanto un resultado
positivo puede indicar cualquiera de estos componentes biolégicos. La
prueba permite diagnosticar hematuria o hemoglobinuria y hemoglobina
libre (59).

*Tabla elaborada con base en los estudios de Campuzano y de Arbelaez (56,57)

alteracion en la orina se presenta en el sindrome
llamado “fiebre de aguas negras” (black water
fever), el cual se ha informado especialmente en
infecciones con P. falciparum, pero también con P.
vivax y P. malariae, y en sujetos con deficiencia de
glucosa-6 fosfato deshidrogenasa esta asociado
con el uso de antimalaricos del grupo de los amino-
alcoholes, como la quinina y la halofantrina (64).

Es una forma grave de la malaria debida a
la hemdlisis intravascular masiva, la cual se
manifiesta con hemoglobinuria, anemia, ictericia y
orina oscura (color negro) (65) y a menudo produce
lesion renal (64).

Proteinuria. Esta alteracién se ha reportado en
pacientes de Nigeria y Colombia (50,52,66); en
pacientes colombianos se informé 54 % de pro-
teinuria en un estudio que incluyé casos graves
y controles, la cual se asocid con disfuncién renal
(OR=2,5; 1,0-6,5) (33). En los pacientes con
lesién renal aguda la proteinuria es indicativa de
la progresién hacia nefropatia (33,37,42,67), y se
ha reportado que esta alteracion en presencia de
hematuria es sugestiva de enfermedad glomerular
(50,68). Se ha establecido que la proteinuria en
la malaria presenta un patrén glomerular intersti-
cial (67,69), lo cual podria explicarse por el dafio
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generado por el infiltrado linfocitario y por el depésito
de complejos inmunitarios, aunque esto Ultimo se
ha reportado poco (48,70).

En un estudio sobre la capacidad del analisis de
orina para detectar el dafio renal en pacientes con
malaria se concluye que la proteinuria es un factor
independiente de dafio renal, con una sensibilidad
de 88,2 % y una especificidad de 62,7 % (60).
Sin embargo, la proteinuria no se relacioné con el
nitrégeno ureico en sangre, lo cual probablemente
se explica por el estado hipercatabdlico asociado
con el desarrollo de la lesién renal aguda que se ha
descrito en casos de malaria (47,71).

Por otra parte, en un estudio en el que participaron
1.328 pacientes colombianos entre 5y 65 afios de
edad, se report6 la relacion entre la proteinuria y
un nivel de creatinina mayor de 1,5 mg/dl, coluria
y hemoglobinuria, lo que sugiere su papel como
marcador de disfuncién renal (50).

En Nigeria se evalu6 el comportamiento de la
funcién renal en nifios durante el ataque agudo
de malaria, y se encontr6 que la proteinuria se
presenté en 40 % de los pacientes en la fase
aguda de la infecciébn. Aunque no se relacioné
con una reduccién en la tasa de depuracion de la
creatinina, la cual fue mas baja durante la infeccion
aguda comparada con la fase de recuperacion, los
autores concluyeron que se daba un deterioro de la
funcion renal durante la fase aguda de la infeccién
en nifios (66).

Debe tenerse presente que la creatinina por si sola
no es el mejor indicador de lesion renal, y que se
cuestiona la utilidad de la clasificacion de la lesion
renal aguda basada en los valores de creatinina
debido a su falta de sensibilidad y especificidad
(72),ademéas de su tardia elevacion en los episodios
de dafo renal, llegando a niveles clinicamente
significativos una vez la tasa de filtracion glomerular
ha caido en 50 % (73). En este sentido, Hanson, et
al., no encontraron relacién entre la concentracion
de creatinina en san-gre y la mortalidad en pacientes
con malaria, pero si evidenciaron mayores valores
de nitrégeno ureico en sangre entre los pacientes
gue murieron (74).

En conclusion, la proteinuria en los pacientes
con malaria es un hallazgo que puede indicar
tempranamente la progresién de la infeccién hacia
nefropatia. Esta observacion es de vitalimportancia
si se tiene en cuenta que la falla renal aguda es
una de la principales causas de mortalidad en
los pacientes con procesos infecciosos graves
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(75,76) y que su lesion durante la sepsis, generada
por una serie de factores como la hipovolemia y
la hipotensién, es un fenbmeno comudn (77) y
potencialmente reversible (49).

Bilirrubinuria. Al final del ciclo eritrocitico de la
infeccion por Plasmodium spp se genera la ruptura
de los eritrocitos con esquizontes, hecho que se
relaciona con los paroxismos febriles propios de
la enfermedad (78). Sin embargo, la hiperbilirru-
binemia que se produce es generalmente leve, y
no causa ictericia intensa (23,79), posiblemente
porque la proporcion de eritrocitos infectados
suele ser baja y la parasitemia por si sola solo
explica hasta 10 % de la disminucion total del
hematocrito (80).

La bilirrubinemia a expensas de la bilirrubina
directa se puede explicar en el paciente con malaria
por la colestasis; al parecer la ictericia de origen
hepatocelular parece deberse a la supresion de la
excrecion de la bilirrubina (21). La bilirrubinemia
que se produce por la hemdlisis se da a expensas
de la bilirrubina indirecta, la cual no se detecta en
el andlisis de orina; pero este, en cambio, detecta
la bilirrubina directa (conjugada) debido a que esta
si atraviesa la barrera de filtracién glomerular (56).

En los pacientes con malaria se ha reportado
el incremento de la bilirrubina total y directa
(20,22,33,52,81), posiblemente debido a la con-
jugacion hepética (33). Esta hiperbilirrubinemia,
conjuntamente con el incremento de las transami-
nasas, es un marcador importante de la disfuncién
hepatica (33,82). Ante un aumento de la bilirrubina
directa, la respuesta fisiolégica esta orientada
a incrementar su excrecion (83). Se ha descrito
que la bilirrubina directa puede ser toxica para las
células del epitelio tubular renal, con el paulatino
deterioro de la funcion del érgano que favorece
la acumulacién de bilirrubina en sangre, lo cual
perpetla el ciclo de dafio (84).

La bilirrubinuria, o coluria, se explica entonces por
la bilirrubina directa y se ha reportado en 14 a 28 %
de los pacientes con malaria (13,33,52), y se la ha
asociado con la presencia de orina oscura (33);
asimismo se ha correlacionado positivamente con
la parasitemia (85).

Hematuria, hemoglobinuria y mioglobinuria. Desde
el punto de vista clinico, la hematuria puede
presentarse por alguna de estas causas: dafio
glomerular, dafio renal no glomerular o por san-
grado en zonas de las vias urinarias diferentes al
rifidn (hematuria urolégica). El dafio glomerular
se manifiesta con la presencia de proteinuria
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significativa y eritrocitos dismorficos; en el dafio
renal no glomerular se presenta la proteinuria no
asociada con eritrocitos dismérficos o cilindros
eritrocitarios, y la hematuria urolégica no se asocia
con eritrocitos dismorficos, cilindros eritrocitarios o
proteinuria significativa (57). El sedimento, ademas
de indicar el origen de la hematuria, también es
util para saber si hay presencia de necrosis tubular
renal (86), que es el hallazgo histologico mas
comun en la lesién renal en el paciente con malaria
(38,39,45).

La presencia de hemoglobinuria se ha relacionado
con el dafio renal en la malaria (51,61,62); la
presencia de sangre en el analisis de orina (en
cualquiera de las formas detectadas por la tirilla
reactiva), se ha reportado entre 15y 44 % de los
pacientes con malaria (50,52,87). Se ha reportado
que los valores de hematuria son mas altos en
pacientes con lesion renal; en la India la presencia
de hematuria registré una sensibilidad de 94,1 %y
una especificidad de 90,8 % para la deteccion de la
lesion renal aguda, ademas de tener una relacion
estadistica con niveles mas elevados de nitrégeno
ureico en sangre y de creatinina (60).

La frecuencia informada de hematuria en diferen-
tes estudios no guarda relacion con la especie
de Plasmodium. En Nigeria se encontré que la
frecuencia de hematuria fue significativamente
mayor en pacientes con infeccion por P. falciparum
comparada con otras especies (52). En la India,
8,3 % de pacientes infectados con P. falciparum y
el 8,2 % con P. vivax presentaron hemoglobinuria
(88), mientras que en pacientes colombianos la
hemoglobinuria fue mayor con P. vivax (19,6 %)
gue con P. falciparum (1,9 %) (50). Esta variabilidad
puede deberse a que se suman los datos de
pacientes con malaria grave y sin ella y no se
excluyen las comorbilidades que pudieran explicar
las diferencias.

La hemoglobinuria y mioglobinuria se pueden pre-
sentar en condiciones como las anemias hemoliticas
gravesy las lesiones musculares (34), condiciones
gue pueden ocurrir en el paciente con malaria. La
mioglobinuria se ha reportado como causante de
la orina oscura (51,89,90) y la lesién renal en la
malaria (91-96). La rabdomiolisis es una condi-
cion poco informada en la malaria; se ha descrito
tanto en la infeccion con P. vivax como en la
causada por P. falciparum (90,97) y poco se sabe
de su patogenia. Sin embargo, se especula que
la obstrucciéon microcapilar podria tener un papel
muy importante (98).

Andlisis de orina y malaria grave

Urobilinégeno. La presencia de urobilinégeno en la
tirilla reactiva indica la presencia de una lesion en
el parénquima hepatico (56), y se lo ha relacionado
con alteraciones en los marcadores de la funcion
hepatica. Aunque este parametro del andlisis de
orina no ofrece mayor informacién que la que apor-
taria un cuadro clinico sugestivo de lesion hepéatica
(99), si puede ser muy util cuando esta no esta
presente. La orina alcalina aumenta la depuracion
del urobilinégeno, y ello puede ser la causa del
resultado de falso positivo (56).

En la malaria se ha reportado una incidencia de
urobilinuria de hasta 41 % (33,52), lo cual se ha
relacionado con la orina oscura (33).

Leucocituria. La leucocituria es muy especifica de la
infeccion en las vias urinaria, sin embargo, presenta
poca sensibilidad; su presencia concomitante con
la de nitritos es un indicador de infeccion. A pesar
de esto, los nitritos pueden dar resultados negativos
por multiples razones, entre ellas, que la bacteria
carezca de la enzima que cataliza la conversion de
nitratos a nitritos (57). En un estudio en Nigeria,
la piuria se informé en 41 % de los pacientes con
malaria, frecuencia sin diferencia significativa en
comparacion con los pacientes sin malaria (32 %)
(52); resultados similares se informaron en Sudan,
en donde 77 de 331 (23,3 %) pacientes con
malaria presentaron piuria, porcentaje parecido al
de pacientes febriles sin malaria (24,5 %) (100).

Uno de los patrones clinicos de la lesion renal en
el paciente con malaria es el desarrollo de nefritis
intersticial aguda, la cual, si bien se ha reportado
en modelos animales luego de la vacunacion con
antigenos de P. falciparum (101,102), no se ha infor-
mado como una lesién aislada en pacientes con
malaria por P. falciparum sino asociada a necrosis
tubular aguda y lesion glomerular (48,103,104). Se
ha informado leucocituria en pacientes sin malaria
pero con nefritis intersticial aguda (105,106),
alteracion que se informado hasta en 82 % de
los pacientes con nefritis intersticial inducida por
farmacos (105).

Varias enfermedades tropicales, entre ellas algu-
nas infecciones parasitarias, se han asociado con la
piuria estéril (107), y las infecciones por Plasmodium
podrian estar relacionadas con esta alteracion; sin
embargo, se necesitan mas investigaciones que
aclaren su significado, puesto que la leucocituria
puede indicar un amplio rango de condiciones,
desde la nefritis intersticial hasta las infecciones de
las vias urinarias.
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Otras alteraciones. Se han descrito otras altera-
ciones en el analisis de orina en la malaria, como
la presencia de cetonas y nitritos (52,63,66,85), y
se ha visto que presentan una correlacion posi-
tiva con la parasitemia (85), pero no es claro
su significado.

El estudio mas reciente en Colombia se llevo
a cabo con 620 pacientes de malaria por P.
falciparum o P. vivax (108), y en él se observaron
interrelaciones entre diversas variables del analisis
de orina que indican el compromiso simultaneo de
O6rganos con alteraciones metabdlicas durante la
malaria. Las alteraciones mas frecuentes fueron
la bilirrubinuria, la proteinuria, la urobilinuria y
el aumento de la densidad especifica. Algunas
de estas alteraciones fueron mas frecuentes en
pacientes graves; la proteinuria y la bilirrubinuria se
asociaron estadisticamente con la disfuncion hepa-
tica y la renal, y la cetonuria con las alteraciones
neuroldgicas. En general, la urobilinuria se rela-
ciond con un mayor riesgo de malaria grave.

Si bien las alteraciones en la orina se han relacio-
nado con lesiones especificas y pueden advertir
sobre el desarrollo de la malaria complicada, su
diagndstico se confirma mediante marcadores séri-
cos como la creatinina, en el caso de la lesién renal
(109), o la bilirrubina sérica y las transaminasas
en el caso de la ictericia secundaria (9,110). Las
alteraciones en el analisis de orina en el paciente
con malaria constituyen signos clinicos de peligro,
cuya aparicion nos informa de la evolucién de la
enfermedad hacia una condicién complicada (11),
especialmente por el reconocimiento de la disfun-
cién hepatica y la renal, complicaciones frecuentes
en la malaria, pero también de otras lesiones como
la hemdlisis y la rabdomiolisis segun los estudios
incluidos en esta revision.

Son pocos los estudios publicados que utilizan el
analisis de orina como herramienta diagnéstica en
los pacientes con malaria, o que valoran su utilidad
para detectar las lesiones de 6rgano. Este examen
es un método diagndstico de facil aplicacion
en la consulta externa e, incluso, en pacientes
hospitalizados, y permite la deteccién oportuna
de diferentes lesiones en el paciente con malaria,
contribuyendo asi a la reduccién de la morbilidad
grave y la mortalidad.
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IN MEMORIAM

Francisco de Paula Rodriguez
1945-2017

Carlos Arturo Hernandez

Revista Biomédica, Instituto Nacional de Salud, Bogot4, D.C., Colombia

El pasado 27 de julio fallecié en Bogota el sefior
Francisco de Paula Rodriguez Lesmes después
de una penosa enfermedad que sufri6 durante
los ultimos cinco afios. Le sobreviven su esposa,
Myriam Gabanzo, y sus hijas Diana Ivonne y
Madnica Estefania.

Pachito, como era llamado carifosamente por
familiares y amigos, adelantd parte de sus estudios
de secundaria en el Instituto San Bernardo de los
Hermanos Maristas y se gradu6 de bachiller en el
Colegio Winston Churchill en 1966. Ingresé a la
Escuela de Arte de la Fundacion Universidad de
Bogotéa “Jorge Tadeo Lozano” en donde obtuvo el
titulo de “Experto en Disefio Grafico”. Inicialmente
trabajé en dibujo y montaje en Lito Siglo XX en
donde permanecio siete meses. El 1° de agosto de
1972 ingresé como “Auxiliar de Artes Graficas”, al
Grupo de Imprenta y Publicaciones de la Seccién
de Servicios Generales de la Division Administrativa
del Instituto Nacional para Programas Especiales
en Salud, INPES, bajo la coordinaciéon de Carlos
Alberto Rosas Rozo; posteriormente fue nombrado
“Dibujante I-7".

Francisco siempre buscé mantenerse actualizado
en los cambios que se iban presentando en el
campo de las artes gréaficas para lograr un mejor
desempefio en sus labores en el Instituto. En
1982, se entrené en Diagramacion Editorial en
“Profesionales Graficos”; mas tarde, en 1990, y
acorde con los avances mundiales en el campo
de las publicaciones en todo lo relacionado con la
diagramacion digital, estudié los programas Page
Maker y Free Hand. Mas tarde, Pachito tomo el
curso sobre los avances en preprensa digital que
dicto el Instituto para la Formacién y el Desarrollo
Tecnoldgico de la Industria Gréafica (IFTAG) de la
Asociacion Colombiana de Industrias Graficas
(Andigraf). En 1998, cuando la revista Biomédica
empez6 a formar parte del proyecto SciELO
(Scientific Electronic Library Online) de la Biblioteca
Virtual en Salud de la Organizacion Panamericana
de la Salud, se entrend en la metodologia de esta
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plataforma virtual en el curso dictado en las instala-
ciones de la Universidad Colegio Mayor de Nuestra
Sefiora del Rosario.

El disefio editorial original de la revista Biomédica
fue hecho por Francisco, al igual que las modi-
ficaciones que sufrio la caratula de la revista al
incorporar una fotografia en su caratula; siempre
fue su publicacion predilecta y le dedicaba todo
su esfuerzo y empefio. Posiblemente, es la Unica
otra persona que conozco que se leia concien-
zudamente todos y cada uno los articulos que se
publicaban, al punto que hubo ocasiones en que
‘respetuosamente’ me decia que ‘creia’ que se nos
habia pasado un error en una palabra mal utilizada
0 mal acentuada, o en una oracion mal punteada
o ininteligible.
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Ademas de sus habilidades y conocimientos en
diseno grafico, Pachito dedicaba sus ratos libres
a la pintura y a la fotografia, y su talento fue
reconocido en varios concursos de empleados
oficiales a nivel nacional. Infortunadamente, nunca
guiso compartir su obra con sus compafieros de
labores y la reservé para sus seres queridos y para
aquellos cercanos a su entorno familiar, en cuyos
hogares reposan dichos aportes artisticos.

Es una lastima que el Instituto Nacional de Salud
no tenga en su haber una condecoracién o un reco-
nocimento especial para aquellos funcionarios que
han dado lo mejor de si mismos por mantener la
excelencia de un producto del Instituto. Sila hubiera,
Pachito deberia ser uno de sus recipendarios, pues
gracias a su teson y entrega el pais cuenta con
documentos tales como los informes de los dos
estudios nacionales de salud, la revista Biomédica,
el Informe Quincenal Epidemioldgico Nacional en su
forma impresa, el libro de Microscopia electronica

de la infeccion viral y el de Lepra, el libro publicado
para la celebracion del octagésimo aniversario:
Instituto Nacional de Salud, 1917-1997: una historia,
un compromiso, los de violencia intrafamiliar, el
boletin Neumococo, los afiches de los multiples
encuentros nacionales e internacionales realiza-
dos en el Instituto y hasta las etiquetas de vacunas,
sueros y otros productos biolégicos.

Siempre lo recordaremos como una persona seria,
entregada a su trabajo, adusta, que disgustaba de
los halagos a su labor y que no expresaba admira-
cién por algun logro de alguien si creia que no se
lo merecia. Fue mucho lo que nos ensefié con su
ejemplo y con su accionar. Nuestros mas sinceros
agradecimientos por todo esto y por todo lo que no
se ha mencionado de él.

Paz en sutumbay loor a la integridad y la entereza
demostrada en todo lo que emprendié en su vida
familiar y en su trabajo.
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al continuo avance de la revista.

Abad Esteban
Ahumada Martha Liliana
Alarcon Belkisyolé
Alave Jorge Luis

Aldana Elis

Alvarez Carlos
Alvis-Zakzuk Nelson José
Arango Magnolia
Aravena Pedro
Arboleda Margarita
Argote César Arturo
Avristizdbal Chantal
Arroyo Barbara Julia
Arteaga Claudia
Arteaga Griselda
AtehortGia Sara Catalina

Bancalari Aldo
Bejarano Eduar Elias
Bermudez Olga Maria
Bermudez Sonia
Bernal Jennifer

Beron Corina Marta
Blanco Luis Camilo
Blanco Pedro

Bonifaz Alexandro
Borges Adolfo

Boshell Jorge
Brenner Pola

Bricefio Ignacio
Brochero Helena
Buendia Jefferson Antonio

Cabrera Olga Lucia
Céceres Omar Alberto
Calao Clelia Rosa
Calderén Claudia
Camacho Marcela
Camargo Maria Constanza
Camou Teresa
Campo-Arias Adalberto
Cano Carlos

Cantillo Omar

Céardenas Rocio

Cardona Nora

Carracedo Angel

Carrasco Sira
Carrasquilla Maria Cristina
Carrillo Ana Julia

Carrillo Gloria Mabel
Cartier Luis

Carvajal José Joaquin
Carvajal Rocio

602

Castafio Jhon Carlos
Castafio Oscar Mauricio
Castell-Rodriguez Andrés Eli
Castillo Jorge Alejandro
Cattana Maria E.
Cepeda Magda
Chaparro Jacqueline
Chaparro Pablo Enrique
Chaves Luis Fernando
Colombo Valeria
Cérdoba Lucas
Cérdoba Rodrigo
Cérdoba Susana
Cordovez Juan Manuel
Correa Adriana

Correa Margarita M.
Cortés Edgar

Cortés Jorge Alberto
Corti Marcelo

Cristale Joyce

Cuervo Francisco
Cuervo Patricia

Cuervo Sonia Isabel
Cuevas Miguel

da Silva Rodrigo Cay6
Dantur Juri Maria Julia
Del Castillo Sara
Devera Rodolfo

Diaz Francisco Javier
Diaz Sonia

Dorairaj Syril K.
Duque Jonny Eduardo

Echeverry Jairo

Escobar Jesus Eduardo
Espinal Paula

Esteban Lyda

Esteve-Gassent Maria Dolores
Estrada Santiago

Feliciangeli Dora
Fernandez Luis René
Figueras Josep
Flérez Astrid Carolina
Franco Roberto

Fuya Patricia

Gallego Liliana
Gamarra German
Gamonal Jorge

Garate Teresa

Garcia José
Garciaherreros Plutarco
Gomez Betty

Gomez Carlos
Goémez Héctor
Gomez Jorge Enrique
Gomez Julio Cesar
Gonzalez Ana Julia
Gonzalez Francisco
Gonzalez Maria Elena
Guerrero Rafael
Gugliemonne Alberto
Guhl Felipe

Gutiérrez Javier
Gutkind Gabriel

Herazo Edwin

Herrera Manuela
Hidalgo Marilyn

Hoyos Richard

Ibarra Carlos

Jiménez Ménica Marcela
Komar Nicholas

Laplana Marina
Llerena Claudia Regina
Lépez José Julian
Lépez Juan Javier
Lépez Marcos

Lépez Paulina

Lorenz Camila

Mafla Ana Cristina
Maisanaba Sara
Maldonado Maria Elena
Mantilla José

Marino Susana
Marquez Margarita
Marquez Maria Elena
Martin Javier
Martinez Abisai
Martinez Ernesto
Martinez José William
Martrat Eulalia Ros
Mattar Salim

Mayorga Rubén
Meléndez Ivan
Méndez Jonh Jairo
Miranda Jorge

Molina Darjaniva
Molina Edgardo
Molina Jorge
Moncada Ligia Inés
Monroy Carlota
Montoro Ernesto
Mougabure-Cueto Gastén



Moya José
Munstermann Leonard
Mufioz i-Navarro Roger
Mufioz-Almagro Carmen
Murcia Martha Isabel
Muskus Carlos

Narvéaez Javier

Nava Gerardo
Navarrete Myriam Lucia
Navarro Edgar

Ocampo Clara

Ochoa Maria Teresa
Olano Juan Pablo
Olano Victor

Ofiate José Millan
Orozco José

Ortiz Roberth Alirio
Ospina Sigifredo
Pallares Christian
Palmero Domingo Juan
Papale Rosa Maria
Pardo Liz Carolina
Parra Gabriel Jaime
Pérez Ana Paula
Pérez Luis Alfonso
Picotto Leandro Daniel
Pineda Nicolas

Porras Alexandra

Possani Lourival Domingos

Pradilla Gustavo
Prieto Luz Marina
Puerto Gloria
Puppo Corina

Quintero-Martinez Diana Carolina
Quifiones Martha Lucia

Ramirez José Luis
Ramén Daniel
Restrepo Berta Nelly
Reyes Enrique

Ribon Wellman
Ritacco Viviana

Rivas Fabio

Rivera Diana Patricia
Robledo Jaime
Robledo Sergio
Rodriguez Gerzain
Rodriguez Leocadio
Rodriguez-Bataz Elvia
Rodriguez-Villamizar Laura
Rojas Juan Pablo
Roman Gustavo
Romanelli Hugo
Romo-Gonzalez Carolina
Rossi Gustavo C.
Rubio-Palis Yasmin
Rueda Blanca

Ruiz Raiza

Sabogal Amparo Liliana
Saez Amadeo
Salazar-Sanchez Lizbeth
Sans Moénica
Santacoloma Liliana
Santamaria Erika
Santibafiez Sonia
Sarmiento Diana
Sarria-S. Fabio

Seija Verénica
Sepulveda Juan Carlos
Sierra Pilar

Silva Federico

Silva Nora

Silva Telles Maria Alice
Stashenko Elena
Strottmann Daisy
Suérez Martha Cecilia

Téllez Juan Luis
Torres Ana Forero
Torres Carlos
Torres Carolina
Torres Mariela
Trejo Ruby
Trigoso Christian

Uribe Sandra
Usme José A.

Valarezo Paul

Vallejo Gustavo
Velandia Myriam
Vélez Ivan Dario
Vélez Lazaro

Vesga Juan Fernando
Vivero Rafael

Walteros Diana Marcela
Yepes Ismael
Zamora Mireya

Zapata Juan Carlos
Zuiiga Clemente

603



Biomédica

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

Volumen 37, nimeros 1, 2, 3, 4, suplementos 1y 2

Abril Lina Alejandra, 466

Acosta Claudia Patricia, 191
Agudelo Carlos Andrés, 62
Agudelo Paola, 62

Agudelo Yuli, 62

Agudelo-Flérez Piedad, 486
Aguilar-Jiménez Wbeimar, 267
Aguifiiga Itzen, 571

Alarcén Angela, 507

Alba Sandra, 516

Alcala Lucas, s2-180

Almaguer Michel, 452

Almirén Walter Ricardo, s2-67
Alvarado Uriel, s2-167
Alvis-Guzman Nelson Rafael, 397
Alvis-Zakzuk Nelson José, 397
Alzate-Carvajal Catalina, s1-43
Allassia Sonia, 164
Andrade-Ochoa Sergio, s-224
Angulo Victor Manuel, 42, 68, 274
Aranibar Ménica, 164

Araque Maria, 209

Arciniegas Antonio J., s1-57
Arévalo Luisa Leonor, 308

Arias Gerson Fitzgerald, 353
Arias Gerson, 466

Arias JesUs, 34

Arias-Murillo Yazmin, 175, 184
Ariza-Araljo Yoseth, s2-59

Aroca Gustavo, 260

Arrieta Katherine Margarita, 308
Arrivillaga-Henriquez Jazzmin, s2-83
Arroyave Esteban, s1-75
Artunduaga Jhon Jhamilton, 11
Astorga Mixtli, s2-77
Astudillo-Garcia Claudia Iveth, 368, s1-92
AtehortGia Santiago, 62
Avendafio-Tamayo Efrén, 486
Avila Boris Santiago, 561

Badel-Mogoll6n Jaime, s2-106
Barbosa Claudia Viviana, 378
Barrera Sebastian, 590

Bascufian Priscila, s2-98

Bayona Brayan, 184

Bedoya César, 425

Bedoya Gabriel, 267, 486, s2-143
Bejarano Eduar Elias, s2-187
Beltran-Duran Mauricio, 175, 184, 361, 473
Benavides Elizabeth, 416

Benitez Washington, s2-83
Benjumea Maria Victoria, 526
Bermidez Maria Isabel, 361
Bernal-Vargas Monica Alejandra, 104
Berrio Maritza, 361

Bertolotti Maria Alejandra, s2-67
Blanco Pedro J, s1-75

Bonilla Mauricio, 507

Borda Miguel German, s1-57

604

indice de autores

Botero Javier E. , 516

Botero Miguel, 79

Bricefio Ignacio, 548

Brochero Helena Luisa, s2-124, s2-180,
s2-201

Buelvas Lina Patricia, 250
Buitrago Giancarlo, 353

Bustos Ingrid Gissel, 466
Bustos José, s1-20
Bustos-Véazquez Eduardo, s1-92

Cabanzo Wilson, s2-41

Cabello Agueda, 158

Cabezas Laura, s2-41, s2-193
Cabrera Olga Lucia, s2-15
Caceres Abraham G., s2-167
Céceres-Rey Omar, s-208
Cagnolo Susana Raquel, s2-67
Caicedo Diana Maria, s2-59
Caicedo Diana, 341

Calderén Maria Angélica, 131, s2-193
Calvopifia Karina, 233

Camacho Alejandro D., s-224
Camelo Nathalia, 466

Campo Omer, 486
Cano-Gutiérrez Carlos, s1-57
Carranza Julio César, s2-167
Carrasquilla Gabriel, 34, s2-180
Carrasquilla Maria de los Angeles, 397
Carrefio Aurora L., s2-50

Carvajal Carlos, 53

Casas Maria Consuelo, 22
Casas-Vargas Andrea, 548
Cassiani-Miranda Carlos Arturo, s1-112
Castafieda Laura, 62
Castafieda-Porras Oneida, 218
Castarfio Carlos Felipe, s1-86
Castafo Martha, 416

Castafo Sandra, s2-135 s2-155
Castellanos Jaime Eduardo, 131, s2-193
Castellar Anais, s1-75

Castillo Gilberto, 516

Castro Claudia, 86
Castro-Cardozo Betsy, 353
Caycedo Alexandra, 507

Comité Editorial, s2-12

Contreras Adolfo, 516

Contreras Maria Angélica, s-215
Coronel-Ruiz Carolina, s2-193
Correa Luis Alfonso,

Correa Margarita M., s2-98
Correa-NUfez German H., s-208
Cortés Jorge Alberto, 79, 104, 353
Cortés Sebastian, s2-180
Covarrubias Karen, s2-77

Cruz Adriana, 416

Cuadros Juliana, s2-50

Cuartas Daniel Elias, s2-59
Chacon-Duque Juan Camilo, 486

Chaparro-Olaya Jacqueline, 131

Dadan Silvana, 315

Dadé Martin, 324

Davila Fabian Antonio, 466
Davila Lorena, 111

Davila Victoria, 303

Daza Wilson, 315

De Assis Dalva, 158

De las Salas Roxana, s1-33
del Rosario Herrera Andrea, 498
Delgado Ligia Victoria, s1-12
Diaz Airleth Sofia, s-201

Diaz Francisco J., s1-75

Diaz Lizbeth, s2-77

Diaz Sara Lucia, 498
Diaz-Agudelo Daniela, s1-33
Dominguez Vanihamin, 571
Donado Jorge Hernando, s1-86
Duarte Carolina, 390, 473
Duque Jonny E., s2-50

Echandia Carlos, s1-51
Echeverria Gustavo, s2-83
Echeverri-Toro Lina Maria, 62
Echeverry Ghisliane, 341
Echeverry Maria Clara, 538
Egea Eduardo, 260

Enriquez Sandra, s2-83
Ercilla Guadalupe, 184
Escanddn-Vargas Kevin, 299
Escobar-Pérez Javier Antonio, 353
Esteban Lyda, 42, 68

Fachin Luis A., s2-167

Fang Luis, 260

Fernandez Carlos M., 425, 452

Fernandez Hugo, 516

Fernandez-Nifio Julian Alfredo, 368,
s1-92

Ferrer Elizabeth, s1-66

Figueroa Roger, 341

Flérez Astrid Carolina, 361

Flérez Ménica, 68

Franco Diana L., 8

Franco Sergio, s1-12

Franky Mabel Patricia, 498

Galaviz-Silva Lucio, 333
Galeano Rosa, 158

Gallego Sara, 516

Garavito Gloria, 260

Garcés Jhonny, s2-59
Garcés Juan Pablo, 416
Garcia Diana, s2-180

Garcia Liliana Torcoroma, 200
Garcia Maylen, 425
Garcia-de Viedma Dario, 233
Garzén Ruth, 119

Giraldo Natalia, s1-12
Girén-Callejas Amalia, 460
Gomez Alberto, 22, 548



Gomez Luis Alberto, s1-121
Gomez Natalia, 368

Gomez Verdnica Jhajaira, 397
GoOmez-Palacio Andrés, s2-135
Gonzales Lizandro, s2-167
Gonzélez Javier Mauricio, 303
Gonzélez Luis, 111

Gonzélez Luz, 260

Gonzéalez Maria Nilse, 473
Gonzéalez Nubia, 498

Gonzéalez Ranulfo, s2-124
Gonzéalez-Jurado José Antonio, 408
Gonzéalez-Uribe Catalina, s-201
Grijalva Marcelo, 233

Group of Implementation of Fluorescence

Microscopy, 164
Gualtero Sandra Milena, 466
Guarnizo Pilar, 260
Guerra Beatriz Elena, 200
Guevara Marco, s1-75
Guna Remedios, 233
Gunia Alba, 164
Guzman Miguel A., 290, 295

Henao Enrique, s2-155
Herazo-Bustos Mariana Isabel, s1-112
Hernandez Javier Augusto, 444
Hernandez John Camilo, s1-86
Hernandez José Mauricio, 397
Hernandez Juan Carlos, s1-121
Hernandez Olga Helena, s1-12
Hernandez-Carrillo Mauricio, s1-112
Herrera Andrea, 361

Herrera Diana, 233

Herrera Monica Tatiana, 11

Hidalgo Andrea Melissa, 473

Hidrén Alicia, 62

Higuera Michelle, 315

Huiza Alina, s2-167

Iglesias Antonio, 260

llinait Maria T., 452
llinait-Zaragozi Maria Teresa, 425
Imaz Maria, 164

Jaimes Fabian, 53

Jaramillo Juan Felipe, 526, s2-41
Jaramillo Nicolas, 274

Jerez Elsy, 111

Jiménez Modnica Marcela, 34
Jiménez Patricia, 233

José Diego Fernando, 466
Jurado Leonardo F., s1-10

Kouznetsov Vladimir V., s2-50

Lara Camilo Andrés, 444

Lardén Marita, s1-104

Leal Aura Lucia, 353

Levis Silvana, s1-75

Licon Angel, s2-77

Lizarazo Fredy Eberto, s2-27
Londofio Andrés F., s1-75
Lopera Moénica Maria, 577
Lopez Guillermo, 260

Lopez Myriam Consuelo, 368
Lopez Ronald, s2-15
Lopez-Casas Juan Gonzalo, 145
Lépez-Quiroga Angela Johana, 218

Lépez-Rubio Andrés, s2-143
Luna Liany Johanna, 200
Luna-Caipo Deysi, s2-167
Llerena Claudia, 28, 86, 96

Machado-Alba Jorge Enrique, s1-43
Machado-Duque Manuel Enrique, s1-43
Madrid Camilo Alberto, 303
Malagon Clara, 260

Marin Johana, 538

Marin Jorge Alonso, 150
Marin-Cuero Darly, s1-51
Martinez Axel, 460

Martinez Genny, s2-59

Martinez Gerardo F., 452
Martinez José Alejandro, s2-77
Martinez Mancel, 507

Matiz Maria Inés, s2-41, s2-193
Medina Jhon, s1-20

Medina Raquel, 28

Mejia Ana Maria, 538, s2-155
Mejia-Villatoro Carlos, 460
Méndez César, 498

Méndez Fabian, 341, s2-59
Mendigafia Fernando Antonio, s2-27
Mendizabal-Burastero Ricardo, 460
Mendoza-Urbano Diana, s1-51
Mestorino Nora, 324

Millan Beatriz, 209

Mojica Julian, s1-20

Molina Jorge Alberto, s2-7
Molina-Garza Zinnia J., 333
Montes José Mauricio, 42
Montesino Ana Milena, s2-187
Montoya Carolina, s2-98
Montoya Gladis, s1-121

Morales Liliana, 131

Moreno Freddy, 516

Moreno Jaime, 390

Moreno Leticia, 571

Moreno Sandra, 516

Moreno Yaneth, s2-77
Morocoima Antonio, s1-66
Mufioz-Zuluaga Carlos A., 299
Murcia Martha, 96

Murillo Olga Lucia, s2-27

Muskus Carlos Enrique, 378, 538

Narbona Eduardo, s1-104
Navarro Juan Carlos, s2-83

Nevarez-Moorillon Guadalupe Virginia, s-224

Nocua-Béaez Laura Cristina, 353
Nogueda-Torres Benjamin, s-224

Ocampos Sandra, 158

Ojeda Andrea, 158

Olano Victor Alberto, s2-41, s2-193
Olaya Patricia, 22

Olivieri Rommy, s1-20

Olmos Carlos, 260
Ondo-Méndez Alejandro, 119
Orobio Sandra, s1-51

Orobio Yenifer, 416

Orozco Luz Yaneth, 378
Ortega Mayra Alexandra, 150
Ortega Oscar, 119

Ortiz Claudia Cristina, 11

Ortiz Johan, s1-20

Osorio Edelmiro Santiago, 571
Osorio-Arango Karime, 175, 184
Ospina-Martinez Martha Lucia, 441
Ospina Sigifredo, 62

Ovalle Maria Victoria, 473
Ovalle-Guerrero Maria Victoria, 353
Overgaard Hans J., s2-41

Pabon Adriana, 378

Pacheco Carlos, 53

Pacheco José Armando, 150
Pacheco Miguel Alfonso, s2-124
Pacheco Oscar, 507

Pachén Edwin, s2-27

Padilla Carlos P., s2-167
Padilla Julio César, s2-7, s2-27
Padrén Karla, 111

Palacios Paola Andrea, 390
Palomino-Devia Constanza, 408
Pardo Raul, s2-7, s2-15
Pardo-Turriago Rodrigo, s1-5
Pareja Maria José, 466

Parra Beatriz, 516

Parra José Hernan, 526
Parra-Henao Gabriel, 274, s2-106
Patifio-Restrepo José Félix, 5
Pedrozo Maria Esther, 158
Penagos Sara, 62

Pefia Miguel, 341, s2-59

Pérez Maria Alejandra, 444
Pérez-Anibal Eduard, s1-112
Pérez-Barrera Jorge, s2-83
Pérez-Doria Alveiro, s2-187
Pérez-Lago Laura, 233
Pérez-Pérez Juliana, s2-155
Perurena Mayda R., 452

Poggi Susana, 164

Porter Charles, s2-143, s-215
Poveda Ana, s2-83

Prieto Franklyn, 175

Puerto Gloria, 86

Quintero Juliana, s2-180
Quiroga Andrés Javier, 191
Quirés-Gémez Oscar, 274

Ramirez Carolina, 561

Ramirez Faiver, 62

Ramirez Maria del Pilar, 22
Ramirez Ruth, 486
Ramos-Parraci Carlos Alberto, 408
Restrepo Berta Nelly, 486
Restrepo Carlos, 62

Restrepo Carolina, s2-155
Restrepo Catalina, 303

Restrepo Cristian Andrés, 368
Reyes Marlene, 68

Reyes Patricia, 368
Reyes-Montafio Edgar Antonio, 238
Reyes-Ortiz Carlos, s1-57
Ricardo Alba, 86

Rincon-Cortés Clara Andrea, 238
Rivera Hernan Mauricio, s1-121
Robayo Adriana, 175

Robledo Jaime, 397

Rodas Juan D., s1-75

Rodriguez Gerzain, 147, 286

605



Rodriguez José Vicente, 548
Rodriguez-Figueroa Laura, s2-106
Rodriguez-Vega Federico, 79
Rodriguez-Zabala Julian, s2-98
Rojas Carlos, 233

Rojas Christian, s1-51

Rojas Winston, 486
Rojas-Jaimes JesUs E., s-208
Rojas-Palomino Nyshon, s-208
Rojo Radl, s2-155

Romero Liza M. , 548

Romero Vanessa, s2-83
Roncancio-Villamil Gustavo, 303
RuUa-Uribe Guillermo L., s2-155
Rubiano Luisa Consuelo, 416
Rueda Natalia, 444
Ruelas-Llerena Nancy, s2-167
Rugeles Maria T., 267

Ruiz Miguel Angel, 368

Saavedra Sandra Yamile, 353, 473
Salazar Angela Skantria, 368
Salazar Liliana, 299

Salmen Siham, 111
Samper-Ternent Rafael, s1-57
San Juan Javier L., 452
Sanabria Olga, 390

Sanabria William H., s2-155
Sanchez Isaura Pilar, 150
Séanchez Ricardo, 104
Sanchez Sunny, 425

Séanchez Susi Daniela, 466
Sanchez Yasmin, s1-20
Sanchez-Torres Luvia E., s-224
Santa Fernando, s2-41

Santos Oscar, 22

Sarmiento Diana, s2-41
Segura Laura Maria, 368

606

Sierra-Torres Carlos H., 191
Silva Edwin, 466

Silva Margarita, 548
Simancas-Pallares Miguel, 308
Solérzano Eduvigis, 111
Sotelo Aura Isabel, s-201
Stenstrom Thor-Axel, s2-41
Suarez Marcial, s2-167
Suéarez Marco F., s2-15
Suaza Juan D., s2-143, s-215
Suaza-Vasco Juan, s2-135

Tabares Juan Hember, 368
Thomas Leslie, 8

Tobon Angela, 79
Toboén-Castaro Alberto, 590
Togneri Ana, 164

Toquero Manuel, s1-66
Toro-Gonzéalez Gabriel, s1-9
Torres Angela, 68

Torres Beatriz, 571

Torres Isabel Cristina, 466
Torres Moisés Ulises, s1-12
Torres Rodrigo Gonzalo, 11
Torres-Mufioz Javier, s1-51
Torres-Torres Fernando, 218
Trespalacios Alba Alicia, 191
Triana Omar, 538, s2-135, s2-155
Tufiogue José R., s2-167

Uberos José, s1-104

Ulvedal Carolina, s2-67

Uribe Carlos Santiago, s1-26

Uribe Luis Guillermo, 444

Uribe Sandra, s2-135, s2-143, s-215
Urrea Daniel, 538

Uruefa Piedad, s1-12

Usaquén William, 548

Valbuena Angélica, 96
Valbuena Tania, 507
Valderrama Eliana, 62

Vallejo Gustavo Adolfo, s2-167
Varela Yasmin, 209

Vargas Sandra, s2-41

Vargas Sergio Alberto, s1-26
Vargas-Hernandez Maria Camila, s1-112
Vasquez Daniel, 516

Vega Jorge A., 267
Vega-Castro Nohora Angélica, 238
Velandia Myriam L., 131, s2-193
Velar Rosario E., 452

Velasco Harvy Mauricio, 250
Velasco Tania Katherine, 200
Vélez lvan Dario, s2-143, s-215
Ventura Gladis, s2-167

Vera Mauricio Javier, s2-27
Verbel-Vergara Daniel, s2-187
Vergara José Gabriel, s2-187
Villa Pablo, 62

Villegas-Ospina Simén, 267
Vivero Rafael J., s-215

Vizcaino Viviana, 22

Warburg Alon, s2-83
Wilches Myriam Rocio, 498
Wolff Lidia, 164

Yax Elizabeth, 460

Zabaleta Angie, 86, 96, 507
Zambrano Dolores, 425

Zambrano Luis Carlos, 466
Zapata Carlos Hugo, s1-26

Zapata Wildeman, 267
Zapata-Castafieda Kevin, s1-43
Zea Sara, 548

Zuleta-Dueias Liliana Patricia, 218
Zuluaga Liliana Maria, s1-86



Biomédica
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
Volumen 37, numeros 1, 2, 3, 4, suplementos 1y 2

indice de articulos

Editorial

El Instituto Nacional de Salud, una institucion ParadigMALICA ..........ccuieiuiiiiieiie ettt 5
La donacién y el trasplante de componentes anatomicos en Colombia: siete décadas de 10gros ..........ccccceecveevnenn. 145
Infecciones de transmision sexual, un reto permanente y en constante aUMENTO ..........c..ccveiieereeaieeiieaiieesiee e seeenes 295
Un siglo del Instituto Nacional de Salud y una proyeccién para los préximos afios .... 441
Neuropatias tropicales, un lastre del subdesarrollo y un reto en un mundo globalizado ..............cccccooiiiiiiiiincice, s1-5
Manejo integrado de los riesgos ambientales y el control de vectores: una nueva propuesta para la prevencion

sostenible y el control oportuno de las enfermedades transmitidas por VECIOres ..........cc.ooeveveviiiiiiieeveviiieesiiinevineee. S2-7
Nota editorial

Biomédica en Publindex, 15 de septiembre de 2017 a septiembre de 2018 ..........cccoviiiiiiiieenieiie e s2-12
Haga usted el diagnéstico

Hombre de 66 afios con nodulos exulcerados del codo de cuatro afios de evolucion, primera parte ...........c.ccccceeeeen. 147
Hombre de 66 afios con nodulos exulcerados del codo de cuatro afios de evolucion, segunda parte ............ccceeeeneee. 286
Iméagenes en biomedicina

Alimentacion de RNOANIUS PrOIXUS ......couiiiiiiiiiiii ittt ettt ettt b et et st e nbee e 299
NS U ool 1] ot=T (ot TSROSO P PP PSPPI s1-9
Una enfermedad antigua, pero no del pasado: paraplejia de Pott en un profesional de la salud positivo para HIV ......... s1- 10
Insectos vectores de agentes INFECCIOSOS ........iiuiiiiiiie ittt ettt e e e siee e s2-15
Presentacion de caso

Cancer de pulmon de células pequefias asociado a multiples sindromes paraneoplasiCos ..........cccccoveeiiienieiieenneane 8
Sindrome de hipersensibilidad a medicamentos con exantema, eosinofilia y sintomas sistémicos inducido

oo ooV g T Ty g Fo V=T o[ o = AT P PP PPPRPPPRPPIN 150
Casos de intoxicacién aguda por plaguicidas en la colonia Puerto Pirap6, Itapla, Paraguay, febrero de 2014 .............. 158
Toxoplasmosis diseminada en un paciente con trasplante de corazon a pesar de la profilaxis

CON trMEtOPrM-SUIFAMELOXAZON ........eiiiiiiei ettt e bttt e ettt e e e st e e e e bt e e e e bb e e e anbe e e anbeeeanbeeeaas 303
Presentacion del sindrome de Wernicke-Korsakoff secundario a encefalitis por citomegalovirus,

W o]0 oTo 1Y (o lNe [T g or= Yo TP P U PPROPRURPPI 444
Sindrome de encefalopatia posterior reversible: reporte de un caso fatal y analisis de factores predictores

(o LIy aF= o (o] a0 1] 1o RSP PO PP ORISR s1-12
Encefalitis autoinmunitaria asociada a anticuerpos contra el receptor N-metil-D-aspartato:

PreSENTACION U8 OS CASOS .....euvietiiiiiieiie et ettt et ettt e s bt e bt e e bt e eh bt e bt e b e e e bt e 4Hb e et eea bt e b e e ea bt e e he e ea bt e be e e bt e sabeebeeenbeenbee e s1-20
Neurocisticercosis racemosa (sic), diagnOstiCO POr NEUIOIMAGENES ........cciuuiiiuieiiiaiie e eiee e siee e eiee et seee s s1-26
Articulo original

Sintesis de nanoparticulas de acido polilactico cargadas con antibiéticos y su actividad antibacteriana

contra Escherichia coli 0157:H7 y Staphylococcus aureus resistente @ meticilina .............ooooioii i 11
Genotipos circulantes del virus de la hepatitis C €N COIOMDIA.........coiiiiiiiiiiii e 22
Descripcion de las mutaciones de Mycobacterium tuberculosis que confieren resistencia a rifampicina

e isoniacida detectadas mediante GenoType® MTBDRplus V.2 en Colombia ............cooiiiiiiiiiiiiiniee e 28
Seroprevalencia de la infeccion por dengue en los municipios de Armenia, Calarca, La Tebaida y

Montenegro en el departamento del QUINGIO, 2014 .........c.iiiiiiiiiiii e 34
Diversidad de Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) en Santander, Colombia: implicaciones epidemiolégicas ............... 42
Perfil clinico y demografico y factores de riesgo frente a la infeccion por Clostridium difficile .................ccccooioiniinns 53



Caracteristicas sociodemograficas y clinicas de pacientes con infeccién por Leptospira spp. atendidos
en cuatro centros hospitalarios de Medellin, Colombia, 2008-2013 ...........coiiiiiiiiiiiie et et et e e

Riesgo de transmisién de la enfermedad de Chagas por intrusion de triatominos y mamiferos silvestres
en Bucaramanga, Santander, COIOMDIA .........ooiiiiiiiiie et e e et e e st e e e sns e e e ntn e e e enteeeaenseeeanneeans

Hallazgos patol6gicos en adenopatias de pacientes con infecCion Por HIV ..........cccooiiiiiiiiiinieiieee e

Caracterizacion de aislamientos clinicos de Mycobacterium tuberculosis obtenidos de individuos positivos
oUW o LAV =T I @01 (o] 4o o= U OSSPSR

Prevalencia de la resistencia de Mycobacterium tuberculosis a quinolonas y farmacos inyectables
€N ColomMDIa, 2012-2013 ..ottt b ettt b e bbb ettt

Adaptacion transcultural del cuestionario de puntuacion de la neumonia adquirida en la comunidad
en pacientes con neumonia leve a moderada en Colombia ...........c.ooiiiiiiiiiiiiii e

Aloinjertos analogos de mucosa bucal en ratas N0 CONSANGUINEAS .......coiuurieiiiiieeiiiee et et te e e et e e e e eeaaeae s
Activacion de STAT3 por hipoxia en modelos in vitro de cancer de cuello uterino y en células endoteliales ..

Rendimiento de la microscopia de fluorescencia LED para la deteccion de bacilos acido-alcohol
resistentes en muestras respiratorias en laboratorios periféricos de Argentina .............cc.cvuvviiiniiniiieiieniie e

Supervivencia de receptores de trasplante renal en Colombia, 2008-2012

Determinacion del polimorfismo de HLA-A, -B y -DRB1 en donantes de érganos con muerte encefalica
representativos de la poblacion general colombiana, 2007-2014 ...t e e e

Frecuencia de mutaciones de la nitrorreductasa RdxA de Helicobacter pylori para la activacién del
metronidazol en una poblacion del departamento del Cauca, Colombia ...,

Nueva reaccion en cadena de la polimerasa multiple para el diagndstico especifico de especies implicadas
en la candidiaSiS NUMANA .........oiiiiiiiiiiiie et e e e e e e et e e e s et e e asae e e e s beeeanseeeesaseeeesssaeeessaaeen s eseeesnneeennns

Diversidad genética de cepas extraintestinales de Escherichia coli productoras de las betalactamasas
TEM, SHV y CTX-M asociadas a la atencion en salud

Posible transmisién oral de la enfermedad de Chagas en trabajadores del sector de los hidrocarburos
en Casanare, Colombiad, 2014 ........cciiiiiiii bbb

Deteccion de Mycobacterium tuberculosis, linaje Beijing, €N ECUAAON .........cccuiiiiiiiiiiiieiiiiec s

Purificacién parcial de péptidos presentes en el veneno del escorpién Tityus macrochirus (Buthidae)
y evaluacion preliminar de su actividad CItOTOXICA ........c..eiiuiiiiieiie ettt ee ettt et e sbe e sbee e

Caracterizacion de pacientes con enfermedades genéticas del esqueleto en un centro colombiano de remision........

Validez de constructo y consistencia interna de tres estructuras factoriales y dos sistemas de puntuacion
del cuestionario de salud general A 12 TEEMS .......coiiiiiiiiii ittt e et et e et e e st e et eebeeabeeebeessbeanneean

Perfil de las enfermedades gastrointestinales en un centro de gastroenterologia pediatrica en Colombia:
15 AMI0S 08 SEGUIMIENTO ...euttieiiiieeiti ettt ettt ettt et e et bt e e e sk bt e e ohb e ookt e e oo sk e e a4 aa b e e a4 s bt e e e kb et e e nbe e e e s be e e annbeeesnnbeeeannns

Evaluacioén del efecto téxico de la doramectina, la ivermectina y la eprinomectina sobre
Triatoma infestans en un MOAEl0 0E FALA ........ccooviiiiiiiiee e e

Pediculus capitis en nifios de escuelas de la zona urbana de Nuevo Ledn, México: andlisis de factores asociados .......

Condicién socioecondmica, patrones de alimentacion y exposicién a metales pesados en mujeres
en edad fértil de Cali, Colombia

Perfil de sensibilidad antimicrobiana de microorganismos causantes de infecciones urinarias adquiridas
en la comunidad en pacientes con diabetes mellitus en Colombia ..........cccveiiiiieiiie e

Deteccion de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en pacientes multitransfundidos, Colombia ....
Perfiles de poliparasitismo intestinal en una comunidad de la Amazonia colombiana ................ooviiiiiiiiiiiieeieeee

Efecto mutagénico y genotdxico, y expresion de los genes Rad51C, Xiap, P53 y Nrf2 inducidos por
extractos antipaltdicos de plantas recolectadas en el Vaupés medio, Colombia ................coiviiiiiiiiiiienieiiee e

Caracterizacién molecular de los serotipos no vacunales 11A, 15 B/C y 23A de Streptococcus pneumoniae
recuperados de aislamientos iNvasivos €N COIOMDIA .......cocuiiiiiiiiiieii et

Precision diagnéstica de tres pruebas moleculares para detectar la tuberculosis multirresistente ..........c.cccooeeieenee.
Composicion corporal y condicién fisica de escolares colombianos de educacién secundaria y media de lbagué .........
La educacion del personal de salud: clave para la eliminacion de la sifilis congénita en Colombia .........c.ccccoevrieenee.
Sensibilidad in vitro de cepas cubanas de Aspergillus spp. de origen clinico y ambiental .............ccccoooiiiiiiiniiniiien
Optimizacion de recursos para determinar la carga viral de HIV-1 en un pais coOn poCOS reCUISOS ........ccccoueerueeeerennne

608

62

68
79

86

96

104
111
119

164
175

184

191

200

209

218
233

238
250

308

315

324
333

341

353
361
368

378

390
397
408
416
452
460



Caracteristicas de la infeccion por Clostridium difficile en una institucion de alta complejidad y reporte

de la circulacion en Colombia de la cepa hipervirulenta NAPL/O27 ........c.ccouiiiiaiiiaiie it 466
Resultados de la vigilancia nacional de la resistencia antimicrobiana de enterobacterias y bacilos Gram

negativos no fermentadores en infecciones asociadas a la atencion de salud, Colombia, 2012-2014 ............cccceee.e. 473
Variantes en los genes TNFA, IL6 e IFNG asociadas con la gravedad del dengue en una muestra de

poblacion colombiana . 486
Valoracién mediante espirometria de mineros del carbon de Paipa, Colombia 498
Estimacion del subregistro de casos de enfermedad por el virus del chikungunya en Girardot, Colombia,

noviembre de 2014 & MAYO A€ 2015 .......oiiiiiiiiiiie ittt bbbttt 507
Microbiota periodontal y microorganismos aislados de véalvulas cardiacas en pacientes sometidos a cirugia de

reemplazo de vélvulas en una clinica de Cali, COIOMDIA ........cuuiiiiiiiiiiie e 516
Coémo intervenir y prevenir el retraso del crecimiento en nifios menores de cinco afios de hogares incluidos

€N €l SISDEN A CAIUAS ...tk ekttt h e bt e bt et a ekt e et b ettt 526
Curvas de fusiéon de regiones gendmicas especificas: una herramienta prometedora para el diagnéstico

y tipificacion de las especies causantes de la leishmaniasis cutanea en Colombia ..........cccceevieiiiiiiiiienieceeeeee 538
Diversidad del ADN mitocondrial en restos 6seos prehispanicos asociados al Templo del Sol en los

ANAES OrENAlES COIOMDBIANOS ...ttt b ettt b ettt e ke e et et et e b e saeeas 548
Reacciones adversas a medicamentos en neonatos hospitalizados en unidades de cuidado intensivo

neonatal en Barranquilla, COIOMDIA .........ueiiiiiieiiie ettt e e et e et e e e sta e e et e e e ssae e e e seeeeesaeeesnseaeennneeas s1-33
Perfil de utilizacién del carbonato de litio en pacientes con trastorno afectivo bipolar en 25 ciudades de Colombia ........ s1-43
Factores de riesgo asociados con el desarrollo de asfixia perinatal en neonatos en el Hospital Universitario

del Valle, Cali, Colombia, 2010-2011 .......ccoiiiiiiiiiii ittt e s e e e s1-51
Evaluacion de factores asociados al estado funcional en ancianos de 60 afios 0 mas en Bogota, Colombia.............. s1-57
Seroprevalencia y factores de riesgo de cisticercosis en dos comunidades rurales del norte del

€Stad0 ANZOALEGUI, VENEZUEIA ... .eeiiieiiee it ettt et e e ettt e ettt e e et e e e satb e e e sateeeesbeeeeenteeeeenteeeennseeeaseeeeanseeeaannen s1-66
Primera evidencia de infeccion por el virus de la coriomeningitis linfocitica (arenavirus) en roedores

Mus musculus capturados en la zona urbana del municipio de Sincelejo, Sucre, Colombia ..........ccccevveiiiieriienieennnn. s1-75

Efecto del tratamiento prenatal con espiramicina en la frecuencia de retinocoroiditis por toxoplasmosis
congénita en una cohorte colombiana

Autopercepcion de la salud, presencia de comorbilidades y depresion en adultos mayores mexicanos:

propuesta y validacion de un marco CONCEPLUAL SIMPIE .....iiiiiiiiiiie et e e e e e e e e s e e e s aeeeessaeeeenreee e s1-92
¢ Afecta el tratamiento con corticoides en los periodos prenatal y posnatal el neurodesarrollo

(o Lo I =Tei =T T Fo od o (o T o1 (T o o (] PSPPI s1-104
Confiabilidad y dimensién del cuestionario de salud del paciente (PHQ-9) para la deteccién de sintomas

de depresion en estudiantes de ciencias de la salud en Cartagena, 2014 .........ccceeovieeeiiiieeiiiee e s1-112

Caracteristicas de la estructura molecular de las proteinas E del virus del Zika y E1 del virus de la rubéola
y posibles implicaciones en el neurotropismo y en las alteraciones del sistema nervioso

Epidemiologia de las principales enfermedades transmitidas por vectores en Colombia, 1990-2016 ...........ccccceueeenne. s2-27
Distribucion espacial de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) en el area rural de dos municipios

(o LN @0 o 1o FoT g g F=T or= W @0 (o] 401 o |- U TS OUPRUUPR R PPPN s2-41
Accion insecticida de analogos sintéticos de girgensohnina y de aceites esenciales sobre

Rhodnius prolixus (Hemiptera: REAUVIIAAE) ........ccc.ueiiiiiiiiiiie ettt et e e st e e e san e e e e beeeaanees s2-50
Distribucion espacial de criaderos positivos y potenciales de AdeS @BQYPLi «.veevvvreeiiireeiiiie e ciiee e ree e s2-59
Ensayos de sensibilidad de larvas de Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus frente al nematodo Heterorhabditis
bacteriophora en condiCiones de 1aDOTALONIO .........cueieiiiiee et e sttt e e s e e s e e et ee e s sbeeesrsteeessseeeessneeesseeeesnneeenanes s2-67
Parametros bioldgicos de Meccus phyllosomus phyllosomus (Burmeister) 1835, de Triatoma recurva (Stal)

1868 (Hemiptera, Reduviidae) y de sus hibridos de 1aboratorio ............c.cooeiiiiiiiiiiieiee e s2-77

Aspectos ecoepidemioldgicos, deteccién natural e identificacion molecular de Leishmania spp.
en Lutzomyia reburra, Lutzomyia barrettoi majuscula y Lutzomyia trapidoi

Abundancia, composicién e infeccién natural de mosquitos Anopheles en dos regiones endémicas

para Malariat €N COIOMIDIA ......ci.tiiitii ittt a ettt a ekt e e h e e eh et ea bt e bt e s bt e abe e eab e e ehbeenbe e e st e e nbeesaneenn s2-98
Andlisis espacio-temporal de las condiciones biofisicas y ecolégicas de Triatoma dimidiata
(Hemiptera: Reduviidae: Triatominae) en la region nororiental de los Andes de Colombia ............cccooveeiiiiiiiiiiiinenn s2-106



Anopheles darlingi Root 1926 (Diptera: Culicidae): variaciones morfométricas en alas y patas
de poblaciones de Colombia

Infeccion de Aedes albopictus (Skuse, 1894) con el genotipo asiatico-americano del virus del dengue serotipo 2

en Medellin y su posible papel como vector del dengue en Colombia ............ccooiiiiiiiiiiiiiii e s2-135
Senal filogenética de la region Cytb-SertRNA-IG1-ND1 en Anopheles (Kerteszia) neivai Howard,

(3= T N g T Lo T R TP PP PP PUPPPPPIN s2-143
Vigilancia viroldgica de Aedes (Stegomyia) aegypti y Aedes (Stegomyia) albopictus como apoyo para

la adopcion de decisiones en el control del dengue en Medellin.............ooiiiieiiiiii e s2-155
Deteccion de unidades discretas de tipificacion de Trypanosoma cruzi en triatominos recolectados

en diferentes regiones NAUFAIES AE PEIUI .......c...iiiiiiii ettt s2-167
Efecto del tipo y del nimero de lavados en la eficacia de mosquiteros tratados con deltametrina

de larga duracion para el control de Aedes aegypti en Girardot, Colombia ...........c.ccooiiiiiiiiiiiiiiiii e, s2-180

Comunicacion breve
Asociacion de variantes polimorfas de los genes PTPN22, TNF y VDR en nifios con nefritis lUpica:

un estudio de trios en familias COIOMDBIANEAS .........oiiuiiiiiiiiii et 260
Los haplotipos en CCR5-CCR2, CCL3 y CCL5 se asocian con resistencia natural a la infeccion por el HIV-1

(1Nl - Weto] ale g (=T oTo] (o] ] o 1T U - PSPPSR 267
Caracterizacion molecular de los aislamientos de Cryptococcus neoformans de pacientes con HIV,

GUAYAQUIl, ECUBIAOT ... ...ttt bt a ettt et et et £+ e ettt e h et et e et e et e nbe e et e et et eans 425
Estimacion del tiempo limite de deteccion del gen citocromo b de humanos en hembras de Lutzomyia evansi .............. s2-187
Deteccion del virus del dengue en larvas y pupas de Aedes aegypti recolectadas en areas rurales del municipio

de Anapoima, Cundinamarca, COIOMDIA ...........iiiiiiie ettt et ettt e e st e e rie e e e e sbb e e e e beneeanes s2-193
Bionomia de Anopheles (Nyssorhynchus) albimanus (Diptera: Culicidae) en dos rancherias del pueblo wayuu,

Riohacha, La GUajira, COIOMDIA ........iiiiiieiiiiie ettt e e e e e st e e e s bt e e b e e e et e e e et e e s nneeeas s2-201
Deteccion de Leishmania (V) guyanensis en ejemplares de Rhipicephalus (Boophilus) microplus

(Acari: Ixodidae) recolectados en pecaries de collar (PECAri tAJACU) ........coveiieiiiiiiiiieiie e s2-208
Especies de flebotomineos (Diptera: Psychodidae) recolectados en reservas naturales de las regiones

del Darién y del Pacifico €N COIOMDIA ..........oiiiiiiiiii ettt ee s s2-215
Actualizacion

Revision comentada de la legislacion colombiana en ética de la investigacion en salud ...........c.ccccocviiieiiiiiicnicenne 577

Revision de tema

Triatoma dimidiata en Colombia; distribucion, ecologia e importancia epidemiolOgiCa ...........ccvevveriieiieiiiienie e 274
El andlisis de orina como herramienta diagndstica en casos de malaria grave .........c.cccoceeieiiieiieeiecneeee e 590
Aceites esenciales y sus componentes como una alternativa en el control de mosquitos vectores

(o L=t o) (T g aT=To - To (=T PO PUURSOTRROTRPIN s2-224

Nota técnica

Anticuerpos policlonales contra la proteina recombinante NS3 del virus del dengue ..........c.cccocveiiiiiieiiieniiieeseee 131
Validacion de una metodologia analitica para determinar bifenilos policlorados en muestras
de plasma sanguineo 561

El caseinato de sodio incrementa el nimero de linfoCitoS B €N FatONES. .......oeeeiieiiiiiiiiieeeeeiiieee e 571

Comentarios bibliograficos
“Las [eiShmManiasis: QIS Y TEXIO” .....ccuuiiiieiiiiiiie ittt ettt h ettt b et e bt e bt e ehb e e ke e e bb e e nb e e eab e e beennneebe e e 290
L@V r= L= U =T 11 (o TP T O PP PR PRSP 431

610



Biomédica
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
Volume 37, numbers 1, 2, 3, 4, supplements 1 and 2

Articles’ index

Editorial

The Instituto Nacional de Salud, an emblematic INSHIULION ...........ccciiiiiiiiiii e 5
Donation and transplantation of anatomical components in Colombia: Seven decades of achievements.. 145
Sexually transmitted infections, a permanent challenge 0N the FiSE ... 295
One hundredth anniversary of the Instituto Nacional de Salud, perspectives for the comming years ...........ccccoeeveeennee 441
Tropical neuropathies, a burden of underdevelopment and a challange in a global world ...............cccciiiiiiiiieinnn. sl-5
Integrated management of environmental risks and vector control: A new proposal of sustainable prevention

and timely control Of VECIOr-DOUINE ISEASES .........ccuuiiiiiiii ittt s2-7
Editorial note

Biomédica in Publindex, from September 15, 2017 to September 2018 ...........ccccuiiiiieiiiiiiieiii e s2-12
Make your own diagnosis

A 66-year old man with exulcerated nodules on his left elbow of four years of evolution, part one ..........c.ccoceeveiveennnnn. 147
A 66-year old man with exulcerated nodules on his left elbow of four years of evolution, part twWo ..........cccccceceerveinnen. 286
Images in biomedicine

Blood-feeding 0f RNOGNIUS PIOIIXUS .....cciuuiiiiiiieiiie ettt e e e bt e ekt e e e e e et e e e nae e e e enreee s 299
NeurocystiCercosis ..........cccccereveeenns . sl-9
Ancient disease, but not a thing of the past: Pott’s paraplegia in an HIV-positive health-care worker .............cccccoeeee. s1- 10
VeCtor INSECLS Of INFECHIOUS BUENTS ......eiiiiiiieiiii ettt ettt e e tb e e e et et e e s be e e e ab e e e e bb e e e anbeeeaanbeeeannnes s2-15
Case presentation

Small cell lung cancer associated with multiple paraneoplastic SyNdromes ............ccocuviiiiiiiiiieiiciic e 8
Drug rash with eosinophilia and systemic symptoms syndrome induced by carbamazepine: Case report ................... 150
Cases of acute pesticide poisoning in Colonia Puerto Pirap0, Itapua, Paraguay, February, 2014 158
Disseminated toxoplasmosis in a heart transplant patient despite co-trimoxazole prophylaxis: A case report ............... 303
Wernicke-Korsakoff syndrome secondary to cytomegalovirus encephalitis: A CaSe report .........cooveeeeiieieniieee i 444
Posterior reversible encephalopathy syndrome: Report of a fatal case and analysis of predictive factors

(oL ir= W o ToTo g eTgo o [ [0 1] TP OUPROPRTROPRN s1-12
Autoimmune encephalitis associated to antibodies against the N-methyl-D-aspartate receptor:

REPOI OF TWO CASES ...ttt h bbbttt e b e e b et eh et et e a bt e b et eh bt e be e et et ebe e s e e s s1- 20
Racemose neurocysticercosis: Neuroimaging guides the diagnoSiS ..........cceiiiiiiiiiiiiiiiiie e s1-26
Original articles

Synthesis of antibiotic loaded polylactic acid nanoparticles and their antibacterial activity against

Escherichia coli 0157:H7 and methicillin-resistant Staphylococcus aureus.... 11
Hepatitis C virus genotypes circulating in ColOMIDIA...........uiiiiiiiiiii e 22
Description of Mycobacterium tuberculosis mutations conferring resistance to rifampicin and isoniazid

detected by GenoType® MTBDRPIUS V.2 iN COIOMDIA .....ccuiiiiiiiiieiii ettt 28
Seroprevalence of dengue infection in the municipalities of Armenia, Calarca, La Tebaida and Montenegro

N QUINGIO, 2014 ...ttt e et e e et e e e e at e e e e beeeeeate e e e ateeeaseeeeasaeeeeasseeeeassaeeaasseeesasseeesseeeaabeeeeanbeeesnbeeennneeeaas 34
Diversity of Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) in Santander, Colombia: Epidemiological implications ... 42
Clinical and demographic profile and risk factors for Clostridium difficile iNfECtiON ............c.coviiiiiiiiiiiiees 53
Sociodemographic and clinical characteristics of patients infected with Leptospira spp. treated

at four hospitals in Medellin, Colombia, 2008-2013 ...........iiiiiiiiiiie ittt e et eesbbeebeeeabeeabeeaneeeaneeaneeeanes 62
Risk of transmission of Chagas disease by intrusion of triatomines and wild mammals in Bucaramanga,

Santander, COIOMDIA ...... ...ttt r e e r e e e eer e 68

611



Pathological findings in patients with HIV infection and lymphadenopathies .............cccocoeiiiiiiiiiiiiiicc e
Characterization of clinical isolates of Mycobacterium tuberculosis from HIV positive individuals in Colombia, 2012 ......
Prevalence of Mycobacterium tuberculosis resistance to quinolones and injectables in Colombia, 2012-2013 ............

Cross-cultural adaptation of the community-acquired pneumonia score questionnaire in patients with
mild-to-moderate pneumonia iN COIOMIDIA ..........oiiiiiieiii ettt e et e e e e eabe e e e sab e e e e sae e e e abeeeaannes

Oral mucosa analog allografts in NON-CONSANGUINEOUS FALS .........eciiiiiiiiiiiiitie ittt

STAT3 activation by hypoxia in in vitro models of cervix cancer and endothelial cells

Performance of LED fluorescence microscopy for the detection of acid-fast bacilli from respiratory samples
in peripheral 1aboratories IN AFGENTINA .......coiuiiiiiii ettt et e b e et e et e e e e s et e e e e e aabb e e e asbe e e e bnneeanneees

Survival in renal transplant recipients in Colombia, 2008-2012 ..........ccciiiiiiiiiiieiie e

Determination of HLA-A, -B and -DRB1 polymorphism in brain dead organ donors representative of the
Colombian general population, 2007-2014 .........ccuiiiiiiiiiieie et

Frequency of Helicobacter pylori nitroreductase RdxA mutations for metronidazole activation in a population
in the Cauca Department, COIOMIDIA .........ouiiiiiii ittt ettt et e et e e e bt e e tb e e e annb e e e ameeeeeamseeeaaneeeeeneeeeanes

A new multiplex PCR for species-specific diagnosis of human candidiasis ...........ccccvrrieriiriieniiiiie e

Genetic diversity of extraintestinal Escherichia coli strains producers of beta-lactamases TEM, SHV and CTX-M
associated With NEAINCAIE ..ot

Possible oral transmission of Chagas’ disease among hydrocarbons sector workers in Casanare, Colombia, 2014 .......
Identification of the Mycobacterium tuberculosis Beijing lineage in ECUAAOr .............ccooviiiiiiiiiiiiiice e

Partial purification of peptides present in the Tityus macrochirus (Buthidae) scorpion venom and preliminary
ASSESSMENT Of tNEIN CYLOTOXICITY ... ettt b e et a ettt ek e et e e ettt et e b e e saeeas

Characterization of patients with skeletal genetic diseases in a Colombian referral center ..............cccooceiiiveiiineene

Construct validity and internal consistency of three factor structures and two scoring methods of the 12-item
General Health QUESTIONNAIIE ........coiiiiiiiiee ettt e sttt e e e e et e e e e e e e sttt e e e e e e esas e e eeeeesasbnseaeaeeesssntbeaeeeeenaas

Profile of gastrointestinal diseases in a pediatric gastroenterology center in Colombia: 15 years of follow-up ..............

Evaluation of the toxic effects of doramectin, ivermectin and eprinomectin against Triatoma infestans
USING @ FAE MOUE] ...ttt ettt b e bttt b e e h et et e e et e bt e e e bt e s he e e it e e ket e b e e sbeeebeesabeenbee e

Pediculus capitis in schoolchildren of the urban area of Nuevo Leén, México: Analyses of associated factors ..............

Socioeconomic status, eating patterns, and heavy metals exposure in women of childbearing age
L1 @%= [ 7o o] o ] o= TSP U PP PRI

Antimicrobial susceptibility profile in urinary pathogens causing community-acquired infections in diabetic
U= a1 SR W@ o] (o] 401 o] = NPT ST PPRUPRPRPP

Detection of Trypanosoma cruzi antibodies in multitransfused patients in Colombia ................cooiiii.
Profiles of intestinal polyparasitism in a community of the Colombian Amazon region ...............cccviiiieniinneennens

Mutagenicity, genotoxicity and gene expression of Rad51C, Xiap, P53 and Nrf2 induced by antimalarial
extracts of plants collected from the middle Vaupés region, Colombia ..............c.ciiiitiiniii e

Molecular characterization of non-vaccine Streptococcus pneumoniae serotypes 11A, 15 B/C and 23A
recovered from invasive iSolates in COIOMDIA ........couiiiiiiiiii e

Diagnostic accuracy of three technologies for the diagnosis of multi-drug resistant tuberculosis .............cccocceeiiiieenns
Body composition and physical fithess in Colombian high school students from Ibagueé ............coocoiiiiiiiiiiiieiiieeee.
Educating health workers is key in congenital syphilis elimination in Colombia
In vitro susceptibility of Cuban Aspergillus spp. strains of clinical and environmental origin ............cccoccoeeiiieniiicennnn.
Optimizing resources to reduce costs to determine HIV viral load in limited resources Settings ........ccccccevvevveeeeiiieennns

Characteristics of Clostridium difficile infection in a high complexity hospital and report of the circulation
of the NAP1/027 hypervirulent Strain in COIOMDIA .........c.uiiiiiiiiiii it

Results of the national surveillance of antimicrobial resistance of Enterobacteriaceae and Gram negative
bacilli in health care-associated infections in Colombia, 2012-2014 ..........cocuiiiiiiiiiiieie e

Variants in the TNFA, IL6 and IFNG genes associated with dengue severity in a sample
OF COlOMDIAN POPUIRLION ...ttt a ekttt e h ettt ekt e bt e s bt et nae e et e e s e e nbe e

Spirometry in a population of coal miners in Paipa, Colombia

612

104
111
119

164
175

184

191
200

209
218
233

238
250

308
315

324
333

341

353
361
368

378

390
397
408
416
452
460

466

473

486
498



Estimation of underreporting of Chikungunya virus infection cases in Girardot, Colombia, from November,

2014, 10 MAY, 2015 ...ttt ettt bR LR bR bR h R e bR E R e e n e bt et bt n e bt et et 507
Periodontal microbiota and microorganisms isolated from heart valves in patients undergoing valve

replacement surgery in a clinic in Cali, COIOMIDIA ..........iiiiiiiiii e 516
How to intervene and prevent stunting of children from homes belonging to the Sisbén in Caldas ...........c.ccccccviiieiienns 526
High-resolution melting analysis based on specific genomic regions: A promising tool for the diagnosis

and typing of species causing cutaneous leishmaniasis in COlOMDIA ............ccooviiiiiiiicci e 538
Mitochondrial DNA diversity in prehispanic bone remains on the eastern Colombian Andes .............cccocoveviiincinenn. 548
Adverse drug reactions in neonates hospitalized in neonatal intensive care units in Barranquilla, Colombia .. s1-33
Profile of lithium carbonate use in patients with bipolar disorder in Colombia ...........cccceiiiiiiiiiiiinie e s1-43
Risk factors associated with the development of perinatal asphyxia in neonates at the Hospital Universitario

del Valle, Cali, Colombia, 2010-2011 .......ccoocuiiiiiieieiieie et are e ereas ... s1-51
Assessment of factors associated with functional status in 60 years-old and older adults in Bogota, Colombia .......... s1-57
Seroprevalence and risk factors of cysticercosis in two rural communities in Anzoategui state, Venezuela ................. s1-66
First evidence of lymphocytic choriomeningitis virus (Arenavirus) infection in Mus musculus rodents captured

in the urban area of the municipality of Sincelejo, Sucre, ColOMDIA ..........cccviiiiiiieii e s1-75
Effect of antenatal spiramycin treatment on the frequency of retinochoroiditis due to congenital toxoplasmosis

IN @ COIOMDIAN CONOIT ...ttt e st e se e e sh e e e e re et esre e e eneeneenne e s1-86
Self-rated health, multimorbidity and depression in Mexican older adults: Proposal and evaluation of a

SIMPIE CONCEPLUAL MOTET ...ttt bbbt ekt e b e nhe ettt e e bbbt e s aateeeens s1-92
Does corticosteroid treatment during the pre and postnatal periods affect the neurodevelopmental

OULCOME Of PrEMALUIE NEWDOITIS? ...ttt ettt oottt e e b et e oo s bt e e o sttt e e ket e e s bt e e e s b e e e eabb e e e anbb e e e anbneeenbneeeanes s1-104
Reliability and dimensionality of PHQ-9 in screening depression symptoms among health science students

L= 1y v=To (=10 = T 0 PPV UPURPUPROUPN s1-112
E-ZIKV and E1-RV proteins molecular structure and their potential implications in neurotropism

and NErvous SYStEM dISOITEIS .......uieiueieeiiiee i st see e see e e e e sire e e eeeesnneeeenes ... S1-121
Transmission scenarios of major vector-borne diseases in Colombia, 1990-2016 s2-27
Spatial distribution of Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) in the rural area of two municipalities

Of CUNAINAMAICA, COIOMDIA .....eeiiii ettt e ettt e et b e e e ket e e e bb e e e e sbe e e e sbe e e e bbb e e anbe e e aasbeeeanbeaeaas s2-41
Insecticidal action of synthetic girgensohnine analogues and essential oils on Rhodnius prolixus

(Gl el o= = W =T [T = 1= I TP R PP PPP PP s2-50
Spatial distribution of potential and positive Aedes aegypti breeding SIteS .........cccveiiiiiiiiieiiiiie e s2-59
Laboratory susceptibility tests of Aedes aegypti and Culex quinquefasciatus larvae to the entomopathogenic

nematode Heterorhabditis DACIEriOPNOra ...........coiiiiiiiii e s2-67
Biological parameters of Meccus phyllosomus phyllosomus (Burmeister), 1835, Triatoma recurve (Stal),

1868 (Hemiptera, Reduviidae) and their laboratory NYDIIAS ..........oooiiiiiiii s s2-77
Eco-epidemiological aspects, natural detection and molecular identification of Leishmania spp.

in Lutzomyia reburra, Lutzomyia barrettoi majuscula and Lutzomyia trapidoi ............cocoveiieiiieiiiiiie e s2-83
Abundance, composition and natural infection of Anopheles mosquitoes from two malaria-endemic

FEQIONS OF COIOMDIA ...ttt h et b e bt b et et et e e et e beenie e e te e e e e nbeeenee s2-98
Spatio-temporal analysis of the biophysical and ecological conditions of Triatoma dimidiata

(Hemiptera: Reduviidae: Triatominae) in the northeast region of Colombia ............cccociiiiiiiiiiici s2-106
Anopheles darlingi (Diptera: Culicidae) Root 1926: Morphometric variations in wings and legs of populations

(o] 01 I @fe] (o] 1] o F- TP PP UUPROUPPTRPPRPIN s2-124
Aedes albopictus (Skuse, 1894) infected with the American-Asian genotype of dengue type 2 virus in Medellin

suggests its possible role as vector of dengue fever in ColombIa ...........c.ooiiiiiiiiiii e s2-135
Phylogenetic signal at the Cytb-SertRNA-IG1-ND1 mitochondrial region in Anopheles (Kerteszia) neivai Howard,

[ 2= T N g = L T L 1 PSSR s2-143

Virological surveillance of Aedes (Stegomyia) aegypti and Aedes (Stegomyia) albopictus as support for
decision making for dengue control iN MEAEIITN ........coo it et e et e e et e e e e eeaenes

Identifying Trypanosoma cruzi discreet typing units in triatomines collected in different natural regions of Pert




Effect of the type and number of washes in the efficacy of long lasting insecticidal nets for Aedes aegypti
CONtrol iN GIrardot, COIOMDIA ... ..eiii it e e oot e e e e e e et ae e e e e e e saaa b e e e e e e e seasbataeeaeeessntsnneeeeeaaas s2-180

Brief communication
Association of polymorphic variants of PTPN22, TNF and VDR genes in children with lupus nephritis:

A study in Colombian family THAAS ........iiiieiie ettt 260
Haplotypes in CCR5-CCR2, CCL3 and CCL5 are associated with natural resistance to HIV-1 infection

IN @ COlOMDBIAN CONOIT ... ettt h et ettt et e bt e e et e ettt e et e b e s e eaees 267
Molecular characterization of Cryptococcus neoformans isolates from HIV patients, Guayaquil, Ecuador ................... 425
Estimation of time detection limit for human cytochrome b in females of Lutzomyia evansi ...........cccccoovvieniiiiiiennnnns s2-187
Dengue virus detection in Aedes aegypti larvae and pupae collected in rural areas of Anapoima,

Cundinamarca, COIOMDIB ............iiiiiiiii e b e st b et sbe e $2-193
Bionomics of Anopheles (Nyssorhynchus) albimanus (Diptera: Culicidae) in two villages of the Wayuu people,

Riohacha, La GUajira, COIOMIDIA ........ooiuiiiiieitii etttk et he e et e e bb e e bt e sbe e e teeenbeeabeeanee s2-201
Detection of Leishmania (V) guyanensis in Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae) collected

LLCe Ll RL=Tor: T = T O OO U PR PPR TP OPRRPP s2-208
Species of sand flies (Diptera: Psychodidae) collected from natural reserves in the Pacific and Darien

FEGIONS OF COIOMDIA ...ttt h ettt b e e b e s b bttt e et e b e e bt e e bt e et et e e b e neeeeaes s2-215
Update

Commented review of the Colombian legislation regarding the ethics of health research ............ccccooiiiiiiiiee 577

Topic review

Triatoma dimidiata in Colombia: Distribution, ecology and epidemiological importance ...............cococvviieeiiiineesieeens 274
Urinalysis as a diagnostic t00l iN SEVEIE MAIAIIA ............oiiiiiiiiiii it 590
Essential oils and their components as an alternative in the control of mosquito vectors of disease ............cccocceeernnee. s2-224

Technical note

Polyclonal antibodies against recombinant dengue Virus NS3 Protein ..........cccooviiiiiiieniinieieceese e 131
Validation of an analytical methodology to determine polychlorinated biphenyls in samples from blood plasma............... 561
Sodium caseinate increases the number of B lymphoCytes in MOUSE. ........cocuuiiiiiiiiiiiii e 571
Book review

“Las [eiShmaniasis: @IS Y TEXIO” ... ... .i ettt b ettt e e b e e bt e e he e e s bt e be e e bt e nae e e b e e nabeebeean 290
(=TS (o R TSI =T o 1 (o O OO TP PO PP PRRUPOPRN 431

614



Informacion e instrucciones para los autores

Biomédica es la revista cientifica del Instituto
Nacional de Salud de Colombia. Su fin primordial
es la difusion de trabajos originales que contribuyan
a ampliar los conocimientos en biomedicina.

Politica editorial de la revista

Biomédica acepta y se acoge a los lineamientos
establecidos por el International Committee of
Medical Journal Editors (ICMJE) (www.icmje.org),
por Equator Network (http://www.equator-network.
org/) y por el Committee on Publication Ethics
(COPE) (http://publicationethics.org/) para garan-
tizar la calidad de las publicaciones cientificas,
su transparencia, integridad y debida salvaguarda
de los principios éticos que rigen la investigacién
biomédica.

La politica de reconocimiento de autoria de la
revista Biomédica se cifie a la orientacion del
ICMJE. Este Comité sefiala que

“El crédito de autoria debe basarse solamente en:

(1) contribuciones sustanciales a la concepcion
y el disefio del manuscrito, o a la adquisicion,
analisis e interpretacién de los datos;

(2) laredaccion del manuscrito o la revision critica
de contenido intelectual importante;

(3) la aprobacion final de la versién que se
publicara, y

(4) la asuncion de la responsabilidad frente a
todos los aspectos del manuscrito, para garan-
tizar que los asuntos relativos a la exactitud o
integridad de cualquier parte del mismo sean
apropiadamente investigados y resueltos.

Para que a alguien se le reconozca como autor,
debe satisfacer las cuatro condiciones mencio-
nadas. La adquisicién de fondos, la recoleccion
de datos o la supervisién general del grupo de
investigacion por si mismos, no justifican la autoria”.

La revista Biomédica no acepta la inclusion o el retiro
de autores después de haberse iniciado el proceso
editorial de los manuscritos. En casos excepcio-
nales en que ello se permita, es obligatorio obtener
el consentimiento por escrito de los autores cuyos
nombres vayan a ser eliminados del manuscrito
0 agregados a él. Ademas, se debe enviar una
declaracién firmada haciendo constar que todos
los autores reunen los criterios de autoria y que no
existen otros autores que, reuniendo los criterios,

hayan sido omitidos, y volver a mencionar en detalle
la contribucion de cada persona a la investigacion
y al manuscrito.

Registro de ensayos clinicos

Biomédica apoya las politicas de registro de
ensayos clinicos de la Organizacién Mundial de
la Salud y del International Commitee of Medical
Journal Editors. Por consiguiente, solamente
aceptara para publicaciéon los manuscritos de inves-
tigaciones clinicas que hayan recibido un nimero
de identificacion en uno de los registros de ensayos
clinicos validados por los criterios establecidos por
las instituciones antes mencionadas. El nimero
de identificacién y el sitio de registro se deben incluir
al final del resumen del manuscrito.

Derechos de autor

Ninguna publicacién, nacional o extranjera, puede
reproducir ni traducir los articulos ni sus resumenes,
sin previa autorizacién escrita del Comité Editorial
de la revista Biomédica.

Declaracion de privacidad

Los nombres y las direcciones de correo elec-
tronico suministradas a la revista se utilizaran
exclusivamente para los propésitos declarados
y no se pondran a disposicion de ninguna otra
persona o institucion.

Proceso editorial

Todo material propuesto para publicacién en la
revista sera revisado inicialmente por el Comité
Editorial y enviado luego para evaluacion externa a
evaluadores o pares cientificos. Para facilitar este
paso, junto con el manuscrito, los autores deben
enviar a través del sistema en linea, un archivo
complementario que contenga el nombre, la afi-
liaciéon y el correo electrénico de cuatro posibles
evaluadores nacionales y cuatro internacionales.
Los nombres de los evaluadores sugeridos no
deben incluirse dentro del manuscrito.

Una vez que el autor reciba los comentarios de
los evaluadores, debe proceder a contestarlos
punto por punto y a incorporar las modificaciones
correspondientes en el texto, en un plazo de
dos semanas. Si en el transcurso de las cuatro
semanas siguientes, Biomédica no ha recibido
la respuesta de los autores, el Comité Editorial
retirard el manuscrito.



Una vez aceptado el manuscrito para publicacion,
el Comité Editorial no aceptara modificaciones
sobre su contenido y se solicitara enviar una decla-
racion de cesion a la revista de los derechos de
reproduccion, la cual debe ser firmada por todos
los autores. Ademas, los autores deben hacer
revisar la calidad del inglés del manuscrito o del
resumen, por parte de un experto en el idioma,
y enviar la certificacion a la revista en un plazo
menor a dos semanas.

La revista Biomédica se reserva el derecho de
aceptar o rechazar los manuscritos sometidos
para publicacién, y hara sugerencias que tiendan
a mejorar su presentacion y a garantizar la inte-
gridad de la publicacién.

Los manuscritos originales aceptados para publi-
cacion, se mantendran en los archivos de la revista
durante minimo un afio a partir de la fecha de
publicacion.

Después de la edicién y la correccion de estilo, los
autores recibiran las galeradas del articulo, las cuales
deben ser cuidadosamente revisadas y devueltas
al editor en un término maximo de 48 horas.

Una vez realizada la publicacion de la revista, el
autor principal recibira, libre de costo, cinco ejem-
plares de la revista.

La revista Biomédica es de acceso libre e incluye
metadatos de citacion para todas las referencias de
los articulos publicados y las deposita en CrossRef
(http://www.crossref.org/).

Informacion general sobre los manuscritos

Biomédica publica trabajos cientificos, escritos en
espafiol o en inglés, en las siguientes categorias.

Articulo original: trabajo inédito derivado de una
investigacion biomédica que aporta informacion
nueva sobre aspectos especificos y contribuye de
manera relevante al conocimiento cientifico.

Comunicacion breve: es el informe de resultados
parciales o finales de una investigacion, cuya
divulgacion rapida sea de gran importancia.

Nota técnica: describe en detalle una técnica de
laboratorio novedosa o modificaciones de una
técnica ya establecida, enfatizando las ventajas
que tiene el procedimiento o la innovacion
desarrollados.

Ensayo: es un manuscrito filosoéfico, literario o
cientifico que presenta la opinién sustentada del
autor sobre un tema especifico o de actualidad.

Comentario: manuscrito sobre un articulo publi-
cado en la revista.

Reseia histodrica: es un manuscrito que destaca
personajes 0 sucesos y su contribucion al desa-
rrollo de las ciencias biomédicas o de las politicas
en salud.

Revisidon de tema: presenta el estado actual del
conocimiento sobre un tema; puede ser de dos
tipos:

1) solicitada directamente por el Comité Editorial
a personas expertas en el tema,

2) presentada por profesionales interesados en un
tema en particular. En este caso, se debe enviar
inicialmente al Comité Editorial la propuesta en
la que se indique por qué el tema escogido es
pertinente para los lectores de Biomédica, asi
como una breve descripcién del contenido,
las referencias clave, las publicaciones de los
autores sobre el tema que seran incluidas
(requisito obligatorio), los datos inéditos de
los autores que se incluirdn en la revision
(requisito obligatorio), la probable extension
del documento y el nimero aproximado de
ilustraciones.

En ambas casos, los autores deben estructurar la
revision de la siguiente manera:

- incluir un resumen con énfasis en el significado
de los hallazgos recientes;

- una introducciéon al tema, sefalando hitos
pasados y desarrollos presentes;

- encabezamientos en el texto, con el objeto de
hacer mas provechosa su lectura;

- larevision debe incluir un andlisis critico de la
bibliografia y los datos propios de los autores;

- el desarrollo del tema queda a discrecién del
autor, pero se aconseja que incluya tablas,
esquemas y figuras, que hagan agil el texto y
ofrezcan una comprension mas rapida de su
contenido. En caso de usar figuras tomadas
total o parcialmente de otras publicaciones,
los autores deben adjuntar el permiso de la
casa editorial que ostente los derechos de
autor para su reproduccién en Biomédica.

Imagenes en biomedicina: es un trabajo ilustrado
con fotografias que muestran y explican de manera
didactica un concepto, una estructura, una enfer-
medad o un diagnostico biomédico. Debe incluir
un comentario corto que resalte la importancia del
tema ilustrado.



Haga usted el diagndstico: pretende retar la
capacidad diagnéstica de los lectores, utilizando
ilustraciones o fotografias de casos clinicos o de
hallazgos microscopicos. Consta de dos partes,
la presentacion clinica y los hallazgos correspon-
dientes, y el diagndstico correcto; este ultimo
aparece en una pagina aparte y debe acompafiarse
de un comentario actualizado sobre la entidad que
se pretende ilustrar.

Presentacion de casos: son ejemplos de casos
clinicos que destacan alguna particularidad o sefia-
lan un hallazgo especial de la enfermedad, con una
revision breve de las publicaciones pertinentes.

Cartas al editor: los lectores pueden solicitar
aclaraciones o presentar comentarios sobre el
material publicado en la revista. La decisién sobre
la publicacion de las cartas recibidas queda a
discrecion del Comité Editorial.

Comentarios bibliograficos: son escritos criticos
breves sobre libros de salud o de biomedicina.

Preparacion del manuscrito

Los autores deben cefiirse a las indicaciones
del International Committee of Medical Journal
Editors, que se encuentran publicadas como
Recommendations for the Conduct, Reporting,
Editing, and Publication of Scholarly Work in Medical
Journals (Updated December 2013) (http://icmje.
org/icmje-recommendations.pdf).

El manuscrito debe incluir las siguientes secciones.
Hoja de presentacion: esta seccion debe incluir
- titulo (méximo 165 caracteres),

- titulo corto para los encabezamientos de las
paginas (maximo 50 caracteres),

- titulo en inglés (maximo 165 caracteres),

- un parrafo con los nombres completos de los
autores Unicamente con el primer apellido,

- la afiliacién institucional integrada por grupo,
institucion, ciudad y pais. La afiliacién insti-
tucional se relaciona con los autores con
ndmeros en superindice y en ella se deben
omitir cargos Y titulos académicos,

- datos de correspondencia: hombre del autor
responsable, direccion completa, numero
telefénico y de fax, y direccién electrénica, y

- péarrafo donde los autores declaren cual fue el
aporte al documento de cada uno de ellos.

Resumenes: el trabajo debe incluir un resumen
estructurado en espafiol e inglés, con los subti-
tulos introduccion, objetivo, materiales y métodos,
resultados y conclusion. Los resimenes no deben
exceder las 250 palabras. No se permite el uso de
referencias ni se recomienda la inclusion de siglas
0 acrénimos.

Palabras clave: se requieren de 6 a 10 palabras
clave en cada idioma; consulte los Descriptores
en Ciencias de la Salud (DeCS) del indice de
la Literatura Latinoamericana y del Caribe en
Ciencias de la Salud (LILACS) en http://decs.bvs.
br/E/homepagee.htm; para verificar las de inglés,
consulte los Medical Subject Headings (MeSH) del
Index Medicus en http://www.nlm.nih.gov/mesh/
meshhome.htm.

Texto: todo el manuscrito, incluso la pagina del
titulo, los resimenes, las referencias, las leyendas
de figuras y cuadros, debe estar escrito en letra
Arial de 12 puntos de tamafio a doble espacio y
alineado a la izquierda, sin dejar espacios extras
entre parrafos; se debe dejar un solo espacio
después del punto y seguido o del punto y aparte.

Los cuadros se deben configurar en letra Arial de
10 puntos de tamafio a espacio sencillo.

Se debe usar letra bastardilla o cursiva para los
términos cientificos, sin subrayarlos.

Los numeros decimales en espaiiol deben separarse
de los nimeros enteros por comas, no por puntos.

Formato electrénico: el manuscrito se debe enviar
en Word, preferiblemente en la version 97-2003.
Ademas de ser adjuntas al documento de Word,
las figuras se deben enviar preferentemente como
fichero complementario en formato tiff (Tagged
Image File Format) de 300 dpi (dots per inch). Las
graficas elaboradas en PowerPoint o Word son de
baja resolucion, por lo tanto, no se deben incluir
este tipo de imagenes en formato electrénico. Las
ilustraciones se imprimen en una columna (75 mm)
o en dos columnas (153 mm); por consiguiente, se
deben enviar las ilustraciones del tamafio en que
van a quedar impresas. Si las ilustraciones son en
color y se remiten en formato electrénico, se deben
enviar en archivos CMYK en formato tiff (Tagged
Image File Format) de alta resolucion. Si la imagen
no tiene texto incluido, la resolucion 6ptima para
los archivos CMYK es de 300 dpi; si incluye texto,
la resolucion recomendada es de 600 dpi y, si son
de blanco y negro, de 1.200 dpi. La fuente preferida
para las graficas es Helvética. Si sus archivos
son de Macintosh, debe convertirlos a uno de



los formatos mencionados. Se requiere una lista
completa de los archivos enviados, que incluya los
programas cuyo formato se utilizo.

Agradecimientos: cuando en esta seccion se
nombren personas, los autores deben certificar
que ellos tienen conocimiento y estan de acuerdo
con aparecer en los agradecimientos. Esto no es
necesario cuando se nombran entidades.

Conflicto de intereses y financiacion: los autores
debenincluir, antes de las referencias del manuscrito,
un parrafo en el que expresen si existen conflictos de
intereses o si no los hay. Ademas, debe presentarse
otro parrafo que incluya la fuente de financiacion de
la investigacion adelantada.

Biomédica acoge las recomendaciones del ICMJE
y adopta el formato de declaracidn de potenciales
conflictos de intereses, el cual debe ser diligenciado
individualmente por cada uno de los autores del
manuscrito y enviado junto con la carta de remision.
El formulario electrénico esta disponible en http://
www.icmje.org/conflicts-of-interest/.

Referencias bibliograficas: es indispensable
observar estrictamente las indicaciones de los
requisitos uniformes para manuscritos del area
biomédica. Se le asigna un nimero a cada refe-
rencia citada del texto, asi como a los cuadros y
a las figuras, en orden ascendente. Los numeros
de las referencias se anotan entre paréntesis y no
como superindice.

Las comunicaciones personales, los datos sin
publicar, los manuscritos en preparacién o some-
tidos para publicacion y los resimenes de trabajos
presentados en congresos, se deben citar entre
paréntesis en el cuerpo del manuscrito y no en la
seccion de referencias.

La abreviatura exacta de la revista citada se debe
consultar en la lista de publicaciones periddicas del
Index Medicus (http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/
lji.html); si la revista no aparece, se escribe el titulo
completo de la revista. Solo se deben transcribir los
seis primeros autores del articulo, seguidos de et al.
Serecomiendalainclusion de referencias nacionales
y latinoamericanas, para lo cual se puede consultar
Lilacs, Publindex, Latindex, Redalyc, Sibra y otras
fuentes bibliograficas pertinentes.

En caso de dudas sobre la forma correcta de citar
unareferencia (articulo cientifico, libro, tesis, pagina
de internet, etc.), se sugiere consultar la pagina
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.
html, en la cual se encuentran ejemplos de todos y
cada uno de los posibles casos.

A continuacién se dan algunos ejemplos para el
estilo de las referencias, siguiendo las normas de
Vancouver.

Revista cientifica: la forma adecuada de citar
revistas cientificas es la siguiente (observar el
orden de los datos, los espacios y la puntuacion):

Autores (primer apellido seguido de las iniciales
del nombre) en negrilla. Titulo. Abreviatura de
la revista. Afio;volumen:pagina inicial-pagina final.
http://dx.doi.org/

Ejemplo:

Sanchez J, Villada OA, Rojas ML, Montoya
L, Diaz A, Vargas C, et al. Efecto del zinc
aminoqueladoy el sulfato de zinc en la incidencia
de la infeccion respiratoria y la diarrea en nifios
preescolares de centros infantiles. Biomédica.
2014;34:79-91. http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.
v34i1.1581

Alter G, Malenfant JM, Altfeld M. CD107a
as a functional marker for the identification of
natural killer cell activity. J Immunol Methods.
2004,294:15-22. http://dx.doi.org/10. 1016/j.jim.
2004.08.008

Libro o documento: la forma adecuada de citar
libros o documentos es (observar el orden de los
datos, los espacios y la puntuacién):

Autores (primer apellido seguido de las iniciales
del nombre) en negrilla. Titulo. Edicién (en los
casos que corresponda). Ciudad de publicacién:
editorial; afio. pagina inicial-pagina final o niamero
total de paginas.

Ejemplo:

Bernard HR. Research methods in anthropology:
Qualitative and quantitative approaches. Second
edition. Thousand Oaks, CA: Sage Publications;
1994. 585 p.

Capitulo de libro o documento: la forma ade-
cuada de citar capitulos de libros o documentos es
la siguiente (observar el orden de los datos, los
espacios y la puntuacion):

Autores (primer apellido seguido de las iniciales
del nombre) en negrilla. Titulo del capitulo. En:
autor del libro, editores. Titulo del libro. Edicién (en
los casos que corresponda). Ciudad de publicacion:
editorial; afio. pagina inicial-pagina final.

Ejemplo:

Franco JL, Orrego JC, Montoya CJ, Patifio PJ.
Sindrome de infeccién recurrente. En: Correa JA,
Gomez JF, Posada R, editores. Fundamentos



de Pediatria. Tercera edicion. Medellin: Editorial
Corporaciéon para Investigaciones Biolégicas;
2007. p. 15-50.

Documentos en paginas web: la forma adecuada
de citar documentos publicados en paginas web,
es la siguiente (observar el orden de los datos, los
espacios y la puntuacion):

Autores (primer apellido seguido de las iniciales
del nombre) en negrilla. Titulo. Fecha de consulta:
dia, mes, afio. Disponible en: pagina exacta en
donde abre el documento.

Ejemplo:

Ministerio de la Proteccion Social. Actualiza-
cion integral del POS 2013. Fecha de consulta:
26 de febrero del 2014. Disponible en: http://
www.pos.gov.co/Documents/LISTADO%20
MEDICAMENTOS%20ACUERDO%20008%20
CRES.pdf.

Cuadros y figuras: los cuadros se elaboran usando
el formato de Word; abstenerse de preparar archi-
vos en columnas o tabulados en el texto mismo
del manuscrito.

En las preparaciones de microscopio, se deben
mencionar la coloracion y el aumento segun el
objetivo utilizado, sin incluir el valor del ocular.

Cuando se utilicen cuadros o figuras que ya hayan
sido publicados, se requiere enviar la autorizacion
de la casa editorial que ostenta los derechos de
reproduccion.

Remision del manuscrito

El manuscrito debe ser remitido a través del sistema
en linea disponible en el enlace de informacién
para autores en http://www.revistabiomedica.org/.

Sin embargo, se debe enviar la carta impresa de
remision firmada en original por todos los autores,
en la que conste que todos conocen y estan de

acuerdo con su contenido, y que el manuscrito no
ha sido publicado anteriormente ni se ha sometido
a publicacién simultanea en otra revista, a la oficina
de la revista ubicada en la siguiente direccion:

Revista Biomédica

Instituto Nacional de Salud

Avenida Calle 26 N° 51-20, blogue B, oficina B-245
Bogotd4, D.C., Zona 6, Colombia, S.A.

Los autores radicados en otros paises pueden
enviar la carta de remisiéon firmada y escaneada
desde sus correos electrénicos personales, al correo
de la revista (biomedica@ins.gov.co), informando
gue se entrega por este medio por encontrarse en
el exterior.

Solo cuando se reciba la carta de remision en la
oficina de la revista (autores nacionales), o todos
los correos (autores internacionales), se iniciara el
proceso de revision editorial del manuscrito.

Al someter un manuscrito para publicacion en
Biomédica, los autores aceptan con su firma,
explicita o implicitamente, que:

1) Conocen las instrucciones para los autores y
las han seguido detalladamente.

2) Todos los autores cumplen todos los criterios
internacionalmente aceptados para ser consi-
derados como tal.

3) No se ha excluido de la lista de autores el
nombre de ningln autor que redna los requisitos
para serlo.

4) Todos los autores conocen la version final del
manuscrito sometido para publicacién y estan
de acuerdo con ella.

5) No se ha incurrido en conducta alguna que
pueda considerarse como transgresion de la
integridad cientifica o de los principios éticos
que rigen las publicaciones cientificas.



BIOMEDICA
Lista de verificacion

Con el fin de comprobar que se hayan cumplido todas las instrucciones correspondientes a las normas de
publicacién de la revista Biomédica, le solicitamos que diligencie en linea la siguiente lista de verificacion
y la presente junto con su manuscrito.

Categoria

__Articulo original __ Comunicacion breve __ Nota técnica
____Revisién de tema ____Resefia histérica ____Ensayo
____Comentario ____Imagenes en biomedicina

____Presentacion de caso ____Haga usted el diagnéstico

____ Carta al editor ____Resefia bibliografica

1- Presentacion

____ Texto escrito a doble espacio en fuente Arial de 12 puntos de tamafio y alineado a la izquierda

___ Paginas numeradas consecutivamente en la esquina inferior derecha

2- Titulo

____Seincluyen los titulos en espafiol e inglés (maximo 165 caracteres).

____Seincluye el titulo abreviado en espafiol, o inglés en los casos pertinentes (maximo 50 caracteres).
___ Los autores aparecen sélo con su afiliacion institucional, sin mencionar cargos ni titulos académicos.

El autor de la correspondencia suministro los datos completos: nombre, apellidos, direccion, teléfono,
fax y direccion electrénica.

3- Resumen

____Se incluye el resumen estructurado en espafiol e inglés, con una extensibn maxima de 250
palabras y con los siguientes subtitulos: introduccion, objetivos, materiales y métodos, resultados
y conclusiones.
El resumen estructurado solo se requiere para articulos originales y comunicaciones breves.

4- Palabras clave
____Seincluyen 6 a 10 por articulo en cada idioma.

____Se usan las palabras clave en espafiol e inglés indexadas en los Descriptores en Ciencias de la
Salud (DeCS) (http://decs.bvs.br/E/homepagee.html) y Medical Subject Headings (MeSH) (http://
www.nlm.nih.gov/mesh/meshhome.htm).

5- Estructura del articulo original, nota técnica y comunicacién breve
Se incluyen los siguientes apartados:
__Introduccion
Materiales y métodos
Resultados
Discusion
____Agradecimientos

Declaracién de conflicto de intereses



____ Financiacién

__ Referencias

____ Cuadros y figuras con sus respectivas leyendas

6- Figuras

____Seincluye cada una en péagina aparte, con su respectiva leyenda.

7- Cuadros

____ Se adjuntan en hoja aparte, elaborados en el modelo de tablas de Word, configurados en Arial 10 a
espacio sencillo.

Se ordenan secuencialmente.

Se incluye la leyenda correspondiente.

8- Referencias
Las referencias se numeran segun el orden de su aparicion en el texto.

Se ordenan secuencialmente y en el formato adecuado, taly como lo indican las normas de Biomédica
en las instrucciones para los autores.

Cuando se citan referencias en los cuadros, éstas deben seguir el orden que se venia usando en
el texto.

9- Abreviaturas y siglas

Se anotan entre paréntesis después de la primera vez que aparezcan, en forma completa y en el
idioma original, los términos que se abrevian. Debe evitarse el uso y la creacién de siglas que no
sean universalmente reconocidas.

10- Nomenclatura
Los nombres taxondmicos de género y especie estan escritos en letra cursiva.

Los nombres de microorganismos se escriben completos la primera vez que se citan, incluso en el titulo
y en el resumen; después, se usa solamente la inicial del género y el nombre completo de la especie.

11- Consideraciones generales

Se envi6 cartaimpresa firmada por todos los autores o, en caso de autores radicados en el extranjero,
una carta de remisién firmada y escaneada desde sus correos electronicos personales.

Se incluyé el formato de declaracién de conflicto de interés diligenciado por cada uno de los autores.

Se obtuvo autorizacién del Comité de Etica para la experimentacion en humanos o animales, la cual
debe incluirse al final de la seccién de Materiales y métodos.

Se incluyeron el sitio y el nUmero de registro del ensayo clinico, para la intervencion y experimentacion
en humanos.

Los autores certifican al Comité Editorial que las personas mencionadas en los agradecimientos
tienen conocimiento de dicha mencion y estan de acuerdo con aparecer en ellos.

Todos los manuscritos incluyen una declaracion sobre la fuente de financiacion.

Se envian los nombres de los cuatro evaluadores nacionales y los cuatro internacionales, con sus
respectivos datos (nombre, afiliacion institucional y correo electrénico).



Instructions to authors

Scope and policy

Biomédica is the quarterly journal of the Instituto
Nacional de Salud of Colombia [Colombia’s National
Institute of Health]. Its main purpose is to publish
the results of original research that may contribute
to expand knowledge in biomedicine.

Editorial policy

Biomédica accepts and subscribes the guidelines
established by the International Committee of
Medical Journal Editors (ICMJE) (www.icmje.org),
by the Equator Network (http://www.equator-net-
work.org/) and by the Committee on Publication Eth-
ics (COPE) (http://publicationethics.org/) in order to
guarantee the quality of scientific publications, their
transparency, integrity and full compliance with the
ethical principles applicable to biomedical research.

Biomédica’'s policy on authorship adheres to the
ICMJE guidelines, which state in this regard that:

“Authorship should be based solely on the following:

1) Substantial contributions to the conception or
design of the work; or the acquisition, analysis,
or interpretation of data for the work;

2) drafting the work or revising it critically for
important intellectual content;

3) final approval of the version to be published,
and

4) responsibility for all aspects of the manuscript
to ensure that matters concerning accuracy
and completeness of any of its sections have
been appropriately investigated and solved.

All authors should meet these four conditions. Fund
raising, data collection or general supervision of the
research group do not justify authorship.”

Biomédica will not accept the inclusion or withdrawal
of any author from the original list once the manuscript
has started the editorial process. In exceptional,
applicable cases, it will be mandatory to obtain
written consent of the author(s) whose name(s) are
to be removed from or added to the manuscript.
Besides, written consent should be sent stating that
all authors meet authorship criteria, and that there
are no other authors who meet these criteria and are
not mentioned. The document should also describe
in detail the contribution of each participant to the
research work and to the article.

Clinical trials registration

Biomédica subscribes the policies of the World
Health Organization (WHO) and the International
Committee of Medical Journals Editors (ICMJE)
regarding clinical trials registration. Therefore, it will
accept for publication only those manuscripts on
clinical research exhibiting the identification number
from one of the clinical trial registries validated
according to the criteria established by WHO and
the ICMJE. The identification number and place of
registry should be mentioned after the Abstract.

Copyright notice

No national or foreign publication may reproduce
or translate articles or abstracts from Biomédica
without previous written authorization by the
Editorial Board.

Privacy statement

The names and e-mail addresses provided to
Biomédica will be used exclusively for the stated
purposes of this journal and will not be made avail-
able for any other purpose or to any other party.

Editorial process

All manuscripts submitted for publication to Biomédica
will be reviewed by the Editorial Board and sent for
peer review to at least two experts. To facilitate this
process, authors must suggest and send via the
journal on-line platform the names, institutional
affiliation and e-mail addresses of four national and
four international reviewers whose names should
not be included in the manuscript.

Once the authors receive the reviewers’ comments,
they must address each comment, in addition to
incorporating the corresponding modifications in
the text. The authors must reply to the reviewer
comments within two weeks after receiving them;
if Biomédica has not received the authors’ reply
during the following four weeks, the paper will be
withdrawn.

Once the paper has been accepted for publication,
the Editorial Board will not accept modifications in
its content, and it will request a copyright transfer
statement signed by all authors. Additionally, authors
should certify the quality of the English language in
the manuscript or in the abstract on a document
signed by an expert and sent to the journal before
two weeks.



The original manuscripts of articles accepted to
be published will remain in the journal files for a
minimum of one year after publication. Once the
paper has been accepted for publication, and after
editing and style correction, authors will receive the
galley proofs, which must be carefully reviewed and
returned to the editors within 48 hours after receipt
by the authors.

Once the paper has been published, the corre-
sponding author will receive five free copies of the
journal issue.

Biomédica is an open access journal and it includes
citation metadata for all references in published
articles, all of which are deposited in CrossRef
(http://www.crossref.org/).

General information on manuscripts

Biomédica will publish scientific papers written in
Spanish or English, in the following categories:

Original articles: Unpublished manuscripts resulting
from biomedical research which present new
information about specific aspects and provides a
relevant contribution to scientific knowledge.

Short communication: Report of partial or final
results of research whose rapid disclosure is of
great importance.

Technical note: Detailed description of a new
laboratory technique or of modifications done to
an established technique, emphasizing the advan-
tages that the process has, or the importance of the
innovation developed.

Essay: A philosophical, literary, or scientific manu-
script that presents an author's documented opinion
about a specific topic or a topic of current interest.

Commentary: A manuscript about an article pub-
lished in the journal.

History: A manuscript that places emphasis on
historical personalities or facts, and their contribu-
tions to the development of biomedical sciences or
health policies.

Topic review: the current state of the art on a
specific topic; it includes two categories:

1) Requested by the Editorial Board to experts
on a topic.

2) Presented by professionals interested in a par-
ticular topic. For this option, authors must send
a proposal indicating why the topic selected is
relevant to the readers of Biomédica including
a brief description, some key references,

publications by the authors on the topic that are
to be cited (mandatory), unpublished data by
the authors that are to be included (mandatory),
the probable size of the manuscript and the
approximate number of illustrations.

In both categories, authors should include the
following elements:

- An abstract with emphasis on the significance
of recent findings;

- apointed introduction to the topic showing past
landmarks and present developments;

- appropriate subtitles to facilitate a better under-
standing of the manuscript;

- the development of the topic is left to the
discretion of the authors, but they are advised
to include tables, graphics and figures to
provide a clearer understanding of the text. In
case figures are taken partially or totally from
other publications, authors must attach the
permission from the copyright holder for their
reproduction in Biomédica.

Images in biomedicine: An illustrated paper with
photographs demonstrating and explaining a
concept, a structure, a disease or a biomedical
diagnosis. It must include a short commentary
emphasizing the importance of the illustrated topic.

Make your own diagnosis: The purpose of
papers presented in this category is to challenge
the diagnostic ability of readers, using illustrations
or photographs of clinical data, or microscopic
findings. It has two parts, the clinical presentation
and the corresponding findings in the first part, and
the correct diagnosis in the second part. The latter
should appear on a separate page and with an
updated comment on the disease it highlights.

Case presentation: Clinical cases with peculiar
presentations or special features of diagnostic
value and a brief review of the relevant literature.

Letters to the editor: Readers can request expla-
nations or comment on articles published in the
journal. The decision to publish these letters lies on
the Editorial Board.

Book review: Brief critical writings on books about
health and biomedicine.

Preparation of the manuscript

Please follow the guidelines of the International
Committee of Medical Journal Editors that are
published as “Recommendations for the Conduct,



Reporting, Editing, and Publication of Scholarly
Work in Medical Journals” (updated December
2013) (http://icmje.org/icmje-recommendations.pdf).

The manuscript must include the following sections:

Presentation page: This section must include the
following items:

- Manuscript title (maximum 165 characters)

- Running title for page headlines (maximum 50
characters)

- Spanish title (maximum 165 characters)

- A paragraph with the authors’ full names
(include only first family name)

- The institutional affiliation of each author
including the name of their group, institution,
city and country. The link of authors’ names
and institutional affiliation should be done
using numbers in superscript. Omit positions
held and academic qualifications.

- Name of corresponding author, along with
postal address, telephone and fax numbers
and e-mail address

- A paragraph stating authors’ specific contri-
bution to the article.

Abstracts: The manuscript must include a struc-
tured abstract (introduction, objective, materials and
methods, results and conclusions) in both Spanish
and English, not longer than 250 words. The use
of references is not allowed in the abstract, and
the inclusion of abbreviations and acronyms is not
recommended.

Key words: No more than ten key words in each
language are permitted. Authors are advised to
verify the English keywords in the Medical Subject
Headings (MeSH) of the Index Medicus available
from http://www.nIm.nih.gov/mesh/meshhome.htm,
and the Spanish keywords in Descriptores en Ciencias
de la Salud (DeCS) of the Latin American and
Caribbean Health Sciences index available from
http://decs.bvs.br

Text: All manuscripts, including the presentation
page, abstracts, references, tables and titles of
figures and tables, should be in double space.
Leave only a single space after the end of each
paragraph. Use Arial font size 12 for the text and
for table and figure titles, and do not justify the text
(left justified). Use italic letters for species names or
scientific terms; do not underline for italicization.

Electronic format: The manuscript must be
received as an MS Word™ file, preferably in the
97-2003 version. Figures should come attached
to the Word document and they should be sent
preferably in a 300 dpi tiff format. Graphics made
with Power Point™ or MS Word programs are not
acceptable because of low resolution. lllustrations
are printed in a single column (75 mm) or in two
columns (153 mm), therefore, illustrations must be
sent in one of these two print sizes. In the case
of color illustrations, please use CMYK files in a
high resolution tiff format. The best resolution for
CMYK files is 300 dpi if the image does not include
text. If the image includes text, the recommended
resolution is 600 dpi; if it is black and white,
the recommended resolution is 1200 dpi. The
recommended font for graphics is Helvetic. If your
files are Macintosh, please convert them to one of
the above formats. A complete list of the files must
be sent including the names of the programs in
which they were formatted.

Acknowledgements: Authors should certify that
persons mentioned in the Acknowledgements have
been informed and they have agreed to it. This is
not required in the case of institutions.

Conflicts of interest and financial support
statements: Authors must place these state-
ments before the References section in separate
paragraphs.

Biomédica subscribes the ICMJE recommendations
in this respect and adopts their format for the
statement of potential conflicts of interest, which
should be filled out individually by each author
and sent along with the letter of submission. The
electronic format is available from http://www.icmje.
org/conflicts-of-interest/.

References: Strict adherence to the guidelines of
the uniform requirements for manuscripts submitted
to biomedical journals is required. A number is
assigned to each reference as it appears in the
manuscript, the tables and figures in ascending
order. The reference numbers are placed within
parenthesis (not as indices or superscripts).

Personal communications, unpublished data, manu-
scripts in preparation or submitted for publication,
and abstracts presented at congresses or other
scientific meetings must not be numbered but rather
referenced in the text within parenthesis.

Consult the periodical publications list of Index
Medicus (http://www.nlm.nih.gov/tsd7serials7lij.html)
for exact abbreviations of journal names. If the



journal is not listed, write its full title. Include only the
first six authors of the article, followed by et al. The
inclusion of national and Latin-American references
is recommended. For this purpose, please consult
Lilacs, Latindex, Sibra, or Colciencia’s indices, and
other pertinent bibliographic sources.

The following are some examples of references
from different types of publications according to the
Vancouver style.

Scientific journal: The adequate way of citing
scientific journals is the following (Please, check
the order of the data, spacing and punctuation):

Authors (only first family name followed by first
name initials) in bold. Title. Journal’s abbreviated
name. Year;volume:initial page-last page. http://dx.
doi.org/

Examples:

Alter G, Malenfant JM, Altfeld M. CD107a
as a functional marker for the identification of
natural killer cell activity. J Immunol Methods.
2004;294:15-22. http://dx.doi.org/10. 1016/}.jim.
2004.08.008

Sanchez J, Villada OA, Rojas ML, Montoya
L, Diaz A, Vargas C, et al. Efecto del zinc
aminoquelado y el sulfato de zinc en la incidencia
de la infeccion respiratoria y la diarrea en nifios
preescolares de centros infantiles. Biomédica.
2014;34:79-91. http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.
v34i1.1581

Book or document: The adequate way of citing
books or documents is the following (Please, check
the order of the data, spacing and punctuation):

Authors (only first family name followed by
first name initials) in bold. Title. Edition (when
applicable). Place of publication: Publisher; year.
Initial page-last page or total number of pages.

Example:

Bernard HR. Research methods in anthropology:
Qualitative and quantitative approaches. Second
edition. Thousand Oaks, CA: Sage Publications;
1994. 585 p.

Book chapter or document: The adequate way of
citing book chapters or documents is the following
(Please, check the order of the data, spacing and
punctuation):

Authors (only first family name followed by first
name initials) in bold. Title of chapter. In: name of
book author(s), editor(s). Title of book. Edition (when

applicable). Place of publication: Publisher; year.
Initial page - last page or total number of pages.

Example:

Restrepo A, Tobéon AM, Agudelo CA. Para-
coccidioidomycosis. In: Hospenthal DR, Rinaldi
MG, editors. Diagnosis and treatment of human
mycoses. 1st edition. Totowa, NJ: Humana Press;
2008. p. 127-331.

Documents in web sites: The adequate way of
citing documents published in web sites is the
following (Please, check the order of the data,
spacing and punctuation):

Authors (only first family name followed by first
name initials) in bold. Title. Citation date: day,
month, year. Available from: exact link to open the
document.

Example:

Nucci M, Colombo AL. Clinical manifestations
and diagnosis of acute/subacute paracoccidioido-
mycosis. UpToDate. 2012. Citation date: October
15,2012. Availablefrom: http://www.uptodate.com/
contents/clinical-manifestations-and-diagnosis-
of-acute-subacute-paracoccidioidomycosis.

Tables and figures: Tables must be formatted
using the Word processing tool for this purpose. Do
not include columns or tabulations within the text of
the manuscript.

Regarding microscope slides, include the staining
and lens increase in the objective, but do notinclude
the value of the ocular.

In the case of tables or figures previously published,
an authorization by the copyright holder should be
attached for publication in Biomédica.

Manuscript submission

The manuscript should be submitted to Biomédica’s
on-line platform using the link “Informacion para
autores”, available from http://www.revistabiomedica.
org/. However, a printed letter signed by all authors
stating that they know the contents of the manu-
script, that they agree to its submission for
publication in Biomédica, and explicitly stating that
the manuscript has not been published or submitted
for publication to any other journal should be sent
to the following address:

Revista Biomédica

Instituto Nacional de Salud

Avenida Calle 26 No. 51-20, bloque B, oficina B-245
Bogota D.C., Zona 6, Colombia



Authors living in foreign countries may send the
letter signed and scanned via e-mail to Biomédica’s
e-mail: biomedica@ins.gov.co, explaining that they
do so because they are settled abroad.

Once the printed letter of submission (in the case of
local authors), or the e-mails (in the case of authors
abroad) have been received at Biomédica's office,
the editorial review process will start.

The submission of a manuscript to Biomédica for
publication implies the acceptance by the authors
of the following:

Full knowledge and strict adherence to the
instructions to authors;

compliance with the internationally accepted
authorship criteria;

inclusion of all authors that meet authorship
criteria;

total agreement with the final version of the
manuscript submitted for publication, and

no engagement in any conduct that may be con-
sidered a transgression of the scientific integrity
or the ethical principles of scientific publications.



Checklist for submitted manuscripts

For the purpose of verifying that authors have complied with Biomédica’'s publication guidelines, the
corresponding author should include the following checklist along with the manuscript:

Category

___ Original article __ Short communication ____Technical note
____ Topic review ___ Historical paper ___ Essay

___ Commentary ___Images in biomedicine

____ Case presentation ____Make your own diagnosis

____Letter to the editor _____Book review

1. Presentation
Text written in double space, in Arial font size 12 point, on one side of letter-size pages

Pages numbered consecutively

2. Title
___Title in Spanish and English (maximum 165 characters)

____Running title in the same language used in the text of the manuscript (Spanish or English, maximum
50 characters)

Authors’ names with institutional affiliations (do not include current positions or academic titles)

Corresponding author’s information: name, postal address, phone number, fax number, e-mail address

3. Abstracts

___ Structured abstract both in Spanish and English (maximum 250 words) using the following subtitles:
Introduction, Objective(s), Materials and methods, Results, Conclusion(s). The inclusion of a
structured abstract applies only for original articles and short communications.

4. Keywords
____61t0 10 per manuscript in each language

____ Keywords in English previously verified in the Medical Subject Headings (MeSH) of Index Medicus
available from http://www.nIlm.nih.gov/mesh7meshhome.htm, and Spanish keywords verified in
Descriptores en Ciencias de la Salud (DeCS) of the Latin American and Caribbean Health Sciences
index available from http://decs.bvs.br

5. Structure of an original article, technical note or short communication
Include the following sections:

____Introduction

____Materials and methods

____ Results

____Discussion

____Acknowledgements

____Conflicts of interest statement

Financial support statement



References

____Tables and figures with their corresponding titles.

6. Figures

____ Figures should go on a separate page with its corresponding title

7. Tables
____Tables should go on a separate page, in Word format using font Arial size 10 and single space
____Tables should be numbered consecutively in their order of appearance in the text

__Include titles for all tables and figures.

8. References
____References should be numbered consecutively according to the order of citation in the text.
____Biomedica’s guidelines for citing references must be followed strictly.

___Ifreferences are cited in tables or figures, please continue with the consecutive order used in the text.

10. Use of abbreviations and acronyms

___ Write the complete term in its original language with the corresponding abbreviation in parenthesis.
Avoid using abbreviations and acronyms that are not universally accepted.

11. Nomenclature
Names of genus and species are written in italics

Microorganisms scientific names should be written in full the first time they appear in the text, as well
as in the title and in the abstracts; after, just use the first letter of the genus followed by a dot and the
complete name of the species.

12. General considerations

Printed letter of submission signed by all authors. In the case of authors living abroad, the letter
should be signed, scanned and sent from their personal e-mails.

____ Conflicts of interest statement in the corresponding form filled out by each author.

Manuscripts presenting results from research conducted on human subjects or animals include an
explicit statement that ethical clearance was requested and obtained from an institutional ethics com-
mittee. This statement goes at the end of the Materials and methods section.

Site and registration number for clinical trials in human subjects.

Authors certify that the persons whose names are mentioned in the Acknowledgements section are
fully aware of this and agree to their inclusion.

The financial support statement was included.

____The names, institutional affiliation and e-mails of the four national and four international reviewers
suggested by the authors were included in the letter of submission.



	portada_op
	leyenda
	001-1  presentación__DIC 2017
	001-2  Contenido_DIC2017
	001-3  editorial__DIC 2017
	1 117 16   Presentación del síndrome de WernicC3
	2   141 16 Susceptibilidad in vitro de cepas 
	3  75 16  Optimizando recursos 
	4  25 16 Características de la infección por Clostridium 
	5  126 16 Resultados de la vigilancia nacional
	6  Variantes en los genes TNFA
	7  97 16 Espirometría en población 
	8  91 16 Estimación del subregistro de casos
	9   38 16 Microbiota periodontal y microorganismos 
	10  68 16 Cómo intervenir y prevenir el retraso 
	11   176 16 Curvas de fusión de regiones 
	12  128 16  Diversidad del ADN mitocondrial 
	13  132 16 Validación de una metodología 
	14  168 16  El caseinato de sodio 
	15  84 16  Consideraciones básicas del marco 
	16  110 16  El citoquímico de orina 
	17_In memoriam_DIC2017_Pachito
	18- índices DIC_4 números de 2017
	19 _instrucciones para autores_DIC2017

