Anales

de la Fundacion

Alberto J. Roemmers

Volumen XXIII



Libro de edicion Argentina

Es propiedad

Derechos reservados.

© 2012, por la Fundacion
Alberto J. Roemmers.
Buenos Aires, Argentina.
Queda hecho el depésito
que marca la ley 11.723

Impreso en la Argentina
Printed in Argentina

Libro de distribucion gratuita
Prohibida su venta

Editado e impreso por

Ediciones Médicas del Sur S.R.L.
Junin 917 2°D - C.A.B.A.
ediciones@prensamedica.com.ar



INDICE

SUBSIDIOS 2008 - 2010

INtrodUCCION . .. .o

E. COLI ENTEROPATOGENA (EPEC) TIPICA Y ATIPICA EN NINOS
CON DIARREA DE LA CIUDAD DE CORRIENTES

Silvia Edid Balbachan; Luis Antonio Merino; Daniel Eduardo Merino;
Lidia Natividad Acevedo

ESTUDIO DE LA RELACION ENTRE OBESIDAD ABDOMINAL,
INFLAMACION Y CANCER DE PROSTATA

Gabriela Berg; Halina Grosman;, Viviana Mesch; Bibiana Fabre;
Miguel Lépez

GEOHELMINTOS EN SUELOS Y HECES DE PERROS DE LA
CIUDAD DE BAHIA BLANCA: ESTUDIOS DE PREVALENCIA,
VIABILIDAD Y TIPIFICACION DE LARVAS DE ANCYLOSTOMA SP,
E INCIDENCIA DE TOXOCAROSIS OCULAR Y LARVA MIGRANS
CUTANEA EN LA POBLACION EN RIESGO.

Sixto Raul Costamagna; Elena C. Visciarelli; Elisa Baillie; Maria L.
Gertiser

PREVENCION EN DIABETES TIPO 1
Juan C. Cresto

CARACTERIZACION DE ESPECIES Y PERFIL DE RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA EN ENTEROCOCOS AISLADOS DE
ALIMENTOS DE ORIGEN ANIMAL PROVENIENTES DEL AREA
RURAL DE TANDIL, ARGENTINA

Maria Marta De Luca; Ménica Delfina Sparo; Celia Maria Schell

13

15

29

41

51



ESTUDIO DE LA ETIOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA DE LAS
INFECCIONES AGUDAS DEL TRACTO RESPIRATORIO EN UNA
POBLACION PEDIATRICA

Gerardo D. Deluca; Viviana Gutnisky; Gerardo Andino; Adrian Gerard;
Jesica Benegui; Miriam N. Salmén; Maria E. Horna; Viviana Garcia
Saitoo; José O. Lotero

ASOCIACION DEL HELICOBACTER PYLORI AL ARDOR BUCAL,
LA HIPERTROFIA PAPILAR LINGUAL Y LA HALITOSIS

Valeria Denninghoff; Isabel Adler; Andrea Muifio; Mariana dos Santos;
Juan Manuel Muifio; Liza Marina Marigo Klein; Alejandra Avagnina;
Alejandro Garcia

VALORACION DE LA CONTAMINACION DEL AIRE EN AMBIENTES
INTERNOS DE ASERRADEROS. SU ROL COMO FACTOR DE
RIESGO EN ESTE CONTEXTO DE TRABAJO

Graciela Esquivel; Irma Arias; Magdalena Mangiaterra; Gustavo
Giusiano

ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD DEL GRUPO BACTEROIDES
FRAGILIS A DIFERENTES ANTIBIOTICOS

Fernandez Canigia L.; Litterio M.; Legaria M.C.; Castello L.; Predari
S.C.; Di Martino A.; Rossetti A.; Rollet R.; Carloni G.; Bianchini H.;
Radice M.; Gutkind G.; and the Anaerobic Group

EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL Y
ALTERACIONES EN LA SECRECION SALIVAL EN RESPUESTA
AL CONSUMO DE ALCOHOL Y AL TRATAMIENTO CON
CANNABINOIDES

Javier Fernandez Solari

COLONIZACION Y SEPSIS POR LEVADURAS EN NEONATOS EN
UNIDADES DE CUIDADOS INTENSIVOS
Gustavo Giusiano; Florencia Rojas

RESPUESTA INNATA Y ESPECIFICA A AGENTES CAUSANTES DE
INFECCIONES RESPIRATORIAS BACTERIANAS EN PACIENTES

87

97

113

123

139

165



CON ASMA Y EN PACIENTES CON DEFICIENCIA ESPECIFICA
FRENTE A ANTIGENOS POLISACARIDOS
Susana Fink; Rubén D. Paz

DETECCION DE MYCOPLASMA HOMINIS, UREAPLASMA
UREALYTICUM Y CHLAMYDIA TRACHOMATIS EN MUESTRAS DE
SEMEN MEDIANTE PCR MULTIPLE

Maria V. Gémez; Gerardo D. Deluca; Luis Antonio Merino

IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE PROTEASAS DE
ECHINOCOCCUS GRANULOSUS. DETERMINACION DE SU
POSIBLE ROL EN LA RELACION HOSPEDADOR-PARASITO Y SU
POTENCIAL COMO BLANCO PROFILACTICO DE LA HIDATIDOSIS
Ariana Marcela Gutierrez

DETECCION DE CEPAS DIARREOGENICAS DE ESCHERICHIA
COLI EN FUENTES DE AGUA DE LA PROVINCIA DEL CHACO
MEDIANTE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
Liliana Silvina Lésch; Luis Antonio Merino

DETECCION MOLECULAR DE LOS TIPOS PATOGENICOS CAGA,
VACA Y BABA2 DE HELICOBACTER PYLORI EN MUESTRAS DE
BIOPSIAS GASTRICAS EN POBLACION ADULTA.

Marcelo Gabriel Medina; Myriam Lucrecia Medina; Liliana Silvina
Lésch; Luis Antonio Merino

SINDROME UREMICO HEMOLITICO: RELEVAMIENTO
SEROEPIDEMIOLOGICO DE ANTICUERPOS ANTI-ESCHERICHIA
COLI 0157 PRODUCTOR DE TOXINA SHIGA, EN DIFERENTES
GRUPOS POBLACIONALES.

Elizabeth Miliwebsky; Isabel Chinen; Marta Rivas

ESTADO NUTRICIONAL Y PARASITOSIS EN ESCOLARES DEL
MUNICIPIO DE BERISSO, PROVINCIA DE BUENOS AIRES

Marta Cecilia Minvielle; Betina Cecilia Pezzani; Maria Laura Ciarmela;
Nora Beatriz Molina

177

189

197

223

233

241

251



MICROAMBIENTE CELULAR Y DEL ESTROMA EN PIEL LESIONAL
DE PACIENTES CON ESCLEROSIS SISTEMICA PROGRESIVA.
Gabriela Fernanda Mora

AISLAMIENTO DE TRYPANOSOMA CRUZI DE MADRES
CHAGASICAS CRONICAS QUE NO TRANSMITIERON LA
INFECCION CONGENITA A NINGUNO DE SUS HIJOS: PUESTA A
PUNTO DE UNA TECNICA MEJORADA DE HEMOCULTIVO PARA
SER USADA EN PACIENTES CRONICOS

Maria Celia Mora; Olga Sanchez Negrette; Federico Ramos; Cintia
Fernéndez; Miguel Angel Basombrio

AVANCES EN LA COMPRENSION DE LA LEISHMANIASIS A NIVEL
REGIONAL: ANALISIS DE FACTORES INMUNOLOGICOS Y SU
RELACION CON LA PROGRESION DE LA PATOLOGIA

Cecilia Maria Parodi Ramoneda

EXPRESION CLINICA DE HEMOFILIA EN MUJERES PORTADORAS.
DIAGNOSTICO DE LA INACTIVACION DEL CROMOSOMA X
Claudia Pamela Radic; Liliana Carmen Rossetti; Miguel Candela

EPIDEMIOLOGIA Y DIVERSIDAD GENETICA DEL VIRUS DE LA
HEPATITIS C, GENOTIPO 2 (HCV-2) EN LA REGION CENTRAL DE
ARGENTINA

Viviana Ré; Andrés Culasso; Silvia Mengarelli; Adrian Farias; Fabian
Fay; Belén Pisano; Osvaldo Elbarcha; Marta Contigiani; Rodolfo
Campos

INVESTIGACION DE LA ACTIVIDAD IN-VITRO DE 6 DROGAS
AZOLICAS FRENTE A LEVADURAS AISLADAS DE EXUDADOS
VAGINALES RECIDIVANTES

Florencia Rojas; Magdalena Mangiaterra;, Gustavo Giusiano

CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS Y ALTERNATIVAS
TERAPEUTICAS EN BACTERIEMIAS POR ACINETOBACTER SPP.
MULTIRRESISTENTE EN PEDIATRIA

Silvina Ruvinsky; Graciela Fiorilli; Lidia Casimir; Horacio Lopardo; Rosa
Bologna

277

291

307

313

329

341

351



EVALUACION DE LA RESPUESTA A NEUMOCOCO SEROTIPO
ESPECIFICA EN NINOS CON SOSPECHA DE INMUNODEFICIENCIA
PRIMARIA DESAFIADOS CON VACUNAS 23 VALENTE Y
HEPATAVALENTE CONJUGADA

Jessica Sardarfions; Verénica Natoli; Daniela Carelli; Maria Isabel Gaillard;
Liliana Bezrodnik 365

CARACTERIZACION FENOTIPICA Y FUNCIONAL DE CELULAS
MESOTELIALES PLEURALES POR CITOMETRIA DE FLUJO:

APLICACION EN EL DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE

DERRAMES PLEURALES DE ORIGEN MALIGNO, INFECCIOSO Y
TRANSUDATIVO.

Luis Pablo Schierloh; Rosa M. Musella 377






ALBERTO J. ROEMMERS
1890 - 1974






FUNDACION
Alberto J.
ROEMMERS

Creada por
Doia Candelaria N. Wolter de Roemmers e hijos
en el afo 1975

Presidente
Dr. Rodolfo F. Hess

Vice-Presidente
Dr. Manuel Luis Marti

Secretario
Dr. Julio A. Bellomo

Vocales
Sr. Eduardo A. Macchiavello
Sr. Alberto Roemmers
Sr. Alejandro Guillermo Roemmers
Sr. Alfredo Pablo Roemmers
Dr. Miguel de Tezanos Pinto

Fiscalizadores
Dr. Eduardo L. Billinghurst
Dr. Carlos Montero






INTRODUCCION

En este volumen se publican los subsidios del Periodo 2008-2010, se
han volcado todos los informes finales de los grupos de investigacion que
desarrollaron sus tareas en ese lapso.

Con esta publicacion la Fundacién Alberto J. Roemmers mantiene su
compromiso, adquirido hace mas de treinta y cinco afos, de apoyar a la
investigacion médica en nuestro pais a través de subsidiar planes rigurosa-
mente seleccionados todos los afos.

Se han visto beneficiados mas de 1.000 grupos de trabajo, a lo largo de
todo el pais, en temas de Investigacion Basica, Aplicada y de Epidemiologia
y Salud Publica.






E. COLI ENTEROPATOGENA (EPEC) TIiPICA Y ATIPICA EN
NINOS CON DIARREA DE LA CIUDAD DE CORRIENTES

Balbachan, Silvia Edid; Merino, Luis Antonio; Merino, Daniel Eduardo
Personal de apoyo interviniente en el proyecto: Acevedo, Lidia Natividad
Instituto de Medicina Regional. UNNE. Facultad de Medicina. UNNE

RESUMEN

E. coli Enteropatégena (EPEC) tipica y atipica en nifios con diarrea
de la Ciudad de Corrientes

Escherichia coli es un bacilo gramnegativo que forma parte de la flora
habitual del tracto gastrointestinal del hombre y de los animales pero ademas
presenta un amplio conjunto de serotipos incluyendo algunos que son res-
ponsables de causar enteritis en humanos, los que actualmente son categori-
zados en base a sus factores de virulencia o determinantes de patogenicidad
y se denominan virotipos o patotipos.

Los virotipos de Escherichia coli productores de enfermedad diarreica
se clasifican en: Escherichia coli Enterotoxigénica (ECET), Escherichia coli
Enteropatogénica (ECEP), Escherichia coli Enteroinvasiva (ECEI), Esche-
richia coli Enteroagregativa (ECEA), Escherichia coli Enterohemorragica
(ECEH) y Escherichia coli de Adherencia Difusa (ECAD).

Escherichia coli Enteropatogénica (ECEP) posee la capacidad de pro-
ducir diarrea no inflamatoria por destruccién del ribete en cepillo siendo sus
determinantes de patogenicidad la intimina (int) y el factor de attaching and
effacing. Su frecuencia en estudios latinoamericanos, varia entre 5 y 40%,
aumentando en nifios menores de 12 meses y con diarrea grave. Afecta
sobre todo a recién nacidos en hospitales, en forma de brotes epidémicos.
Los serogrupos mas frecuentes son: 055, 086, 0111, 0119, 0125, 0126,
0127, 0128ab y O142.

Los objetivos del presente trabajo fueron: a) conocer la prevalencia de
las diarreas por E. coli enteropatdogenas (EPEC) tipicas y atipicas mediante la
aplicacion de técnicas de biologia molecular para instaurar efectiva vigilancia
y desarrollar estrategias racionales de control en casos de brotes y de infec-
ciones intrahospitalarias; y b) contribuir al avance de los conocimientos y a la

[15]
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atencion médica mediante el analisis de la sensibilidad antimicrobiana para la
utilizacion racional de la medicacion y evitar la distorsion del gasto.

Se estudiaron 100 muestras de materia fecal, 6 (6%) de las cuales fueron
positivas para EPEC. De ellas 3 fueron tipicas (3%), y 3 casos EPEC atipicas
(3%).

INTRODUCCION

Las Enterobacterias son bacilos Gram negativos, fermentadores de glu-
cosa y reductores de nitratos a nitritos que se adquieren por via fecal-oral,
variando el tamafio del inéculo necesario para producir la enfermedad de
acuerdo al germen involucrado.

Escherichia coli es una enterobacteria que forma parte de la flora habi-
tual del tracto gastrointestinal del hombre y de los animales, con un amplio
conjunto de serotipos incluyendo algunos que son responsables de causar
enteritis en humanos. Es el mas versatil de todos los enteropatdgenos y cada
vez que se obtiene un aislamiento de esta bacteria a partir de materia fecal
de un paciente con diarrea se hace imprescindible diferenciar aquellos tipos
capaces de producir enfermedad entérica de aquellos que sélo se encuen-
tran como saprofitos intestinales. Esos serotipos actualmente son categori-
zados en base a sus factores de virulencia o determinantes de patogenicidad
y se denominan virotipos o patotipos. (1 (2)3)

Los virotipos de Escherichia coli productores de enfermedad diarreica
se clasifican en: Escherichia coli Enterotoxigénica (ECET), Escherichia coli
Enteropatogénica (ECEP), Escherichia coli Enteroinvasiva (ECEI), Esche-
richia coli Enteroagregativa (ECEA), Escherichia coli Enterohemorragica
(ECEH) y Escherichia coli de Adherencia Difusa (ECAD).

Escherichia coli Enteropatogénica (ECEP) posee la capacidad de pro-
ducir diarrea no inflamatoria por destruccion del ribete en cepillo siendo sus
determinantes de patogenicidad la intimina (int) y el factor de attaching and
effacing. Su frecuencia en estudios latinoamericanos, varia entre 5 y 40%,
aumentando en niflos menores de 12 meses y con diarrea grave. Afecta
sobre todo a recién nacidos en hospitales, en forma de brotes epidémicos.
Los serogrupos mas frecuentes son: 055, 086, 0111, 0119, 0125, 0126,
0127, 0128ab y 0142. 1 @A)

Es un miembro prototipo de la familia de patégenos relacionados a lesio-
nes A/E (attaching and effacing) que produce enfermedad diarreica relacio-
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nada con la pérdida de la absorcion de las microvellosidades de la muco-
sa intestinal y la reorganizacion de proteinas del citoesqueleto del huésped
bajo la forma de estructuras semejantes a pedestales situados debajo de la
bacteria adherente. Adhiere en un patron caracteristico a la célula epitelial,
formando microcolonias, usualmente referidas como patron de adherencia
localizada (PAL), mediada por pili formadores de bandas o flagelos. Estas
areas estan asociadas, en un 98 %, con la presencia de un plasmido llamado
Factor Adherente Plasmidico. Desde esta zona secretan proteinas de dos
tipos: una que se inserta dentro de la célula huésped y actua como receptor
de adhesinas (intiminas) bacterianas, y la otra que se llama Locus of Entero-
cyte Effacement (LEE) y que logra el borramiento del enterocito. Estas pro-
teinas inducen alteraciones de las proteinas del citoesqueleto de las células
vecinas adyacentes produciendo el borramiento de las microvellosidades
mencionado precedentemente. (1)(2) @)

La ECEP origina cambios en la célula huésped que sugieren muerte por
apoptosis. Estos cambios consisten en expresidn precoz de fosfatidilserina
en la superficie de la célula huésped y desdoblamiento internucleosomal de
su ADN.

Feno y genotipicamente las EPEC pueden clasificarse en tipicas y atipi-
cas, presentando cada una de ellas diferentes caracteristicas en cuanto a su
virulencia, patogenicidad, asociacion con diarreas, prevalencia y reservorios.

La forma de transmisién de la enfermedad es fecal-oral por manos con-
taminadas de manipuladores de alimentos y los reservorios de EPEC pueden
ser niflos y adultos con o sin sintomas. () ®)

Clinicamente puede causar diarrea acuosa, secretora y autolimitada.
Se asocia frecuentemente a fiebre, dolor abdominal, vomitos, sindrome de
malabsorcidn, etc. Frecuentemente en pacientes pediatricos de paises sub-
desarrollados se han observado cuadros de diarrea cronica. Tiene una alta
tasa de letalidad, al producir en algunos nifios cuadros de diarrea grave y
prolongada.

Dejan inmunidad especifica de serogrupo. (1) (2)3)

Se diferencia de otras E. coli por inducir una adhesion caracteristica, por
no producir toxina shiga y porque las lesiones que producen en los enteroci-
tos pueden pasar inadvertidas.( 3)

Las cepas EPEC se consideran tipicas cuando tienen los genes eae para
la intimina, que participa en A/E, y el plasmido EAF que codifica para el Bfp;
se dice que son atipicas cuando solo presentan los genes eae pero no el
plasmido EAF.
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Para el aislamiento, la identificacion y la caracterizacion de cepas de E.
coli se aplican métodos tradicionales, métodos in vivo € in vitro y de biologia
molecular.

E. coli, como parte de la flora comensal intestinal, tiene particularmen-
te un gran potencial para el desarrollo de la resistencia a antimicrobianos y
podria constituirse en un reservorio diseminable de genes de multirresisten-
cia a bacterias patégenas o viceversa.

Las infecciones causadas por bacterias multirresistentes a antibioticos
estarian asociadas a mayores tasas de morbilidad y mortalidad. Este feno-
meno derivado del uso inapropiado de antibiéticos estaria influenciado por
varios factores, como ser la ineficacia de los antibiéticos y sus complicacio-
nes en el tratamiento, el incremento de la virulencia microbiana por la asocia-
cion entre genes de virulencia y de resistencia a antibidticos y la ineficiente
colonizacién de la microflora intestinal que favoreceria la infeccién de orga-
nismos multirresistentes. (2)(3)4) ()

La resistencia a diferentes antimicrobianos se encuentra en genes loca-
lizados en cromosomas, plasmidos o transposones. La transferencia hori-
zontal de genes de multiresistencia favorece su distribucion entre diferentes
bacterias de igual y diferente especie. (5 ) (7)

La resistencia al Cotrimoxazol, es significativa por la alta proporcion de
aislamientos resistentes (60%), por presentar porcentajes similares de resis-
tencia en E. coli no diarreogénica, Shigella y EPEC, asi como por su asocia-
cion a la multiresistencia. () ©)(7)

Su frecuencia en distintos estudios latinoamericanos, varia entre 5y
40%, siendo mas frecuente en nifios menores de 12 meses y con diarrea
grave; después del afio de edad no se observan diferencias entre los nifios
con diarreas y los controles para éste gérmen debido probablemente a la
inmunidad adquirida. En nifios asiaticos, la prevalencia es del 13% en Nepal
y del 10,7% en Nigeria. @ ©)

EPEC puede ocasionar brotes o casos aislados de diarrea, afectando
principalmente a nifios menores de dos afios, aunque también puede aislarse
en adultos enfermos y sanos, principalmente cuando hay un factor predispo-
nente como diabetes. (2)(3)(€)(7)(@®)

Las cifras de letalidad en paises subdesarrollados son elevadas (20 a
50%), ademas, se ha notificado en algunos paises latinoamericanos que la
infeccion por EPEC supera a la provocada por Campylobacter spp. y rotavi-
rus en la poblacién infantil. (9 (1) (12) (13)
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Fisiopatogenia

En lineas generales, este proceso de adherencia intima entre la bacteria
y la membrana de las células del epitelio intestinal, seguida de la destruccion
de la microvellosidad, con polimerizacion de actina, lleva a la alteracion del
citoesqueleto en el sitio de la union de la bacteria, debido al aumento de los
niveles de calcio intracelular y de proteina quiinasa C. Este proceso se deno-
mina adherencia y esfacelamiento (A/E). En el intestino delgado se adhieren
de manera tipica a las microvellosidades, en forma de densas microcolo-
nias y constituyendo lo que se llama Patron de Adherencia Localizada (PAL)
mediada por pili formadores de bandas o flagelos. (1Y) Con fines practicos, el
modelo de patogénesis de EPEC se divide en tres fases: a) adherencia inicial,
b) inyeccion de factores y transduccion de sefiales, y c) contacto intimo. (12)

La adherencia es un proceso fundamental en el que pueden distinguirse
dos fases; la primera implica la adherencia inicial entre las mismas bacterias,
mientras que la segunda supone la adherencia de las bacterias a la célula del
huésped. (11) (12) (13) (14)

Una vez que la bacteria esta adherida, inyecta a la célula una serie de
proteinas mediante el sistema de secrecion tipo Il (SSTT), por medio del
denominado complejo aguja, que le permite a EPEC secretar proteinas hacia
el medio extracelular y a través de él pasan tres proteinas codificadas en el
LEE conocidas como proteinas translocadoras.

La ultima etapa de la infeccién por EPEC se caracteriza por la union
estrecha entre la bacteria y la célula del huésped, asi como la formacion de
los pedestales de actina. La reorganizacion del citoesqueleto altera la morfo-
logia y fisiologia normal de la regidn apical de las células, que lleva al final a
la pérdida de las microvellosidades intestinales y su funcion. (/) (1)

Tipos virulentos de EPEC

De manera distintiva, todas las cepas de EPEC contienen una isla de
patogenicidad denominada LEE en el cromosoma bacteriano, mientras que
s6lo los aislamientos mas virulentos codifican al plasmido EAF. Debido a
estas caracteristicas genotipicas hoy dia se clasifica a EPEC en dos tipos
virulentos: | y Il.

Las cepas que pertenecen al tipo |, ademas del LEE, codifican al plasmi-
do de virulencia EAF, en tanto que las de menor virulencia denominadas de
tipo Il no codifican al plasmido EAF. (11) (12) (15)

Por otro lado, Trabulsi y colaboradores propusieron clasificar a las cepas
detipos |y Il en cepas tipicas y atipicas, respectivamente, con base en la pre-
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sencia o ausencia del plasmido EAF y el fenotipo de adherencia. Las cepas
tipicas (de tipo I) presentan el patron de adherencia localizada (LA, del inglés
localized adherence) sobre cultivos de células epiteliales, mientras que las
cepas atipicas (o de tipo Il) poseen adherencia semejante a la localizada
(LAL, por sus siglas en inglés), adherencia difusa o, en algunos casos, adhe-
rencia agregativa. (12)

Manifestaciones clinicas

Suindéculo es elevado (106-1010). (2) (3)

El periodo de incubacién de 9 a 24 horas, luego del cual aparecen gra-
dualmente deposiciones liquidas, con poca fiebre, dolor abdominal, afectan-
do principalmente a recién nacidos en hospitales, en forma de brotes epi-
démicos.2 @) (5) Asimismo causa diarreas en lactantes, de tipo acuosa, con
moco, y deshidratacion.(2 3)(12) Tiene una alta tasa de letalidad, al producir en
algunos nifios cuadros de diarrea grave y prolongada.(2) )

La infeccion es menos frecuente en nifios alimentados con pecho ma-
terno.

Dejan inmunidad especifica de serogrupo.( (3)(12)

Diagnéstico

El diagnostico de EPEC incluye ensayos in vitro, en cultivos celulares y
métodos moleculares. (12) (15)

EPEC se aisla en medios selectivos y diferenciales para enterobacterias,
como el agar de MacConkey o el agar de eosina y azul de metileno, a partir de
muestras de MF. Sin embargo, para diferenciar los aislamientos de EPEC de
las E. coli de flora normal, y debido a que son indistinguibles desde el punto
de vista bioquimico, se requieren pruebas adicionales diferentes, como: a)
serotipificacion, b) ensayo de adherencia con células HEp-2, c) prueba de
FAS (tincidn fluorescente para actina) y d) técnicas de biologia molecular que
amplifican genes que codifican a proteinas de virulencia. () (8)(9) (10) (15)

La prueba fenotipica de diagndstico, considerada hoy el estandar de oro
para la identificacion de EPEC, es el ensayo de adherencia sobre células
epiteliales HEp-2 que describieron de forma inicial Cravioto y colaboradores.
Permite identificar bacterias agrupadas en cimulos o microcolonias sobre las
células epiteliales en cultivo; dicha disposicion se conoce como adherencia
localizada o fenotipo LA. Pueden también reconocerse por medio de esta
técnica E. coli enteroagregativa (EAEC), que se agrupan y forman empaliza-
das que se adhieren a las células y al cristal; también puede identificarse E.
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coliadherente difusa (DAEC), reconocible porque las bacterias se adhieren a
las células de forma aleatoria o difusa. 4) (6)(7) (14)

La prueba de FAS (tincion fluorescente para actina) es una técnica
alternativa que se ha empleado en estudios epidemioldgicos y en la que se
observa la acumulacion de la actina del citoesqueleto en la forma de puntos
fluorescentes en la célula, en los que se encuentran los pedestales y las
bacterias adheridas.

Los estudios moleculares se realizan sobre todo mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) y con sondas genéticas. Los blancos genéti-
cos para identificar EPEC son una secuencia genética del plasmido EAF que
se emplea como sonda o la amplificacion por PCR de la subunidad estruc-
tural de los BFP (bfpA) y el gen que codifica a la intimina (eae).) () (6) (14) (15)

En ensayos in vitro las cepas EPEC se caracterizan por formar microcolo-
nias en el citoplasma de las células Hep-2 y su estudio incluye factores de pato-
genicidad como el efecto A/E, presencia de plasmidos y fimbrias. ©) () (6) (14) (15)

Asimismo se puede realizar la identificacion genética de tres tipos de
intimina (a, b y g), mediante PCR de la region variable del gen eaeA. (15

OBJETIVOS

Conocer la prevalencia de las diarreas por E. coli enteropatégenas
(EPEC) tipicas y atipicas mediante la aplicacién de técnicas de biologia mole-
cular para instaurar efectiva vigilancia y desarrollar estrategias racionales de
control en casos de brotes y de infecciones intrahospitalarias.

Contribuir al avance de los conocimientos y a la atencién médica
mediante el analisis de la sensibilidad antimicrobiana para la utilizacién racio-
nal de la medicacion y evitar la distorsion del gasto.

METODOLOGIA

A partir de estos conocimientos, decidimos investigar la presencia de
cepas “tipicas” (bfp+) y “atipicas” (bfp-) de ECEP en muestras de diarrea,
utilizando técnicas de biologia molecular.

Se realiz6 un estudio prospectivo, recolectandose muestras de diarreas
de nifios menores de 5 afios provenientes de consulta externa de distintos
centros asistenciales de la ciudad de Corrientes durante 18 meses.
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Se definié como caso de diarrea a 3 0 mas deposiciones no formadas
o liquidas en un periodo de 24 horas. Se excluyeron del muestreo aquellos
pacientes con diarreas cronicas o antecedentes de otras patologias gastroin-
testinales como ser celiaquia y alergias alimentarias.

Dentro de la hora siguiente a la recoleccién, las muestras de materia
fecal fueron inoculadas en un medio de transporte Cary-Blair, colocadas a
4°C y posteriormente trasladadas al laboratorio de bacteriologia del Instituto
de Medicina Regional de la Universidad Nacional del Nordeste de la ciudad
de Resistencia, Chaco. Alli se sembraron en agar SS, McConkey, Agar San-
gre, Agar Mac Conkey - Sorbitol y TCBS para el aislamiento primario de espe-
cies de Shigella y otros enteropatégenos.

La identificacion bioquimica de colonias sospechosas se realizo con
métodos estandar y el grupo seroldgico se identificd por aglutinacion con
antisueros especificos (Division de Antisueros, Instituto de Enfermedades
Infecciosas Humanas ANLIS “Carlos G. Malbran”).

En aquellas cepas bioquimicamente compatibles con Escherichia coli se
realizé PCR dirigida a la amplificacion de los genes eaeA, bfpA y stx que codifi-
can para la intimina, fimbrias de adherenciay toxina Shiga-like, respectivamente.

RESULTADOS

En el periodo comprendido entre el 1 de enero de 2009 y el 30 de junio
de 2010 se estudiaron en total 100 muestras de MF provenientes de nifios
menores de 5 afios que consultaron por diarrea aguda.

Del total de los coprocultivos realizados, en ninguno se recuperé Salmo-
nella ni Shigella ni E. coli 0157.

En 6 muestras (6%) se detecto la presencia de EPEC (eae+ stx-), 3 de ellas
correspondieron a EPEC tipicas (bfp+) y 3 a EPEC atipicas (bfp-) (Tabla 1)

Sexo Edad Genes Virotipo bfp
1 F 18 m eae EPEC si
2 30m eae EPEC si
3 M 54 m eae EPEC no
4 M 27m eae EPEC no
5 F 54 m eae EPEC si
6 M 36m eae EPEC no

Tabla 1: Caracteristicas de las Cepas de EPEC.
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DISCUSION

En relacion a los resultados obtenidos en el presente trabajo, podemos
compararlos con diferentes lineas de investigacion, algunos de los cuales
son similares y otros difieren fundamentalmente en relacion al niumero de
muestras y a la poblacion objetivo.

Su frecuencia en distintos estudios latinoamericanos, varia entre 5 y
40%, siendo mas frecuente en nifios menores de 12 meses y con diarrea
grave; después del afio de edad no se observan diferencias entre los nifios
con diarreas y los controles para éste gérmen debido probablemente a la
inmunidad adquirida. En nifios asiaticos, la prevalencia es del 13% en Nepal
y del 10,7% en Nigeria. 2)3)

Las cifras de letalidad en paises subdesarrollados son elevadas (20 a
50%), ademas, se ha notificado en algunos paises latinoamericanos que la
infeccién por EPEC supera a la provocada por Campylobacter spp. y rotavi-
rus en la poblacién infantil. ()

En México, se presenta en forma endémica hasta en 6% de la pobla-
cion, cifra semejante a la informada por Alemania y Australia, con 5.9y 7.6%,
respectivamente, de nifios sanos portadores. Estudios actuales del Hospital
Infantil de México, presentan aislamientos de E. coli con adherencia localiza-
da (LA) en 7% de 208 casos de nifios con un cuadro diarreico grave (cepas
del tipo ), y 12% de cepas con adherencia parecida a la localizada (LAL) en
este mismo grupo de pacientes (cepas del tipo Il). (5)(9) (10)

En Brasil y Chile, la epidemiologia de EPEC es similar. Gomes y cola-
boradores (1989) encontraron que 23% de cepas de E. coli con adherencia
localizada (LA+) intervenia en nifios con diarrea, aun por encima de otros
patégenos importantes como rotavirus o ETEC. Tornieporth y colaboradores
notificaron que EPEC intervino sélo en 8% de las diarreas agudas en el mis-
mo pais. En la Republica de China se demostro que cepas de EPEC se aislan
en 5% de los casos de diarrea de nifios menores de tres afios. (6)(7)(®) ()

En Iran se ha encontrado ECEP en primer lugar, con una prevalencia
cercana a 45 %, en Brasil fue encontrada en 8 % de los pacientes, mientras
que en Finlandia solo se encontré en 5,5 % de pacientes con diarrea, un valor
muy similar al encontrado en Chaco por Medina y cols, lo cual indica la gran
variabilidad de frecuencia entre diferentes paises.

La diferenciacion de los aislamientos de ECEP en ECEP tipico y atipico,
permitiria conocer mas aun acerca de la epidemiologia de las enfermedades
producidas por este grupo de bacterias. Se ha reportado mayor prevalencia
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de cepas ECEP tipicas en paises en desarrollo, mientras que las atipicas
constituyen los aislamientos mas frecuentes en paises industrializados. (10)

Alikhani y cols, estudiaron 247 muestras de nifios con diarrea 'y 1108
asintomaticos, en 140 (56,7%) fueron identificados patdgenos entéricos, y
dentro de ellos 111 fueron EPEC, determinados por la presencia de genes
eaeA, bfpA 'y stx por PCR. Dentro de las EPEC, 35 casos (11,8%) fueron
tipicas, comparados con 8 (0,4%) en el grupo de los pacientes asintomaticos.
Las EPEC atipicas fueron aisladas en 23 casos (9,3 %) de nifios con diarrea,
comparados con 13 casos (1,2%) dentro del grupo de los asintomaticos. Esto
nos indica que estos agentes constituyen una causa importante de diarrea
en nifios. (16)

Praerea y cols, por su parte, en 280 muestras analizadas provenientes
de nifios menores de 2 afios de edad, recuperaron enteropatégenos en 55
pacientes, correspondiendo el hallazgo de EPEC en 30 pacientes. (17

CONCLUSIONES

A la luz de las técnicas de Biologia Molecular podemos observar que
EPEC es un importante agente etioldgico de diarreas en nifios pequefios, por
lo que es importante su busqueda en laboratorios de referencia, a los fines de
contribuir al conocimiento de su perfil epidemiolégico.

La identificacion de la relacion clonal, por biologia molecular, de los ais-
lamientos obtenidos a partir de un brote o el estudio de la persistencia endé-
mica de ciertas cepas, es crucial para adoptar medidas orientadas a prevenir
la diseminacion de la infeccion y erradicar su fuente.

Los métodos basados en la amplificacion mediante PCR de secuencias
repetitivas (REP y ERIC) presentaron gran utilidad en la tipificacion epidemio-
I6gica de las cepas estudiadas.

Son necesarios los estudios regionales a fin de monitorear periddica-
mente la epidemiologia de los distintos serovares, ya que la prevalencia de
cada uno de ellos responde a factores locales asociados a probables cam-
bios en el nicho ecolégico de un determinado lugar.

Como resultado de lo expuesto podemos concluir que se deben poner
en marcha actividades de vigilancia orientadas a detectar y controlar la apa-
ricion de nuevas cepas.
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SUMMARY

Escherichia coli is a gram-negative bacillus that is part of the normal
flora of the gastrointestinal tract of man and animals but also presents a wide
range of serotypes including some that are responsible for causing enteritis
in humans. These serotypes are now categorized based on their virulence
factors or pathogenicity determinants and are called virotypes or pathotypes.

The Escherichia coli virotypes producers of diarrheal disease are clas-
sified as Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC), Enteropathogenic Esch-
erichia coli (EPEC), Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC), Enteroaggrega-
tive Escherichia coli (ECEA), Enterohemorragic Escherichia coli (EHEC) and
Diffuse Adherence Escheichia coli (ECAD).

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) has the ability to produce
non-inflammatory diarrhea by destroying the brush border and its pathoge-
nicity determinants are intimin (int) and the attaching and effacing factor. Its
frequency in Latin American’s studies varies between 5 and 40%, increasing
in children under 12 months with severe diarrhea. It mainly affects newborns
in hospitals, in the form of outbreaks. The most frequent serogroups are: 055,
086, 0111, 0119, 0125, 0126, 0127, 0142 and O128ab.

The aims of this study were: a) to determine the prevalence of diarrhea by
typical and atypical E. coli (EPEC) by applying molecular biology techniques
in order to establish effective monitoring and control and to develop rational
strategies in cases of outbreaks and nosocomial infections, and b) to contrib-
ute to the medical knowledge and health care service improvement by analyz-
ing antimicrobial sensitivity in order to perform a rational use of medication
and to avoid the misuse of the expense.

We studied 100 stool samples, 6 (6%) of which were positive for EPEC.
Three of those were typical(3%) and 3 were atypical (3%) cases of EPEC.
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INTRODUCCION

La obesidad se ha transformado en uno de los mayores problemas de
salud en los paises occidentales. intimamente ligados a la obesidad se desa-
rrollan distintos procesos cronicos entre los que se encuentran la enfermedad
cardiovascular, el Sindrome Metabdlico (SM), la diabetes y también algunos
tipos de cancer, principalmente los de naturaleza hormono-dependiente
como el cancer de mamay el de prostata (CaP).

El CaP es el segundo tumor de mayor prevalencia entre los varones occi-
dentales mayores de 50 afios, precediéndole el cancer de piel. Asimismo, es
también la tercera causa de muerte oncolégica en el varéon luego del cancer
de pulmodn y de colon (1), dejando el segundo lugar que ocupaba a fines del
siglo XX gracias al uso difundido del Antigeno Prostatico Especifico (PSA)
como herramienta de screening, y a los tratamientos mas efectivos en los
tumores localizados. El uso del PSA (que sin ser un marcador tumoral, sino
especifico de la glandula prostatica) tiene un insuperable valor desde la déca-
da del 80, permitiendo la deteccion mas temprana y eficiente de esta patolo-
gia, el que hasta ahora no ha podido ser superado por ningin otro marcador
plasmatico.

Se estima que un mayor conocimiento acerca de los factores que
podrian facilitar la aparicién del CaP haria reducir aun mas el riesgo de su
progresion y muerte. La obesidad seria una de las variables gravitantes en la
aparicion del CaP, conociéndose ya desde los afios sesenta la relacion entre
mortalidad por cancer y obesidad (2). En relacién directa con la obesidad se
encuentran factores exdgenos como la dieta y enddégenos como el metabolis-

[29]
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mo lipidico. Existe literatura médica que correlaciona el consumo de grasa de
origen animal con el CaP. Particularmente las grasas ricas en acido araqui-
donico tendrian intervencion en la proliferacion de los tumores de prostata.
Sin embargo los estudios con casos control, en cambio, no muestran eviden-
cia contundente. Esto podria deberse a las diferentes caracteristicas de las
poblaciones estudiadas, y su relacion genética y metabdlica con la obesidad
y el perfil lipoprotéico. Por su parte, la relacion entre el metabolismo de las
lipoproteinas y el CaP no se ha profundizado.

En el paciente obeso hay multiples alteraciones hormonales que se
podrian relacionar con el aumento de la incidencia del CaP, mas aun en
aquellos individuos con mayor Indice de Masa Corporal (IMC) se describe un
mayor riesgo de cancer de alto grado (3).

El analisis prospectivo mas extenso llevado a cabo por la Sociedad Ame-
ricana de Cancer, registrd que el 14% de las muertes por cancer en hombres
se atribuyen a la obesidad (4). Aun asi, mientras algunos estudios encuentran
relaciones positivas entre obesidad y CaP (5-7) otros no logran hallar esta
correlacion (8-10). Sin embargo, se describe una asociacion entre el grado
de obesidad, evaluada por el IMC vy la severidad y progresién del proceso
oncologico (11). Aun asi, la evidencia epidemiolégica que liga al CaP con la
obesidad es inconclusa y controvertida.

Por otro lado, situaciones de IR/Hiperinsulinemia concomitante, sub-
yacentes del Sindrome Metabdlico (SM) y caracteristicas de la obesidad,
también se asocian al incremento del riesgo de CaP (12,13). Distintos
podrian ser los factores responsables de esta asociacion. Entre ellos, la
mayor sintesis hepatica y concentracion plasmatica de factores de creci-
miento similares a la insulina (IGF-1) libre (bioactivo), que estimula y regula
la proliferacién y diferenciacion celular (14) se relacioné con mayor riesgo
(15) y severidad (16) de CaP. Asi mismo, en los estados de IR y obesidad
abdominal se registra una mayor aromatizacion periférica de andrégenos a
estrégenos en el tejido adiposo (17), con la consiguiente disminucion rela-
tiva de andrégenos. Dada la naturaleza hormono-dependiente de este tipo
de tumores, la relacion andrégenos/estrogenos seria importante en el cre-
cimiento prostatico. Bajas concentraciones plasmaticas de testosterona se
asocian con mayor severidad y menor diferenciacion del tumor prostatico
(18,19). Sin embargo, para otros autores, la disminucidn de testosterona se
asociaria con disminucion en la progresion de la enfermedad. Es necesario
profundizar el estudio del perfil hormonal en pacientes con CaP para escla-
recer esta controversia.
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En estudios previos, en el marco de un subsidio Roemmers (2006-2007),
hemos observado en pacientes con CaP una disminucion de adiponectina
circulante. Asi mismo, un incremento en los valores de PCR-hs, evaluada
como marcador de inflamacion, no llego a ser significativo pero supero el limi-
te deseable correspondiente a bajo riesgo, lo cual indicaria un mayor grado
de inflamacion en los pacientes con CaP, que podria asociarse con un teji-
do adiposo disfuncional. Por otra parte, los pacientes con CaP presentaron
menores niveles de SHBG y aumento del indice triglicéridos/col-HDL en con-
cordancia con mayor grado de insulino-resistencia, independientemente del
indice de masa corporal. El mayor grado de inflamacion e insulino-resistencia
se asociaron con el incremento de PSA, independientemente del peso cor-
poral. La evidencia actual indica que existe un nexo entre estos parametros,
sin embargo, es necesario evaluar otros que reflejen con mayor especificidad
el comportamiento del tejido adiposo en los pacientes con CaP, asi como su
impacto directo sobre el tejido prostatico.

En base a las consideraciones precedentes, el objetivo de este trabajo
fue establecer las posibles asociaciones entre obesidad, insulino-resistencia
e inflamacion y la prevalencia de Cancer de Prostata (CaP).

PACIENTES Y METODOS

Poblacién estudiada

Entre el 11 y el 15 de mayo se llevo a cabo en el Hospital de Clinicas
una campafia convocada para hombres, entre 50 y 70 afios, de Deteccion
Temprana de Cancer de Prostata. Ademas del examen uroldgico se obtuvo
una muestra de sangre de todos los individuos para determinar en forma
totalmente gratuita el Anfigeno Prostatico Especifico (PSA) y otros analitos
que ayudaran al diagnéstico de Sindrome Metabdlico e hipogonadismo. Los
interesados (2906 varones) concurrieron en ayunas al entrepiso del Hospi-
tal de Clinicas, donde se les realizo una anamnesis detallada. Luego, eran
acompafiados hacia los boxes de extraccion de sangre, donde ademas de
obtener una muestra de sangre (para la evaluacién del antigeno prostatico
especifico, perfil lipidico y hormonal), fueron pesados y medidos por estu-
diantes de Bioquimica. Finalmente médicos del Servicio de Urologia realiza-
ron el examen digital rectal y la medida de la circunferencia de cintura y de
tension arterial de cada individuo.
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Criterios de inclusion: varones con PSAt menor a 10,00 ng/ml y/o EDR
sospechoso de cancer, con edades comprendidas entre 50 y 65 afios.

Criterios de exclusion: varones con valores de PSAt mayor o igual a
10,00 ng/ml y mayores a 65 afos. Presencia de otras neoplasias, patologia
prostatica previa y/o tratamiento hormonal, consumo de alcohol mayor de 20
g/dia, tratamiento con hipolipemiantes.

Reparos éticos: todos Los varones participantes consintieron y fueron
debidamente instruidos acerca de sus derechos como pacientes, asi como
acerca de la confidencialidad de los datos.

Muestras y Métodos

Para la toma de la muestra sanguinea los pacientes debieron concurrir
con un minimo de 12 horas de ayuno. A cada paciente se le extrajo 10 ml de
sangre venosa en tubos con acelerador de la coagulacion con aguja 21G x
1”. La sangre fue centrifugada a 1600 rpm durante 15 minutos. Los sueros asi
separados fueron fraccionados en tubos Eppendorf rotulados y se confeccio-
nd una seroteca conservada a —=70° C con muestras de los 2906 individuos.

A todos los pacientes se les midié PSAt e insulina por enzimo-inmuno-
ensayo de micro-particulas (MEIA), segun indicaciones del proveedor (Abbott
Laboratories, Chicago. USA) en autoanalizador IMX (Abbot Laboratories;
Chicago USA). El coeficiente de variacion (CV) para PSAt intra y entre-ensa-
yos fue del 3,20 y 4,31% respectivamente. Glucosa, Colesterol (Col) total,
col-HDL vy triglicéridos (TG) se dosaron por métodos enzimaticos colorimé-
tricos comerciales (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) en un
autoanalizador Hitachi 917. Los CV intra e entre- ensayos fueron 1,1% vy 2,2%
respectivamente para Col y 1,3y 2,4% respectivamente para TG. Se calcula-
ron los indices Col-total/Col-HDL como indicador de riesgo cardiovascular y
TG/Col-HDL como marcador secundario de insulino-resistencia (6).

En un subgrupo de 850 hombres menores de 65 afios se midio:

-Testosterona total (To) y SHBG por quimioluminiscencia en autoanali-
zador Immulite (SIEMENS); To libre (TL) y biodisponible (TB) por método de
calculo, a partir de la medicion de To y SHBG. Para completar la evaluacion
del estado hormonal se calculé el indice FAI ([To/SHBG] x 100).

En un subgrupo de 100 hombres menores de 65 afios se midio:

-IGF-1, TNF-q, IL-1, IL-6 por quimioluminiscencia en autoanalizador
Immulite (SIEMENS)
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Control de calidad

Los laboratorios involucrados en este proyecto tienen implementado
Control de Calidad Interno (controles CEFAS Roche y pooles propios) para
asegurar la reproducibilidad de sus resultados. El Departamento de Bioqui-
mica Clinica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica esta inscripto en los
Programas de Control de Calidad Externo RIQAS (con trazabilidad al Center
for Disease Control and Prevention) y Buenos Aires (CEMIC), para asegurar
la exactitud de sus resultados. El citado Departamento esta acreditado por la
Fundacién Bioquimica Argentina.

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como media + error estandar 6 desvio. Las
correlaciones se calcularon utilizando el test de Pearson o Spearman, segun
correspondiere y las diferencias entre grupos se analizaron mediante analisis
de varianza (ANOVA de una via o de Kruskal-Wallis, segun el caso).La eva-
luacion posterior de las diferencias se realiz6 mediante test de Bonferroni,
Tukey o Dunn. Cuando se compararon solamente dos grupos (CaP y C) se
utilizé test—t para muestras independientes. Las diferencias fueron conside-
radas significativas con p<0.05.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Al analizar los resultados de los 2906 pacientes se observo que el PSAt
correlacioné en forma inversa con el BMI y con la circunferencia de cintura (r=
-0.117, p<0.001 y r=-0.063, p<0.001 respectivamente). Este hallazgo es signi-
ficativo y llamativo, y sostiene la teoria de que en situaciones de obesidad se
produce una hemodilucion del PSA y por lo tanto, se enmascara la deteccion
del CaP. Muchos autores han desarrollado distintas formulas para corregir el
valor de PSA segun el BMI del paciente y de esa manera independizarse de
la obesidad.

Asimismo, en un rastreo poblacional para la deteccion temprana de
cancer de prostata el valor limite establecido por consenso (con examen
digital rectal normal) para realizar una biopsia prostatica es de 2.50 ng/ml.
Evaluamos el comportamiento de dos inmunoensayos quimioluminiscentes
comercializados por la misma empresa para el dosaje del Antigeno Prostati-
co Especifico (PSA) Se procesaron 276 muestras, con valores de PSA < 5,00
ng/ml.Dicho marcador se midio por un método quimioluminiscente (Immulite
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Siemens), CVe 4.4%, y otro de 3era generacién de la misma empresa, CVe
3.8%. Para comparar ambos métodos se realizo el analisis de concordancia
de Bland y Altman y la correlacion de Sperman. En la tabla 2 se muestran los
Bias y el coeficiente de correlacion obtenidos al comparar ambos métodos.

Tabla 1. Coeficiente de correlacion y Bias obtenidos para ambos métodos

Concentracion BIAS r
PSA ng/ml Immulite vs Immulite de 3% | Immulite vs Immulite de 3?
<1.00 ng/ml 0.1163 (n=108) 0.9665
1.00-1.99 ng/ml 0.2587 (n=57) 0.7972
2.00-2.99 ng/ml 0.5908 (n=64) 0.7653
3.00-3.99 ng/ml 0.7523 (n=26) 0.5812
4.00-4.99 ng/ml 1.1195 (n=21) 0.5828
Andlisis Total 0.6932 (n=276) 0.9778

El valor limite inferior por consenso (con examen digital rectal normal)
para realizar una biopsia prostatica al paciente es de 2.50 ng/ml y el Bias
obtenido entre el método 1 y el método 2 en el rango entre 2.00 y 2.99 es de
0.5908 ng/ml, esto nos permitiria concluir que en caso de utilizar diferentes
métodos el valor de corte deberia ser modificado.

Por otra parte en el subgrupo de 850 muestras de pacientes entre 45y
60 afios evaluamos los cambios en las hormonas sexuales, a través de la
medida de SHBG y perfil androgénico. La poblacion se dividié segun su peso
corporal en individuos con normopeso (NP), sobrepeso (SP) y obesos (OP),
y segun la circunferencia de cintura (CC) en sujetos con (CC) [J102 cm y >102
cm, presentando los OP un perfil androgénico alterado (tabla 2). Las diferen-
cias fueron significativas aun después de corregir por edad.

Tabla 2: Perfil hormonal en hombres divididos por su indice
de masa corporal (IMC) y circunferencia de cintura (CC)

IMC cc
NP SP opP
(n=206) (n=441) (n=209) 0102 cm (n=533) | >102 cm (n=323)
g:EI(};I 43(1.1-158) | 36(2.1-124) | 34(2.5-153)" |  42(2.3-158) 37 (3-153)
To ng/ml | 5.0(2.0-12.6) | 4.2(1.2-9.6) |3.7(1.7-8.6)*+ | 4.4(1.75-12.6) 3.8(1.7-10.7)
p;ll;nl 75(5-245) 70(1-193) | 66(5-247)** 78 (17-302) 74(26-247)8
n;ﬁm 1.9(0.6-5.6) | 1.7(0.6-6.9)x | 1.7(0.6-5.7)x | 1.8 (0.6-6.9) 1.7 (0.6-5.7)a

ANOVA: *[1p<0.001 vs NP; +<0.05 vs SP; ** <0.01 vs NP; *** <0.05 vs NP. Mann-Whitney: «p<0.001, £ p<0.03;
a p<0.02.
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Las diferencias fueron significativas aun después de corregir por edad.
IMC y CC correlacionaron en forma inversa con: SHBG (r=-0.29 en ambos
casos), To (r=-0.28 y r=-0.30), TL (r=-0.11 y r=-0.14), TB (r=-0.16 y r=-0.13)
p<0.001 en todos los casos.

Este estudio muestra que el perfil androgénico se deteriora a medida que
aumentan el peso corporal y la distribucién abdominal de la grasa.

Para poder interpretar adecuadamente los resultados que se obtengan
en pacientes, es importante establecer los valores de referencia para cada
poblacién para el método que se utilizara y en las mismas condiciones en
que se efectuaran los analisis. Para ello buscamos los valores de referencia
de SHBG, TL y TB en una poblacion de varones de 20 a 69 afios divididos
en diferentes rangos etareos. Se estudiaron 472 varones adultos divididos
en rangos etareos de 20-69 afios. Los resultados se muestran en la tabla 3

Tabla 3: Valores de SHBG, Testosterona Libre (TL)
y Testosterona biodisponible (TB) en hombres divididos por edad.

Edad n SHBG TL B
(afios) (nmol/l) (pg/ml) (ng/ml)
20-49 53 42.5(18.2-158) 81.6 (59.5-199) 1.88(1.37-4.58)
50-59 253 41.3 (3.2-153) 86.1(34.6-247) 1.98 (0.80-5.7)
60-69 166 47.5 (2.3-158) 76.3(26.8-302) 1.76 (0.62-6.9)

Finalmente, se evalué el desempeio de un método automatizado para la
determinacion de Testosterona en saliva (Tosal), en una poblacion de hom-
bres menores de 65 afios. Se busco correlacionar los valores de Tosal con las
concentraciones séricas de Testosterona total (ToT), TBy TL.

La saliva es una muestra biolégica que presenta ciertas ventajas en
cuanto a que su obtencidn es sencilla, no invasiva, y no requiere de personal
altamente capacitado para su extraccion. La testosterona en la saliva (Tosal)
representa la fraccion libre del suero, es por eso que sus niveles son signifi-
cativamente mas bajos que los hallados en suero y por lo tanto se requiere
un método de alta sensibilidad para su determinacién. Se evaluaron 50 indi-
viduos, sexo masculino (edad 20-64 afios). En todos ellos, se obtuvo una
muestra de sangre y saliva a las 8 hs. En las muestras de saliva se determi-
nd Tsal (pmol/L) mediante RIA adaptando un kit comercial para testosterona
sérica (SIEMENS) y la misma muestra se midié por un método automatizado
electroquimioluminiscente (EQL) (Elecsys-Roche). La testosterona total séri-
ca (ToT) se determind por el mismo método automatizado EQL (Elecsys-
Roche). La Tob y la ToL se obtuvieron por célculo a partir de la medicién de
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ToT y SHBG. La correlacion entre parametros se establecié utilizando el test
de Spearman. La concordancia entre ambos métodos de determinacién de
Tsal se realizé mediante analisis de Bland y Altman.

La ToT, la ToL y Tob en los 50 individuos fue (mediana y rango) 4.3 (1.7-
9.1) ng/ml; 75 (25.7-184) pg/ml y 1.7 (0.59-4.2) ng/ml, respectivamente. El
valor de la Tosal medida por método EQL fue 372.7 (142-891.0) pmol/l y por
RIA 332.7 (99.1-806.7) pmol/l (Figura 1).

En los 50 sujetos incluidos en este estudio la Tsal medida por méto-
do EQL y por RIA correlacionaron significativamente (r=0,80, p<0,00001)
(Figura 2). La sensibilidad funcional para la Tosal por el método EQL fue de
142 pmol/l. En la poblacion estudiada la Tosal medida por el método EQL
correlaciond con la ToT, la Tob y la ToL (r=0.78; 0.71 y 0.70 respectivamente,
p<0.00001). EI BIAS obtenido cuando se comparo Elecsys vs RIA fue de
43.06 pmol/l.

TESTOSTERONA EN SALIVA
(pmol/l)

1000
900
800
700
600
500
400
300
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100

RIA ELECSYS

Figura 1. To en saliva en la poblacion estudiada por Elecsys y RIA
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Figura 2. Correlacion de Tosal medida por Elecsys y RIA

El método automatizado EQL Elecsys-Roche mostré un buen desempe-
fo para el dosaje de testosterona en saliva como lo evidencian las correlacio-
nes obtenidas tanto con el RIA modificado como con los valores de Tot y sus
fracciones y a través de la concordancia hallada para ambas metodologias.
La determinacion de testosterona en saliva por el método descripto seria una
herramienta util en el estudio del perfil androgénico en hombres, recalcando
la necesidad de que cada laboratorio defina sus valores de referencia.

Finalmente queda informar que parte de los resultados de los subsidios
Roemmers 2006-2007 y 2008-2009 han sido aceptados para su publicacion
en la revista The Aging Male, y se encuentran actualmente en prensa:

Lipoproteins, sex hormones and inflammatory markers in association
with prostate cancer. Grosman H, Fabre B, Mesch V, Lopez MA, Schreier L,
Mazza O, Berg G. Aging Male. 2009 Nov 18. [Epub ahead of print].

Se adjunta prueba de galera del articulo, asi como de todos los resume-
nes presentados a distintos congresos.
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GEOHELMINTOS EN SUELOS Y HECES DE PERROS DE LA
CIUDAD DE BAHIA BLANCA: ESTUDIOS DE PREVALENCIA,
VIABILIDAD Y TIPIFICACION DE LARVAS DE ANCYLOSTOMA
SP, E INCIDENCIA DE TOXOCAROSIS OCULAR Y LARVA
MIGRANS CUTANEA EN LA POBLACION EN RIESGO

Sixto Raul Costamagna, Elena C. Visciarelli, Elisa Baillie y Maria L.
Gertiser
Catedra de Parasitologia Clinica, Departamento de Biologia, Bioquimica y
Farmacia. Universidad Nacional del Sur. San Juan 670. (8000) BAHIA BLANCA,
Provincia de Buenos Aires, Argentina.

RESUMEN

Un diagnostico de situacion, sobre contaminacion del medio ambiente
por parasitos, relacionandolo con estudios de prevalencia en humanos, es, a
nuestro criterio, muy importante para que los responsables de Salud Publica
puedan implementar medidas preventivas pertinentes. Por este motivo, es
que en el presente estudio investigamos la presencia de huevos de geohel-
mintos, en suelos y heces de perros en el medio ambiente de diferentes sec-
tores de la ciudad de Bahia Blanca. Ademas, se relacionaron los hallazgos
con resultados seroepidemioldgicos sobre Toxocarosis en la poblacion de
BAHIA BLANCA, Provincia de Buenos Aires, Argentina. También se realizo
un estudio prospectivo sobre queratitis y otras lesiones oculares, producidas
por Acanthamoeba sp., Toxocara sp, y Larva Currens Cutanea.

Las Prevalencias de formas parasitarias, en heces de perro en barrios
Naposta, San Roque y Villa Nocito (Bahia Blanca) fueron: 31,6%, 42% y 87%
respectivamente (Prevalencia promedio: 53,53%), sobre un total de 336
muestras estudiadas. Se encontraron larvas de Nematodos en el 17,8% de
las muestras de tierra estudiadas, con una viabilidad superior a los 400 dias
en el 31% de ellas.

Con referencia a la investigacion de Amebas de vida Libre, detectamos
Acanthamoeba sp. en el 71% de las piscinas cubiertas, en el 100% de muestras
de agua del Arroyo Naposta, en el 28% de los tanques domiciliarios de agua
para consumo y no fue detectada en agua de red directa. Los aislamientos
correspondieron, a los Grupos Il y Ill, segun clasificaciéon de Pussard & Pons.

[41]
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Confirmamos un caso de queratitis acanthamoebiana, por aislamiento
del protozoo (cultivo de biopsia de cérnea) y uno por signos y sintomas cli-
nicos.

Nuestros resultados, que se agregan a otros que este Grupo de Trabajo
esta realizando desde hace varios afios, contribuye a conformar una base
de datos epidemioldgica referida a parasitos de importancia sanitaria en la
Ciudad de Bahia Blanca, Provincia de Buenos Aires, Argentina.

INTRODUCCION

Habitualmente, cuando se habla de contaminacion del Medio Ambiente,
se hace referencia casi exclusivamente a la contaminacién quimica, mientras
que la contaminacion que resulta de la interaccion entre el hombre y sus mas-
cotas (cada vez mas exdticas) y otros contaminantes de origen parasitario, no
son tenidos en cuenta.

En la ciudad de Bahia Blanca, existe una alta prevalencia de parasitos
intestinales en nifios y adultos residentes en areas periféricas de la ciudad,
especialmente las mas cercanas a las zonas atravesadas por el arroyo
Naposta (4, 5, 7, 8, 5, 19). Otros estudios han demostrado contaminacion
parasitaria en verduras de huertas de la ciudad, especialmente en las que se
utiliza el agua del arroyo Naposta para el riego (20) al igual que en heces de
perros halladas en la via publica (1, 19). En todos los casos fueron encontra-
dos huevos de Toxocara sp y Ancylostoma sp. Los parasitos mas prevalentes
hallados en heces de perros, presentes en la via publica de un sector de
Bahia Blanca (Argentina) fueron: Ancylostoma spp y Trichuris vulpis (81,6 %
y 51,7% respectivamente). Por otra parte se encontré un 10,3% de muestras
con huevos de Toxocara canis, estando el 33,3 % viables. El 11,1 % de los
huevos de T. vulpis y el 64,8% de los de Ancylostoma spp. se encontraron
larvados. También se detectaron huevos de Capillaria (2,2%) y Taenia sp
(1,15%) y quistes de Giardia sp (1,15 %) y Coccidios (8,0 %) (1), lo que significa
un importante riesgo ambiental. Ademas, sirven como informacion de refe-
rencia para la investigacion de enfermedades tales como Toxocarosis, Larva
Migrans Cutanea y otras, especialmente en los nifios, para orientar la aplica-
cion de medidas sanitarias correspondientes, ya que, uno de los factores que
facilitan la transmisién de estas infecciones e infestaciones, son la presencia
de heces de perros en la via publica, la falta de desparasitacion de los mis-
mos y una adecuada informacion y toma de conciencia de lo que significa
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la tenencia responsable de mascotas. La seroprevalencia encontrada por
Costamagna y col (Trabajo sin publicar) indica que un 18,3% de la poblacién
de los sectores estudiados en Bahia Blanca, Argentina, tiene anticuerpos
anti-Toxocara, detectables por test de ELISA.

Conreferencia alas Amebas de Vida Libre, consultas efectuadas a nues-
tra Catedra, demuestran un aparente aumento en la incidencia de queratitis
producidas por estos protozoos, al igual que otras patologias oculares com-
patibles con Toxocarosis. Estudios preliminares efectuados en esta Catedra
de Parasitologia Clinica, mostraron una prevalencia superior al 70% de Acan-
thamoeba en aguas recreacionales de uso publico, en esta ciudad (9).

Consideramos que el estudio de la contaminacion parasitaria en Bahia
Blanca es de importancia regional, y a este diagnostico de situacion, referi-
do a la contaminacion del medio ambiente por parasitos, relacionandolo con
estudios de prevalencia en humanos (donde pueden causar graves trastor-
nos oculares en el caso de Toxocara sp., 0 queratitis que requeriran de trans-
plantes de cérnea producidas por AVL) los responsables de Salud Publica en
la ciudad y region, podran implementar medidas para la prevencion de estas
enfermedades.

Los objetivos del presente estudio, fueron: Investigar la presencia de
huevos de geohelmintos en suelos y heces de perros en el medio ambiente
de diferentes sectores de la ciudad de Bahia Blanca. Relacionar los hallaz-
gos con los resultados seroepidemioldgicos sobre Toxocarosis en la pobla-
cion de la ciudad de BAHIA BLANCA, Provincia de Buenos Aires, Argentina;
y ademas, efectuar un estudio prospectivo sobre queratitis y otras lesiones
oculares, producidas por Acanthamoeba sp., Toxocara spp, y Larva Currens
Cutanea producida por Ancylostoma spp,, en la ciudad de Bahia Blanca,
Argentina y su prevalencia en el ambiente.

MATERIALES Y METODOS

Se muestrearon tres sectores (Barrios) con caracteristicas socioeconé-
micas, culturales e infraestructura de salud publica diferentes, donde se reco-
lectaron todas las muestras de heces frescas de perros encontradas en la
via publica, las que se numeraron por sectores. Se recolectaron 1492 heces
de perros encontradas en la via publica: Villa Nocito (n: 647), Barrio Naposta
(n: 745) y San Roque (n: 100). En el laboratorio, se seleccionaron 100 mues-
tras de Villa Nocito, utilizando la tabla de nUmeros aleatorios, 136 del Barrio
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Naposta y 100 de San Roque. Nro. total de muestras de heces estudiadas:
336, lo que correspondié al 22,52% del total colectado. Las muestras de los
barrios Naposta y San Roque se colectaron durante los meses de diciembre
2008 / octubre de 2010, y fueron guardadas a temperatura de laboratorio
(232 C) hasta el momento de su observacion, en formol 7%, mientras que los
de Villa Nocito, corresponden al afio 2007 (1). La sistematica de recoleccion
consistio en juntar una muestra de cada cuatro, es decir que se junté una y
se dejaron tres.

Paralelamente a la recoleccion de las heces, se tomaron un total de 100
muestras de suelo (33 de cada sector). Luego de recogida la materia fecal
canina se realizé un suave barrido de la superficie de la tierra que se encon-
traba debajo y se extrajo tierra de un cuadrado de 20x20 cm y 3 cm de pro-
fundidad. Las muestras de tierra fueron conservadas en frascos de plastico,
a temperatura ambiente, rotuladas con un niumero que coincide con el sector
de recoleccion y con el numero de la materia fecal del mismo sitio, siguiendo
los lineamientos del Ministerio de Salud y Ambiente de la Nacién para el Plan
Remediar y el Programa “Chau Lombriz”, efectuandose técnicas de concen-
tracion con Tween 80-Citrato, Telemann, Sheather (flotacion en sacarosa),
Flotacion de Willis, recuento de huevos por método de Kato-Katz y de Stoll.
Como controles positivos utilizamos tierras contaminadas en el laboratorio,
con larvas de Geohelmintos. Durante el periodo de recoleccién de muestras,
se registré una temperatura que oscilé entre 15,3 y 36,3°C.

Villa Nocito
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Figura 1. Plano del barrio Villa Nocito de la ciudad de bahia Blanca, Argentina. Los
numeros indican los sectores estudiados.
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Figura2. Plano del barrio San Roque de la ciudad de Bahia Blanca, Argentina. Los
numeros indican el sito de recoleccién de las muestras (heces de perro y tierra).
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Figura 3: Plano del barrio Naposta de la ciudad de Bahia Blanca, Argentina. Los
ndmeros indican el sito de recoleccion de las muestras (heces de perro). Se muestra
la division del barrio en los sectores estudiados.

Para el analisis estadistico se utilizé el programa de computacion: Epi-
Dat 3.1.

La viabilidad de larvas de geohelmintos se realiz6 sobre las muestras
de tierra positivas, mantenidas a temperatura de laboratorio y en la oscuri-
dad (20-22°C) procesadas como se expuso precedentemente, informandose
viables solamente cuando tuvieron movimiento y tomaron la coloracién azul
al ser coloreadas con azul de metileno (Test de exclusion) ya probado por
nosotros para larvas de Trichinella con resultados favorables (18). Las obser-
vaciones se realizaron por un término de tres afos.

Analisis de las muestras

Las heces formoladas fueron observadas al microscopio 6ptico, cuatro
preparados en fresco por cada una, colocando una gota de las mismas entre
cubre y portaobjetos y analizadas con 100 y 400 aumentos.

Las muestras de suelo fueron tamizadas a fin de eliminar particulas de
gran tamafio y obtener una correcta homogenizacion. Luego se les efectuo
una técnica de concentracion: segun el Método de Hannover modificado: 10
gramos de tierra fueron tratados con 20 ml de solucion de detergente (8,3
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tween 80 + 500 ml de agua destilada) y 10 ml de agua destilada, se homoge-
neizé manualmente, y se centrifugd durante 3 min a 1500 rpm. El sedimento
fue resuspendido con una solucion de sulfato de zinc al 40%, para permitir la
flotacion de los elementos parasitarios, y se dejé reposar por 15 min. Trans-
currido ese tiempo sobre el borde del tubo se colocé un portaobjeto y se llend
con solucién de sulfato de zinc hasta hacer contacto con el tope del portaob-
jeto, y se dejo reposar 30 min. Se realizaron dos flotaciones por muestray se
observaron entre cubre y portaobjetos a 100 y 400 aumentos (12).

Se comenzo la puesta a punto de la técnica de PCR para lograr la iden-
tificacion molecular de larvas de Toxocara canis en las muestras de tierra en
las que se detectaron larvas de Nematodes. Estos primers amplifican una
region interna (ITS-2) de ADN ribosomal de Toxocara canis:

Tcan (5’ AGTATGATGGGCGCGCCAAT3) y
NC2 (5 TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT?3’) (13).

Para el estudio de Amebas de Vida Libre (AVL) se recolectaron mues-
tras de agua de piscinas (publicas y privadas), de agua de red, y biopsias
de retina (obtenidas en un Centro Oftalmolégico privado, por Médicos Espe-
cialistas en Oftalmologia) en la ciudad de Bahia Blanca, durante los afos
2007/2009. El cultivo de las mismas se efectud en agar no nutritivo con Esce-
richia colidurante 18 / 24 horas, en estufa de cultivo, a 37° C. Al tubo de cultivo
de E. coli se le agrego solucion de Page (16) y se realizd una emulsién. Se
cubrid la superficie del agar con una pelicula de la emulsién anteriormente
preparada. Las muestras de agua recolectadas se centrifugaron a 1000 rpm
por 10 minutos. Se sembraron 100 microlitros del sedimento, en el centro de
la placa y se incubaron a 37°C. Se revisaron las placas diariamente y si se
observaba alguna imagen compatible morfolégicamente con crecimiento de
AVL, se efectud el diagndstico confirmatorio por microscopia 6ptica.

Identificacion morfolégica: El cultivo fue considerado positivo al observar
trofozoitos y/o quistes de Acanthamoeba sp. Pruebas de exflagelacion se
realizaron para descartar Naegleria sp. (10, 15, 16). La revision del cultivo fue
realizada diariamente, y se descartaron recién a los 15 dias en caso de no
existir desarrollo.



48 Anales 2008-2010

RESULTADOS

Materia fecal canina y tierra

Los resultados obtenidos del analisis de las muestras en los Barrios Villa
Nocito, Naposta y San Roque, se muestran en las Tablas y graficos siguien-
tes:

Tabla | Prevalencia y numero de especies de Huevos de Helmintos en heces de
perro en barrios Naposta, San Roque y Villa Nocito (Bahia Blanca).

Prevalencia de Huevos
. . de Helmintos Numero de especies halladas (%)
Barrio estudiado (sobre total de muestras)
% UNA DOS TRES

Naposta 31.6 79.0 16.3 4.7
San Roque 42.0 69.0 28.6 2.4
Villa Nocito 87 79,0 18 3

Prevalencia promedio 53.53 %

Grafico 1. Distribucion porcentual de elementos parasitarios en el Barrio Naposta.

BARRIO NAPOSTA

B Huevosde
Nematodes

B Larvas de Nematodes

m Larvasy Huevos de
Nematodes

W Negativas
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Tabla Il. Prevalencia de parasitos en heces de perro en los barrios: Naposta, San
Roque y Villa Nocito (Bahia Blanca).

Prevalencia (% sobre el total de muestras analizadas,
L. excepto Villa Nocito donde los resultados se tomaron
Parasitos .
sobre las muestras positivas) )
Naposta San Roque Villa Nocito
Ancylostoma spp 11.8 26.0 81.6
Trichuris sp. 17.6 24.0 51.7
Toxocara sp. 29 2.0 10.3
Familia Ascarididae 6.6 1.0 5.7
Capillaria sp. 0.7 0.0 2.2
Larvas Nematodes 394 13.0 52.9
Huevos de Taenia sp. 0.0 0.0 1.15
Quistes de Protozoos (Giardia,

Amebas y Coccid(ios) 0.0 0-0 13.8

Grafico 2. Distribucion porcentual de elementos parasitarios en el barrio San Roque.

BARRIO SAN ROQUE

M Huevos de
Nematodes

m Larvasde Nematodes

W Larvasy Huevos de
Nematodes

M Negativas
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Tabla lll. Porcentaje de heces de perro parasitadas en Barrio Naposta, Bahia Blanca,
Argentina, 2009, por sector estudiado.

Area de recoleccion N N positivas %
Sector| 67 27 40,6
Sectorll 43 22 51,1
Sector Il 26 13 50,0

Total N: 136 62 45,6%

Tabla IV. Porcentaje de heces de perro parasitadas en Barrio San Roque, Bahia Blan-
ca, Argentina, 2009/10, por sector estudiado.

Area de recoleccion N N positivas %
Sector| 45 21 46.7
Sectorll 31 13 42.0
Sector Il 24 11 45.8

Total N: 100 45 45.0%

Tabla V. Porcentaje de heces perros parasitadas en Villa Nocito, Bahia Blanca, Argen-
tina, 2006, por sector estudiado.

Area de recoleccion N N positivas %
Sector | 10 10 100
Sector Il 10 10 100
Sector Il 10 9 90
Sector IV 10 8 80
Sector V 10 9 90
Sector VI 10 7 70

Sector VII 10 8 80
Sector VIII 10 8 80
Sector IX 10 9 90
Sector X 10 9 90
Total N: 100 87 87 %

De 100 muestras de suelo recolectadas se analizaron 30, de las cuales
7 fueron positivas. En todos los casos la positividad se debié a la presencia
de Larvas de Nematodes. La tabla presenta los resultados obtenidos en las
muestras de suelo y de materia fecal canina recolectadas en el mismo sitio.
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Tabla VI. Prevalencia de elementos parasitarios en muestras de heces de perro y
tierra (N: 30) obtenidas en los mismos barrios y sitios de recoleccién de heces. Pro-
medios.

Positivas Negativas Prevalencia de elementos parasitarios
(sobre 30 muestras estudiadas)
Heces de perro 14 % 16 % 46.6%

Tierra 7% 23 % 23.3%

Con referencia a la vabilidad de las larvas de Nematodos, presentes
en las muestras de tierra analizadas (N: 30), el 31% de las larvas halladas,
permanecieron vivas por mas de 400 dias. Se tomaron 10 muestras de tierra
de cada sector, seleccionadas aleatoriamente (del total de las recolectadas),
pero de sectores con heces caninas positivas.

Respecto de la puesta a punto de la técnica de PCR para lograr la iden-
tificacion molecular de larvas de Toxocara canis en las muestras de tierra en
las que se detectaron larvas de Nematodos, aun no hemos logrado resulta-
dos confiables y continuamos con el trabajo.

La investigacion, retrospectiva, referida a casos de Larva Currens, arrojo
resultados negativos, aunque podrian deberse a que los pacientes no consul-
taron al Médico, o a que fueron diagnosticados y tratados pero sin documen-
tar el caso en la ficha correspondiente.

Investigacion de Amebas de Vida Libre

En Piscinas cubiertas: En 5 de 7 piscinas estudiadas, aislamos Acantha-
moeba sp. en el 71% de las mismas, al menos, en una época del afio.

Arroyo Naposta: el 100% de las muestras fueron positivas para Acantha-
moeba sp., en todas las estaciones.

Agua de consumo: aislamos Acanthamoeba sp. en el 28,6% de tanques
domiciliarios de agua de consumo, pero en las muestras tomadas de grifos
conectados en forma directa a la red de distribucion de agua potable, sin
pasar por el tanque intermediario, no se aislo el protozoo en ningun caso.

Los aislamientos correspondieron, segun clasificacion de Pussard &
Pons, (17) a:
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Piscinas: 15 aislamientos pertenecientes al Grupo Il'y 7 al Grupo lll.
Aguas del Arroyo Naposta: 2 cepas del Grupo Il'y 7 del Grupo lll.
Tanques domiciliarios, 2 muestras al Grupo Il y otras 2 al Grupo 1l

Queratitis por Acanthamoeba sp.: un caso confirmado por aislamiento
del protozoo por nosotros (cultivo de biopsia de cérnea) y uno por signos y
sintomas clinicos (9, 11).

CONCLUSIONES

Las prevalencias globales de elementos parasitarios en heces de perro
en dos de los barrios estudiados fueron similares (45.6% en el barrio Naposta
y 45.0% en el barrio San Roque) mientras que en Villa Nocito fue superior (87
%). Esta diferencia podria estar relacionada con un menor control veterinario
de los perros de ese sector, debido a las diferencias socioeconémicas, de
salud publica y donde las calles son de tierra. En las tablas presentadas se
puede ver que todos los barrios estudiados estaban parasitados.

Un alto porcentaje (39.0%) de las muestras de materia fecal canina del
barrio Naposta presentaron larvas de Nematodes y al no haber podido deter-
minar las especies de las larvas, queda el interrogante acerca de su potencial
peligrosidad. Precisamente el barrio Naposta es el que se encuentra mas
cercano al arroyo Naposta y cuenta por lo tanto con un terreno mas humedo
que el barrio San Roque y Villa Nocito.

La prevalencia de huevos de Ancylostoma spp fue, en promedio, la mas
elevada, siendo mayor en el barrio mas carenciado: Villa Nocito. Es pertinen-
te recordar que esta zoonosis produce el sindrome llamado Larva Migrans
Cutanea, provocando reacciones inflamatorias y alérgicas, e infecciones
bacterianas secundarias (14).

El porcentaje de heces que presentaron huevos de Toxocara sp con-
cuerda con lo publicado por distintos autores que sefialan frecuencias de
infestacion por este parasito entre 2% y 100% en distintas partes del mundo
(2, 3). También se debe considerar que en los perros adultos la larva de Toxo-
cara canis se disemina en tejido somatico deteniendo su desarrollo, en lugar
de migrar al intestino como ocurre en los perros jévenes quienes eliminan
gran cantidad de huevos con las heces. La presencia de perros adultos y la
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ausencia de cachorros, observada en los barrios estudiados, concuerda con
la baja prevalencia de huevos de Toxocara sp determinada por los autores:
18,3 % (trabajo sin publicar).

En la tabla VI, podemos ver que la contaminacion del suelo, con elemen-
tos parasitarios, se detectd en el 53.3 % de las muestras donde las heces
fueron positivas. En ninguin caso se observé contaminacion del suelo y heces
sin elementos parasitarios, recogidas en el mismo sitio, lo que indicaria que
la siembra indiscriminada de deposiciones caninas en la via publica y su via-
bilidad durante prolongado periodo de tiempo, serian factores importantes en
la contaminacién del suelo con formas parasitarias de importancia sanitaria.

El diagndstico de la situacidon ecoepidemioldgica, referido a la contami-
nacién del medio ambiente por parasitos de importancia zoonética, realizado
en el presente trabajo de investigacion permitira a los responsables de Salud
Publica, en la ciudad y en la regién, adoptar las medidas pertinentes para la
prevencion y control de las enfermedades, tales como Larva Migrans Visce-
ral y Larva Migrans Cutanea (Currens) (9), provocadas por estos microorga-
nismos, y problemas derivados de la alta prevalencia de Acanthamoeba en el
ambiente, o que sumado a que la ciudad de Bahia Blanca presenta un clima
ventoso, es un microorganismo a tener muy en cuenta, especialmente en
usuarios de lentes de contacto y en la consulta oftalmoldgica..

Agradecimientos: A la Fundacion “Alberto J. Roemmers” por financiar el
presente estudio.

SUMMARY

A situation analysis from environmental pollution by parasites, related with
studies of prevalence of parasitosis in humans is, in our opinion, very important
for what Public health officials can implement preventive measures relevant.
For this reason, is that in our study investigated the presence helminthes eggs
in soil and feces dog in the environment different sites of the city of Bahia Blan-
ca. Findings also were associated with seroepidemiologic toxocarosis results
found in population Bahia Blanca, Province Buenos Aires, Argentina. Also was
performed a prospective study on keratitis and other eye damage, produced
by Acanthamoeba sp., Toxocara sp., and Larva Currens. The Prevalence of
parasites, in dog feces of Naposta neighborhoods, San Roque and Villa Nocito
(Bahia Blanca) were: 31.6%, 42% and 87% respectively (Mean prevalence:
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53.53%) on a total of 336 samples. It Nematode larvae found in 17.8% of soil
samples studied, with a viability exceeding 400 days in 31% of them.

With reference to research Free-living amoebae, we found Acantham-
oeba sp. in 71% of the pools covered, in 100% of water samples the Naposta
Arroyo, in 28% of water tanks for household consumption and was not detect-
ed in tap water directly. The isolates corresponded to the Groups Il and lll,
according to classification Pussard & Pons. We confirmed a case of keratitis
acanthamoebiana, by isolation of protozoa (corneal biopsy culture) and for
signs and symptoms clinics.

Our results are added to others studies that this Working Group is con-
ducting for several years, to form an epidemiological database relating to
parasites of public health importance in the City Bahia Blanca, Buenos Aires,
Argentina.
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INTRODUCCION

Para llevar a cabo una prevencién en diabetes tipo |, es necesaria la
seleccion de los pacientes en riesgo inminente de enfermedad. Si bien es
posible trabajar sobre una poblacion de riesgo potencial pero sin riesgo inme-
diato, para la obtencion de resultados confiables en un plazo razonable es
conveniente la seleccion de una poblaciéon de “alto riesgo”. La seleccién de
esta poblacion es el paso indispensable para cualquier conducta de preven-
cion futura y la homogeneidad de esta seleccion es la Unica garantia para una
evaluacion correcta de los resultados del tratamiento.

Se ha demostrado que hermanos de nifios con diabetes tipo | tienen
entre el 6-10% de riesgo potencial de enfermar. El hallazgo de marcadores
inmunoldégicos que indican riesgo de enfermedad reduce el porcentaje de
riesgo potencial pero incrementan el valor estadistico de enfermar. Ademas,
si los familiares en primer grado, sanos, de un paciente con diabetes tipo |
comparten con éste la base genética predisponerte (sobre todo los alelos
HLA DQB1 *0302/*0201 de alta susceptibilidad) aumenta en ellos el ries-
go de diabetes. Finalmente, cuando a los marcadores inmunolégicos y a los
genotipos de susceptibilidad se asocia la caida del primer pico de secrecion
de insulina y de la pendiente de desaparicion de la glucosa (K9) esta posibili-
dad se transforma en muy elevada.

Mecanismos de acetil-L-carnitina y nicotinamida en la inhibicion de
apoptosis

Uno de los mecanismos conocidos “in vitro e in vivo” de inhibicién de la
apoptosis es el aporte exdgeno de L-carnitina (1, 2), acetil-L-carnitina (3) y
nicotinamida (4, 5).

Se ha postulado que el grado de inhibicion de la enzima carnitina-pal-

[57]
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mitoil-transferasa | (CPT-1) es uno de los mecanismos mitocondriales que
llevarian a la apoptosis, sin embargo los estudios actuales sugieren que la
apoptosis es mas dependiente del acido graso transportado que del nivel de
activacion de CPT-I. La palmitoil-carnitina favorece la apoptosis cuando esta
se encuentra en desarrollo, pero en ausencia de apoptosis no la induce (6). El
palmitato inhibe CPT-I, induce la acumulacion de ceramida e inhibe el trans-
porte de electrones induciendo la liberacion de citocromo-c (7). Una posible
interpretacion del mecanismo de acil-carnitinas en la inhibicion de apoptosis
y su contraste con palmitoil-carnitina que facilita la apoptosis, podria estar
referido a la competencia que ejerce el palmitato y especialmente el palmitoil-
CoA sobre las acetiltransferasas mitocondriales (8) con incremento de pal-
mitato en el interior mitocondrial. Por otra parte el palmitoil-CoA es el paso
limitante para la sintesis de ceramida y su incremento puede contribuir a un
aumento de ceramida.

Las acil-carnitinas activan a CPT-I (8). La L-carnitina y las acil-carnitinas
protegen el desarrollo de apoptosis inducida por “dead receptors” como CD95
(también conocido como Fas o Apo1) mientras que la palmitoil-carnitina la
incrementa (6). La carnitina “in vivo” incrementa la produccion de IGF-I1, que es
antiapoptotica (9). En la membrana interna mitocondrial L-carnitina interactia
con la cardiolipina estabilizando la estructura de la membrana y protegiendo la
funcién mitocondrial (10). La carnitina, una vez ingresada a la matriz mitocon-
drial sirve como transportador de residuos metabdlicos hacia el exterior (acetil-
carnitina, propionil-carnitina, malonil-carnitina, etc y diferentes xenobioticos)
facilitando la desintoxicacion mitocondrial (10). La actividad antiapoptética de
la carnitina se demuestra en su capacidad de prevenir la formacion de cerami-
day regular la actividad de las caspasas (8 iniciadora de apoptosis y 9 que con-
tinda la cadena de activacion) (11). El desarrollo molecular de este mecanismo
anti-apoptoético de la L-carnitina no es conocido.

En hepatocitos aislados el aporte exdgeno de L-carnitina no incrementa
la b-oxidacion aunque aumenta la disponibilidad de acil-carnitinas intramito-
condriales (8), sugiriendo que con una disponibilidad normal de carnitina la
b-oxidacion se produce a su maxima velocidad. También se ha observado
que acil-carnitinas de origen peroxisomal pasan a la mitocondria por difusion,
sin la activacion previa con CPT-1 (12) aunque su significacion metabdlica no
esta cuantificada.

Por otra parte se demostré que el aporte permanente de dosis eleva-
das de carnitina disminuye el contenido graso de los tejidos y aumenta el
contenido proteico. En este modelo experimental realizado en salmones, se
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demostrd que la sintesis de aminoacidos a partir de los carbonos del ciclo de
Krebs esta incrementado, la degradacion de aminoacidos ramificados esta
disminuida y el flujo metabdlico de la piruvato carboxilasa (PC) esta suma-
mente aumentado para poder aportar oxalacetato. En condiciones normales
de ingesta el aumento de oxalacetato lleva a un incremento de citrato con
activacion de la acetil-CoA-carboxilasa (ACC) y secundariamente de malonil-
CoA e inhibicion de CPT-1 y del ingreso de acidos grasos a la mitocondria
para la b-oxidacion, pero eso no ocurre en este modelo experimental con
aporte elevado de carnitina (13).

En este modelo, el aporte de carnitina incrementa el transporte y la
b-oxidacion de los acidos grasos con un aumento del 73% en la oxidacion
del palmitato, un aumento del 81% en el flujo a través de la PC (por aumento
de la sintesis de la enzima) y probablemente una disminucion de la actividad
de la 2-oxoacido deshidrogenasa de aminoacidos ramificados (BCKAD). Hay
un aumento de los aminoacidos ramificados y de la sintesis de aminoacidos
(entre 7 'y 112% dependiendo de los aminoacidos considerados). El aumento
del flujo de la PC con aumento del oxalacetato, aumenta la gluconeogénesis
entre 120 y 210%. La disponibilidad de un “pool” de aminoacidos esenciales
y no esenciales facilita el aumento de la sintesis proteica (entre un 20 y 60%)
(13). En las condiciones descriptas no se observa el mecanismo de retro-
inhibicién por incremento de citrato y malonil-CoA, porque:

El “pool” de acetil-CoA no aumenta porque esta en equilibrio con su con-
sumo.

La relacion ATP/ADP no se modifica porque el consumo de acetil-CoA
es hacia la sintesis de aminoacidos “de novo”.

No hay incremento de citrato que permanece en equilibrio al igual que
el acetil-CoA. Por lo tanto no hay aumento de la actividad de la acetil-CoA-
carboxilasa.

El consumo de grasa no se detiene porque no hay aumento de malonil-
CoA.

La actividad metabodlica es similar al modelo de “knock out” de la isoen-
zima mitocondrial de la acetil-CoA-carboxilasa (14).

Por lo tanto se puede postular que un aporte incrementado de L-carnitina
produce un mayor consumo de grasa en forma de energia y un mayor anabo-
lismo a partir de piruvato. El pez tratado presenta mayor contenido proteico
y menor masa grasa que el no tratado, con una cantidad significativamente
mayor de aminoacidos ramificados en tejidos y sangre (13).Esto ultimo coin-
cide con el hiperinsulinismo primario experimental o en pacientes, donde el
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aumento de la lipogénesis se acompana de un aumento en la masa corporal
por el mayor depdsito de grasas y proteinas, asociado a un aumento de los
aminoacidos ramificados en plasma (15). El mecanismo propuesto para esta
respuesta es la activacion de la glucdlisis inducida por la insulina para una
mayor disponibilidad de ADP (shunt de la hexoquinasa) (16) y piruvato en
la matriz mitocondrial, un mayor aporte de oxalacetato, una mayor veloci-
dad oxidativa en el ciclo de Krebs con un incremento en la sintesis proteica
(16) y una disminucion en la degradacion de los aminoacidos ramificados por
inhibicion del complejo cetoacido-deshidrogenasa. Tanto la insulina como la
palmitoil-carnitina inhiben este complejo aumentando la disponibilidad de los
aminoacidos ramificados (17, 18).

La acetil-L-carnitina posee similar comportamiento antiapoptoético que
la L-carnitina, aunque sus efectos son menos intensos. Como la L-carnitina
incrementa la sintesis proteica y disminuye los depodsitos de grasa al incre-
mentar la b-oxidacion de los acidos grasos, aumenta la produccién de ATP
y reduce la resistencia a la leptina en los animales viejos (5). Ademas dismi-
nuye la apoptosis, como ha sido demostrado en cultivos de “Jurkat cells” (6) y
de células neuronales (19). El incremento en la produccion de ATP es rapida
porque la acetil-L-carnitina entra directamente a la mitocondria donde parti-
cipa del “pool” de acetil-CoA y se consume en el ciclo tricarboxilico (20). La
acetil-L-carnitina tiene efectos directos a nivel del sistema nervioso central en
la recuperacion de la membrana celular y sinaptica, en la sintesis de glutama-
to como asimismo en el control de proteinas por acetilacion de grupos NH2 u
OH- en aminoacidos como lisina, serina, treonina o tirosina (21).

Otro mecanismo de inhibicidon de apoptosis esta dado por el aporte de
nicotinamida, que al aportar NAD+ inhibiria la activacién de las caspasas 3 y
9 manteniendo la estabilidad de Vdac (4). En el endotelio vascular la nicotina-
mida no solo mantiene el potencial de la membrana mitocondrial previniendo
la liberacion de citocromo-c sino que previene la induccion de la caspasa 8,
1y 3 (22). La nicotinamida inhibe al gen de la poli-(ADP-ribosil)-polimerasa
(PARP) que es un generador de necrosis celular (5). Su activacion se produ-
ce por el clivaje proteolitico producido por una proteina de bajo peso (cistein-
proteina-32-simil proteasa)(CPP) llamada apoptain. La activacién de PARP
también se logra por la protedlisis inducida por la interleukina-1b-Isimil-
enzima-convertidora. Dicha enzima [Jha sido descripta como iniciadora de
apoptosis en la diabetes tipo | (23). El PARP reconstruye el ADN alterado y
para funcionar requiere de una disponibilidad normal de NAD+. Cuando el
NAD+ disminuye el PARP se activa en forma irreversible, consumiendo ATP
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hasta producir la necrosis celular. La nicotinamida basaria su respuesta anti-
apoptodsis y anti-necrosis no solamente en su capacidad de inhibir a la enzima
PARP sino en su potencial para ser substrato en la sintesis de NAD+.

Objetivos del aporte de acetil-L-carnitina y nicotinamida

En el caso de una respuesta celular de autoagresion con produccion de
oxido nitrico como ha sido demostrado en la diabetes autoinmune (24, 25)
(pro-apoptotica al inducir ROS por incremento del 6xido nitrico) el aporte de
acetil-L-carnitina y nicotinamida podrian actuar disminuyendo la respuesta
apoptética, favoreciendo y dando tiempo para la regeneracién celular. Ade-
mas la carnitina mejora el depésito de glucosa en los diabéticos (26). Este
razonamiento es aplicable a la prediabetes autoinmune, demostrada en su
evolucién por la determinacion de autoinmunidad y la caida del primer pico
de secrecion de insulina.

En la etapa de prediabetes los efectos del tratamiento propuesto no
deben diferir de lo observado en los estudios metabdlicos mencionados
anteriormente. En la célula beta pancreatica, su recuperacion estaria favo-
recida por el incremento de los aminoacidos ramificados, puesto que ha
sido demostrado que un aumento de los mismos en la dieta favorece su
regeneracion (27). La acetil-L-carnitina, posee la ventaja sobre la L-carniti-
na de que no requiere activacion previa para ser transportada a la mitocon-
dria donde aumenta el pool de acetil-CoA y de carnitina al ceder el grupo
acetilo. La acetil-L-carnitina solo puede transportar palmitato (pro-apopto-
tico) en un segundo pasaje mitocondrial y de acuerdo a la disponibilidad de
substratos.

A su vez, la nicotinamida al actuar sobre otra parte de la cadena de
apoptosis y necrosis celular es complementaria de las acciones de la acetil-
L-carnitina. Pero como precursor de NADH tiene importantes efectos en la
velocidad del ciclo tricarboxilico, en la produccion de ATP y en la capacidad
de producir glutamato incrementando los niveles de oxalacetato.

Demostracion experimental del aporte combinado de acetil-L-
carnitina y nicotinamida

En un trabajo de diabetes autoinmune desarrollado en ratones de la cepa
C57BL/6J con multiples subdosis de estreptozotocin, la asociacién de 50 mg/
Kg de acetil-L-carnitina y 25 mg/ Kg de nicotinamida revirtio los valores meta-
bolicos de la diabetes, normalizé la concentracion de la insulina en plasma y
disminuyd la agresion inmune (Cresto y cols, Pancreas 33: 403-411, 2006).
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La importancia de este trabajo consiste en que el tratamiento es la adminis-
tracion de suplementos nutricionales que carecen de toxicidad.

OBJETIVOS

Normalizar la evolucién metabdlica de los nifios seleccionados con el fin
de prevenir su posible evolucion hacia la Diabetes Tipo 1.

Debido a que los individuos estudiados son nifios y el desarrollo de Dia-
betes Clinica no tiene retorno puesto que no se conoce un tratamiento efec-
tivo, se pondra un parametro de control evolutivo que permita el pase de los
nifios no tratados al grupo tratado para frenar su evolucion.

Estudios a realizar en los nifios seleccionados

* Enlos pacientes previamente seleccionados, se evaluara el primer pico
de secrecioén de insulina (1 + 3) luego de una prueba de tolerancia endo-
venosa a la glucosa (PTEVG). Se tomaran aquellos pacientes con un
primer pico por debajo del percentilo 3 (48 pU de insulina de una pobla-
cion normal). En ellos se determinara cada 4 meses si este primer pico
cae en forma progresiva a partir de la determinacion inicial. Este periodo
de estudio no puede considerarse en forma rigida debido a que la enfer-
medad puede evolucionar rapidamente. En aquellos nifios en donde se
sospeche una evolucion rapida los estudios podran ser realizados en
forma mas proxima.

El primer pico es tomado por todos los autores como el parametro que define
la pérdida de sensibilidad a la glucosa y es la sefial de “alto riesgo” de
evolucion hacia la diabetes. Nosotros mantendremos el valor del primer
pico como parametro de seleccién de los pacientes al igual que todas las
publicaciones internacionales.

» Lapendiente de desaparicion de la glucosa (K9: descenso de la glucosa
en mg/min) debera ser menor de 1.40 (percentilo 10) y se controlara su
evolucion cada 4 meses para determinar si continia descendiendo. Para
ello se representara en forma logaritmica el valor de glucemia durante
la prueba y se valorara la pendiente de la correlacion lineal. No se subs-
traera el valor basal a las glucemias post-estimulo.

+ Seemplearalaformula logn (area de insulina) x Kg como expresién de
la actividad de la insulina. Esto es, la respuesta de la glucemia que indu-
ce la cantidad de insulina secretada durante la prueba de tolerancia EV
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a la glucosa (una expresion funcional). Se considera que un valor menor
de 15 implica “riesgo” en la evolucion hacia una Diabetes Clinica.

» Al efectuar la PTEVG se tomara sangre para determinacion de carnitina
plasmatica como forma de evaluacion de riesgo metabdlico.

»  Se determinara la hemoglobina glucosilada para conocer hipergluce-
mias subyacentes y su seguimiento.

Diseno estadistico

Hemos realizado algunas modificaciones que son el resultado de la
experiencia en el tratamiento de los nifios que se fueron incorporando y la
necesidad de no incurrir en la espera de la evolucion que conlleva el riesgo
de la aparicion de una diabetes clinica.

El trabajo pretende demostrar que el tratamiento normaliza la evolucion
metabdlica y posterga el desarrollo de la enfermedad (no evita la respuesta
inmune). Los nifios son tratados con nicotinamida (25 mg/Kg/dia) y acetil-
L-carnitina (50 mg/Kg/dia) y el estudio es abierto porque los pacientes y el
médico tratante conocen el tratamiento instituido.

En la diabetes autoinmune, considerada una enfermedad evolutiva cro-
nica con posibles periodos de mejoria o retroceso (como otras enfermedades
cronicas autoinmunes, ej: artritis reumatoidea) es posible el diagnéstico defi-
nitivo (clinicamente establecido) con una observacién prolongada.

En las enfermedades autoinmunes la presencia de anticuerpos es un
elemento diagnostico, pero no representa déficit hormonal hasta que pruebas
funcionales no demuestren un déficit de respuesta ante un estimulo adecuado.

Diversos estudios han demostrado que en las formas con “alto riesgo”
el 50% evolucionan en 5 afios hacia la diabetes. Los dos estudios mas con-
tundentes en sus estimaciones sobre diabetes tipo 1 en una poblacién con
consanguinidad directa, (hijos, hermanos y primos hermanos de diabéticos
tipo 1) son el DPT1y el ENDIT (Diabetes Care 31: 146-150, 2008 y J. Pediatr
150 (1): 31-36, 2007). Ambos son el analisis posterior de los tratamientos
con nicotinamida e insulina oral emprendidos varios afios antes. En estos
estudios se considera de “alto riesgo” una PTEVG que muestre un primer
pico de secrecion de insulina disminuido, ubicado dentro del primer cuartilo,
o una PTOG cuyo valor de glucemia se encuentre por arriba del cuartilo 3.
Debido a la variabilidad del Primer Pico de secrecion de insulina mencionado
en ese mismo trabajo (también observado por nosotros), desarrollamos una
ecuacion: logn (area ins).x K9 que en escencia representa la respuesta de la
glucosa a la insulina secretada (una expresion funcional).
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El estudio esta programado a 5 afios, en donde de acuerdo a las condi-
ciones conocidas y relatadas mas arriba, se espera una evolucion diabética
espontanea mayor del 50%. El estudio propuesto es prospectivo y abierto.

Los pacientes fueron obtenidos de un estudio previo de seleccion de
pacientes en riesgo. Debido a las dificultades para tener un grupo control,
todos los nifios que se presentan fueron tratados y se los agrupd por su ries-
go en PREVENCION Y RESCATE.

Modificaciones al Protocolo inicial

Condiciones de inclusion al estudio y tratamiento

» Las condiciones generales son: cosanguineos de diabetes tipo 1 con
autoanticuerpos .

*  Primer pico de secrecién de insulina<48 pU.

Condiciones para solicitar con urgencia el tratamiento.

*  Ecuaciéon<15.

* Valor de la pendiente de desaparicion de glucosa (Kg) £ 1.40.
*  Glucemia basal *110 mg%.

*  Glucemia alos 60 min 3126 mg%

La Asociacion Americana de Diabetes establecié que glucemias en ayu-
nas mayores de 110 mg% significan hiperglucemia y que valores mayores de
125 mg% representan diabetes clinica. Es aceptado ademas que una PTOG
con glucemias mayores a 126 mg% a las dos horas significan pruebas pato-
l6gicas. Es aceptado que en la PTEVG el valor a los 60 min debe ser igual o
menor ala glucemia en ayunas. Por todo ello se considera que un valor a los 60
min mayor de 126 mg% es patoldgico, expresa alto riesgo y debe ser tratado.

Grupos en estudio

Dividimos los grupos en aquellos nifios a los cuales en el curso de la
seleccion de pacientes en riesgo de diabetes tipo 1, mostraron valores de
inclusion en el estudio. De acuerdo al Protocolo unos eran tratados y otros
eran observados. Pero debido al riesgo que implica no tratar los nifios, todos
los pacientes fueron tratados, y en aquellos casos en que las condiciones
eran de riesgo estadistico fueron los padres los que solicitaron el tratamiento
ya que la conducta terapéutica no presenta contraindicaciones ni toxicidad.

Este grupo pertenece el de Prevencion de una posible evolucion dia-
bética y los mismos padres solicitaron el tratamiento: lo lamamos Grupo A.
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Aquellos nifios que en su evolucion mostraron valores de riesgo inminen-
te, a los que consideramos como Rescate de la evolucién diabética lo llama-
mos Grupo B, y en este grupo nosotros le solicitamos a los padres comenzar
con el tratamiento como un intento de cambiar la evolucion.

Es necesario precisar que el tratamiento requiere un tiempo minimo
para tener efectos favorables. Fue observado en los estudios experimentales
previos que el tratamiento tiene varias fases: en la primera se acentua la
hiperglucemia y hay un deterioro en el numero de las células beta debido a la
agresion inmune, en la segunda fase existe un aumento de la celularidad pero
que no se traduce a nivel de la glucemia y en el tercero hay una hipertrofia
con recuperacion del tamafo celular, se restablecen los niveles de insulina
y se normaliza la glucemia. Este proceso requiere tiempo y nosotros hemos
estimado en los pacientes (sobre la base de la experiencia adquirida) que
este lapso minimo es de aproximadamente un afo de tratamiento.

En ninguno de los nifios hemos observado signos téxicos debidos al tra-
tamiento. Los nifios crecen normalmente, se desarrollan durante la pubertad
sin dificultades y tienen una escolaridad normal. No se observaron cambios
de caracter ni de conducta.

RESULTADOS

Aquellos valores que se encuentran por fuera de los aceptados en el
Protocolo se han impreso en rojo para hacerlos resaltar.
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Grupo A (prevencion)

Cuadroll.
GRUPO - A (PREVENCION)

Pri- Pen- Areal Glu- c(::rl:i-a
Nombre Fecha Fecha mer diente insu- | HOMA- | Ecua- | cemia 60 Hb
Estudio | Tratam. | Pico g lina IR cion Basoal min Alc
(V) (ny) (mg%) (mg%)
B.L. 16/2/01 6/8/01 30 1,34 526 0,63 8,4 64 57
4a8m 29/4/02 “ 74 2,03 | 1156 1,04 14,31 84 75
20/3/03 “ 106 | 3,47 751 0,70 22,98 96
DQB1 4/8/03 “ 31 2,88 774 2,93 19,16 88 79
0201/0604 | 2003/06 | *2003
31/8/06 | 21/7/06 | 116 | 2,62 | 2546 1,72 20,55 71 135
22/6/07 | *5/9/07 | 270 | 4,94 | 4753 6,29 41,82 78 106
7/2/08 “ 223 | 2,56 | 4044 3,04 28,65 61 123
3/9/08 “ 164 | 2,64 | 3398 1,90 21,47 75 103 4,8
25/3/09 . 134 | 2,81 | 2054 1,73 21,43 71 89 51
24/9/09 “ 157 | 4,41 | 2739 1,60 34,91 77 105
30/3/10 “ 98 3,27 | 1719 0,98 24,36 74 137
28/5/10 SIT 78 89
13/12/10
6/10/09 47 3,33 778 0,44 22,17 97 121 6,0
O.M. 4/11/09
6a5m 12/1/09 “ -- 4,27 | 430 0,74 25,89 112 114
DQB1 10/6/10 72 5,33 808 1,18 35,68 98 56 59
0301/0601 | 9/11/10 “ 40 3,62 803 0,84 24,21 104 132
13/11/07 59 3,08 571 1,06 19,55 117 108
A.F. 19/6/08 53 3,98 424 0,50 24,08 | 106 84 6,0
7a 10/11/08 55 3,90 | 696 0,94 25,53 131 123 6,3
2/2/09 108 | 4,55 | 1051 1,75 31,66 125 130 6,1
DQB1 24/8/09 117 | 5,74 865 2,37 38,82 99 114 6,0
0302/0201 | 1/3/10 48 4,19 752 1,67 27,75 103 102 5,8
27/4/10 | 12/5/10 68 4,20 752 1,36 27,82 99 158
24/8/10 “ 72 3,76 651 1,82 24,36 | 121 107 6,0
14/12/10 “ 6,9
21/12/10 54 5,36 603 1,18 34,31 118 94
A.N. 12/2/09 59 2,06 818 0,42 13,82 58 95
15a 20/4/10 | 20/4/10 | 44 4,55 | 806 0,76 30,45 64 78 53
DQB1 17/8/10 “ 67 2,76 784 0,80 18,39 80 106 54
0201/0201 | 21/12/10 29 1,87 627 0,23 12,04 72 141

* Tratamiento: nicotinamida = 12,5 mg/Kg/dia; acetil-L-carnitina = 25 mg/Kg/dia.
S/T: sin tratamiento.

Observaciones: se hallan en rojo aquellos valores que se encuentran por fuera de los determina-
dos en el Protocolo.
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En el caso de la nifia BL el tratamiento se ha suspendido luego de haber-
se mantenido durante largo tiempo a la mitad de la dosis estipulada. La nifia
se perdié entre los afios 2003 y 2006. La madre por su cuenta le siguié apor-
tando el tratamiento a la mitad de la dosis estipulada. Al recuperar la nifia, el
21/7/2006 se incremento la dosis ajustandola de acuerdo al Protocolo. Cuan-
do se incremento la dosis la nifia presentd hiperinsulinismo con aumento
del HOMA-IR que requirié bajar la dosis de acetil-L-carnitina y nicotinamida
(5/9/2007, insulina secretada durante la PTEVG: 4753 pU). La nifia con la
mitad de la dosis recuperd valores normales de HOMA-IR y el tratamiento
fue suspendido el 13 de Diciembre de 2010. La paciente sigue asintomatica.

Los otros nifios no llevan 1 afio de tratamiento y evolucionan favorable-
mente aunque requieren mas tiempo de observacién para tener una conclu-
sion sobre su evolucion final.

Grupo B (rescate)

Cuadrolll
GRUPO - B (RESCATE)

Primer | Pen- Areal Gluce- | Gluce-
Nombre Fecha Fecha pico | diente insuli- | HOMA-| Ecua- | mia mia Hb
Estudio | Tratam. W) e na IR cién | Basal |60 min | Alc
(HY) (mg%) | (mg%)

26/4/07 | 26/4/07 9 0,88 1152 1,05 6,2 72 152

16/8/08 “ 36 1,06 574 0,39 7,73 73 169

H.P. 3/1/08 “ 38 2,39 494 0,17 14,82 71 128

17a4m 30/7/08 “ 32 2,26 689 0,32 | 14,77 72 98
2/2/09 “ 45 2,50 981 0,39 17,22 66 214 5,0
DQB1 29/8/09 * 34 1,74 751 0,37 | 11,52 76 130 5,2

0302/0402 SIT
de 1/9/09
a20/9/10

21/9/10 | *21/9/10 49 2,07 1429 1,64 15,04 83 162 5,2

5/7/07 51 2,14 727 1,18 | 14,10 76 74

31/10/07 | 13/11/07 <2 0,92 611 0,4 5,90 56 169

PVT.S. 17/3/08 “ 60 3,72 797 0,5 24,85 77 92

8a10m 22/8/08 “ 4 2,18 474 0,56 13,19 82 74
5/1/09 “ 38 4,86 749 0,56 | 32,17 76 72 7,0

DQB1 27/7/09 | *11/8/09 85 5,66 967 0,76 | 39,03 74 52

0302/0402 | 29/12/09 “ 186 6,14 1650 1,68 | 45,49 80 56
S/T- 51

21/9/10 1/3/10 100 3,27 1756 2,26 | 24,43 90 1M
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12/3/08 4 2,39 299 0,74 13,62 95 93 6,2
15/5/08 34 2,62 296 1,97 14,91 108 117 6,4
8/10/08 | 16/10/08 4 3,22 446 0,58 19,64 125 134 6,5
R.U. 5/2/09 “ 28 3,23 248 0,53 17,81 111 120 6,5
5a9m 12/5/09 “ <2 2,48 156 0,43 12,52 102 103 6,5
16/8/09 “ 64 3,50 596 0,63 | 22,36 104 106 5,9
DQB1 18/1/10 “ 104 3,03 713 1,32 19,90 103 126 6,5
0402/0302 | 15/6/10 “ 95 3,49 822 1,11 23,42 108 1M 7,5
12/10/10 “ 44 2,70 568 0,68 1712 115 138 7,0
30/11/10 “ 84 2,91 649 0,42 18,84 104 114
24/8/09 117 205
P.M. 10/10/09 | 4/11/09 4 2,46 361 0,74 13,62 99 135 6,1
7a5m 1/3/10 “ 70 4,12 509 1,51 25,67 98 116 6,3
29/6/10 “ 18 3,50 288 0,71 19,82 107 185
DQB1 3/8/10 “ 121 194 6,3
00302/0103 | 7/9/10 “ 11 1,93 257 0,37 10,71 99 162
9/11/10 “ 19 3,12 350 0,71 18,28 113 179 6,4
11/1/11 “ 92 136

* Tratamiento: nicotinamida = 12,5 mg/Kg/dia; acetil-L-carnitina = 25 mg/Kg/dia

El nifio HP que tenia en el momento de su ingreso 17 afios no cumplio
una dieta normal y tomaba cerveza sin control. Solamente mantenia el tra-
tamiento por decisiéon de los padres. En Septiembre del 2009 abandoné el
tratamiento y fue recuperado en Septiembre de 2010 en que comenz6 con
la mitad de la dosis. Su ejemplo es una muestra del efecto residual del trata-
miento ya observado en la nifia BL.

El nifio PVTS presento inicialmente valores sumamente alterados que
se recuperaron luego de 1'% afio de tratamiento. En ese momento comenzé
con sintomas de hipoglucemia (valores en la PTEVG de 50 mg%) y la dosis
fue disminuida a la mitad. Como continuaba asintomatico en Marzo 2010 se
suspendio el tratamiento hasta la actualidad.

El niflo RU presento en su evolucion ausencia del primer pico de secrecion
de insulina asociado a un valor total durante la PTEVG menor de 200 uU, solo
observable en los diabéticos de reciente diagndstico como secrecion residual
de insulina. El nifio se recuperd y mejoré sus valores de primer pico y solo
queda recuperar sus valores de glucemia. Es importante destacar que en este
lapso el nifio permanecio asintomatico y siguio creciendo normalmente.

El nifio PM es el mas dificil de evaluar porque se encuentra en el limite
del tiempo para establecer una evolucion favorable. Comenzé el tratamiento
con una hiperglucemia manifiesta en una PTEVG donde no se pudo deter-
minar la insulina.
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Observacion - En el Grupo B (rescate) resulta objetivo que los nifios
tienen una gravedad inusitada, tanto que se puede afirmar si no fuera porque
participan en un Protocolo de estudio, mucho de ellos hace tiempo estarian
tratados con insulina. Basta ver los valores en rojo para tener una idea del
riesgo de los pacientes y varios de ellos han tenido un HbA1c en un rango
diabético.

Estos nifios no cumplen la premisa basica del estudio: PREVENCION
EN DIABETES TIPO 1, y se los ha tratado por razones de humanidad,
corriendo el riesgo de deslegitimar el trabajo, exponiéndose a fracasos en
el tratamiento.

Fracaso del tratamiento

Cuadro i
PACIENTE CON FRACASO DEL TRATAMIENTO

primer | Pen- Areal Gluce- | Gluce-
Fecha Fecha ., i insuli- | HOMA- | Ecua- mia mia Hb
Nombre . Pico | diente L. .
Estudio | Tratam. wn na IR cion Basal 60 min | Alc
S B ) (mg%) | (mg%)
16/1/07 108 3,22 1705 2,53 23,96 94 87
R.P. 3/6/09 3/6/09 27 2,31 534 0,83 14,51 80 171
92 22/12/09 “ 31 3,61 950 4,37 24,75 183 244 6,5
DQB1 29/12/09 “ 93
0302/0201 14/4/10 | *14/4/10 3 2,56 173 2,53 13,19 271 310

* Comienza con insulina. No presentaba acidosis ni cetosis y las glucosurias eran negativas.

La nifia RP se estudié inicialmente en Enero 2007 y no se realiz6 mas
controles. Cuando en Junio 2009 se comenz6 nuevamente con el estudio
presentaba un deterioro notable de su situacion metabdlica. Comenzé el tra-
tamiento pero no logré revertir la evolucion. El tratamiento fue tardio y no
superd un afo consecutivo. En ese momento presentaba una insulina total
en la PTEVG menor de 200 yU. Debe mencionarse que la nifia es una hiper-
tiroidea tratada con Danantizol.

Comentario

Se presenta el estudio final de 9 pacientes tratados por lapsos variables
con acetil-L-carnitina y nicotinamida. De ellos BL y PVTS prosiguen sin medi-
cacion y HP la retom¢ a la mitad de la dosis.
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Podemos hacer un balance del estudio propuesto. De los 64 nifios pre-
viamente seleccionados para estudiar, se fueron apartando aquellos que
requirieron tratamiento mientras se analizaba la realizacién de un “TRIAL’
que asegure un resultado estadistico confiable. Gracias al aporte de este
subsidio se pudo tratar un numero de pacientes que aporta datos objetivos
sobre la potencialidad del tratamiento propuesto. Antes del tratamiento, de
los 64 nifios dos desarrollaron diabetes clinica y requirieron tratamiento con
insulina, demostrando en el corto tiempo de observacidn que la poblacion
seleccionada era de muy elevado riesgo diabético.

De los pacientes tratados, uno fracaso y esta en tratamiento insulinico.
De los ocho restantes seis contindan con tratamiento y dos lo han disconti-
nuado y permanecen asintomaticos. Como se expresa claramente en la pre-
sentacion, cuatro de ellos comenzaron en una situacion critica y hubieran
sido medicados con insulina si no estuviesen protegidos por un protocolo de
estudio. Dos de ellos presentaron hemoglobinas glucosiladas en un rango
diabético y uno de ellos presenté en un momento de su evolucion unainsulina
total en la PTEVG <200 pU. Todos los nifios contindan con el tratamiento, sin
insulina, haciendo vida normal, crecen normalmente y presentan una esco-
laridad normal.

Se puede concluir que el estudio ha sido satisfactorio y que el tra-
tamiento es correcto y resulta exitoso aun en las condiciones extremas
en las que ha sido usado.

Este estudio piloto debe confirmarse con un “TRIAL” que defina
estadisticamente su valor.
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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue caracterizar y determinar el per-
fil de resistencia antimicrobiana de enterococos aislados de alimentos de
origen animal provenientes del area rural de Tandil. Las muestras de ali-
mentos fueron: salamines artesanales (n=18), carne picada (n=21), leche
de cabra (n=30) y quesos artesanales (n=15). El nimero total de cepas
aisladas fue n=40, identificandose E. faecalis (n=32), E. faecium (n=5), E.
raffinosus (n=2) y E. gallinarum (n=1). La determinacion de la sensibilidad
antimicrobiana in vitro se realizé mediante pruebas cualitativa de difusién
en agar y cuantitativa de dilucién en caldo (CIM) y la cinética inhibitoria
de antimicrobianos por la técnica de curva de muerte microbiana (Killing
curve). Los antibiogramas por difusion mostraron heteroresistencia en la
mayoria de las cepas de Enterococcus. De muestras de leche de cabra, se
obtuvieron las cepas con menor porcentaje de resistencia. No se encontré
ningun E. faecalis resistente a vancomicina (VAN) por CIM. En E. faecium
el 80% resultd con resistencia (R) y solo una cepa de E. raffinosus fue R,
mientras que en E. gallinarum no se observo resistencia a VAN. Frente a
teicoplanina (TEI), unicamente en cepas de E. faecium se observé R (60%)
acompafada de R a penicilina (PEN). Las cepas con R a glucopéptidos
presentaron fenotipos Van Ay Van B. Mediante la prueba de killing curve se
observo que cepas de enterococos frente a diferentes concentraciones de
VAN presentaron comportamiento similar al descripto para cepas aisladas
de muestras clinicas humanas. Los tests de sinergia con VAN y gentami-
cina, VAN y PEN mostraron correspondencia con los valores obtenidos en
la CIM. Esta investigacion confirma que los alimentos de origen animal son
reservorios y podrian actuar como vehiculos de cepas emergentes de Ente-

[73]
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rococcus spp. con heteroresistencia asociada a la mayoria de las opciones
terapéutica de uso clinico en medicina humana.

INTRODUCCION

Enterococcus spp. son microorganismos ubicuos que integran el tracto
gastrointestinal de humanos y animales, capaces de sobrevivir en condicio-
nes ambientales adversas, pudiendo colonizar diversos nichos ecoldgicos.
Son considerados patégenos oportunistas. Sin embargo, especies del géne-
ro Enterococcus han surgido recientemente como importantes patégenos
hospitalarios y agentes etiologicos de diversos cuadros infecciosos. Su rol
como agente infeccioso en el hombre esta relacionado con su presencia en
el tracto gastrointestinal, su resistencia (R) asociada a varios antimicrobianos
(ATM), como glucopéptidos y B-lactamicos y a la presencia de diversos fac-
tores de virulencia. Por su resistencia a la vancomicina (VAN) fueron reporta-
dos por el CDC como una emergencia internacional desde 1990, constituyen-
do un riesgo para salud. Existen diferentes fenotipos segun la resistencia a
glucopéptidos, VanA, VanB, VanC, VanD, VanE y VanG. El fenotipo VanA se
caracteriza por presentar resistencia inducible de alto nivel tanto a VAN como
a teicoplanina (TEl) (VAN= 64->1024 ug/ml; TEI= 16-512 ug/ml) y el fenotipo
VanB que se caracteriza por resistencia inducible, de moderado 6 alto nivel a
VAN pero no a TEI (VAN= 4-1024 pg/ml; TEI= < 0,5 pg/ml).

Existe evidencia cientifica de la propagacion de cepas de enterococos
resistentes a ATM dentro de la cadena alimenticia a través de productos ani-
males y alimentos contaminados. Dichas cepas se encuentran presentes en
los alimentos tales como productos carnicos, lacteos, vegetales y se han
aislado de comidas rapidas. En Argentina, son escasos los estudios que
documentan el aislamiento de cepas de Enterococcus con R antimicrobiana
asociada, aislados de alimentos de origen animal.

OBJETIVOS DEL PROYECTO

Objetivo general

Caracterizar y determinar el perfil de resistencia antimicrobiana de espe-
cies de enterococos aisladas de alimentos de origen animal provenientes del
area rural de Tandil.
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Objetivos especificos del proyecto:

1) Caracterizar fenotipicamente cepas de Enterococcus spp. aisladas de
alimentos de origen animal.

2) Evaluar la sensibilidad antimicrobiana in vitro de las especies aisladas
mediante la prueba de difusion en agar.

3) Determinar la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) a diferentes
ATMs de utilizacién clinica.

4) Estimar la cinética inhibitoria de ATMs con mecanismos de accion
bactericida.

MATERIALES Y METODOS

a) Toma y procesamiento de las muestras: las muestras de alimen-
tos seleccionadas al azar para la recuperacion de Enterococcus spp. fueron:
salamines artesanales, carne picada, leche de cabra y quesos artesanales.
Para su procesamiento se siguieron las recomendaciones del Compendium
of Methods for the Microbiological Examination of Food (APHA, 2001).

b) Aislamiento e identificacion de cepas de Enterococcus spp.: en
agar bilis esculina-azida (A-BE-A), incubado a 37°C durante 24 h, las tipicas
colonias negras aisladas presuntivas de enterococos, fueron tomadas al azar
e identificadas siguiendo la metodologia propuesta por Facklam et al. (1989).
Cada muestra fue procesada por duplicado.

c) Determinacion de la sensibilidad antimicrobiana in vitro de las
especies aisladas.

Prueba cualitativa de difusion en agar: el estudio de sensibilidad in vitro
cualitativa se realizé por la prueba de difusion en agar siguiendo la metodo-
logia establecida por el Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009).
Estos ensayos se realizaron utilizando discos de antibiéticos de uso clinico:
ampicilina (AMP), tetraciclina (TET), minociclina (MIN), cloranfenicol (CMP),
gentamicina de alta carga (G, 120ug), linezolid (LZD), tigeciclina (TGC),
eritromicina (E), ciprofloxacina (CIP), estreptomicina de alta carga (S, 300
pg), penicilina (PEN) y vancomicina (VAN). Como control se utilizaron cepas
patrones: E. faecium ATCC 51299, E. faecalis ATCC 29212.



76 Anales 2008-2010

Prueba cuantitativa de dilucion en caldo: Concentracion Inhibitoria Mini-
ma (CIM). Para la determinacion de la CIM se siguieron las recomendaciones
estandarizadas segun las Guias del Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI) empleandose drogas antimicrobianas de pureza analitica certificada.
Los puntos de corte para los ATM fueron los recomendados por los documen-
tos CLSI, afio 2009.

Cinética inhibitoria por metodologia de Killing curve: fueron seleccio-
nadas al azar cepas de diferentes alimentos correspondientes a 2 especies
de Enterococcus spp. (E. faecalis y E. faecium) que presentaron CIM con
categorias sensible, intermedia y resistente, segun puntos de corte para van-
comicina, gentamicina y penicilina.

Para estimar la cinética inhibitoria se utilizo la técnica de curva de muerte
microbiana sin agitacion, por el método estandarizado de Killing curve. La
actividad bactericida fue definida como el descenso 23log’0 UFC/ml a partir
delinéculo inicial. La inhibicion fue definida como <3 log'® UFC/mI. Este ensa-
yo fue realizado por duplicado.

RESULTADOS
El numero total de cepas identificadas y la distribucion a nivel de espe-

cies de Enterococcus spp. recuperadas de alimentos de origen animal se
detallan en la tabla N° 1.

Tabla N° 1. Distribucion de especies de Enterococcus spp. (n=40) recuperadas de
alimentos de origen animal del Partido de Tandil. Afio 2008-2009.

Muestras de Numero de especies recuperadas de Enterococcus spp. Total
alimentos
E. faecalis | E.faecium | E. raffinosus | E. gallinarum N=40
n=32 n=5 n=2 n=1 cepas
Salamin 8 2 10
Carne picada 14 14
Leche de cabra 4 1 2
Queso 6 2 1
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Los puntos de corte para la investigacion del perfil de resistencia antimi-
crobiana de cepas de Enterococcus spp. utilizando la prueba cualitativa de
difusion en agar (antibiograma) fueron definidos como S (sensible), | (inter-
medio) y R (resistente) siguiendo las normas del CLSI.

Los resultados de antibiogramas de cepas de Enterococcus spp. que
se obtuvieron a partir de salamin artesanal tandilero, carne picada, leche de
cabra y quesos artesanales tandileros, se muestran en la Tabla N° 2.

La CIM solo fue realizada a cepas de Enterococcus spp. que mostraron
categoria de resistencia y de resistencia intermedia por método de disco fren-
te a CMP, CIP, VAN, TEl y PEN.

Los resultados de la CIM se detallan en las Tablas N° 3 a N° 7.

Tabla N° 2. Perfil de resistencia antimicrobiana obtenido por discos de cepas de Entero-
coccus spp. recuperadas de salamin artesanal tandilero(n=10), de carne picada(n=14),
de leche de cabra (n=7) y de quesos artesanales (n=9). Afios 2008-2009.

ATM* Salamin Carne picada Leche de cabra Quesos
E.faecalis | E.faecium | E.faecalis | E.faecalis | E.faecium | E.raffinosus | E.faecalis | E.faecium | E gallinarum
n=8 n=2 n=14 n=4 n=1 n=2 n=6 n=2 n=1
(80%) (20%) (100%) (57,1%) (14,3%) (28,6%) (66,7%) (22,2%) (11,1%)

S|I|R[S|I|R]S I [RIS|IT|R[S|IT|R[S]|I R|S|I|R[S|I|R|S|I|R

AMP | 8 (O[O0 |0O|Of2|14 | 0 |0|4(0|O0O]|O[1|O0O|2|0| O |6[|0|O0]|2|(0[0]|1|0]|0O
TET |1 |1|6|0|0|2|6 |0 |8|4/0O|O0O|O0O|1|Of2|0| O |2|0|4|1|O0O[1]|1]|0]|0O
MN (2 (6|0|0|1|1|6 |3 |5(4[0|0(0[1[0]|2|0| 0 (222|101 [1[0]O
CMP |4 2|2|2|0f0| 8| 4 |2|4(0|O0]|1|O0OfO0O|2|0| 0 |3|3|0]|2|0[0|1|0]|0O
G 5030|027 |0 |7|4(0|O0O]|OfO0Of1|[2|0f O |5[0|1|1|0O[1]|1|0]|0O
LzD | 5|1|2|2|0|0| 4 |6 |4[0[4|0]|O0[1[O0]|1]1 0 |4|1[1|2]|0[0f1|0]| O
TGC (8 |0|0|2(0|0|14| 0O |O0Of|4]|O0Of[O(|1|]O0O]O|2(0]|] O [6|OfO0O|2|0|0O|1]|0]| O

E o(2(6|0|0f2|0 |5 |9|0f4|O0]|OfOf1|0|2| 0 |O0|2|4|0|0f[2]|0|0]1
CP |O0|7|1]0]0|2]1 7 16|0[4]0]0[0([1[1]1 o (1|23 |0f[1|1|0f1]O
S 3|1(4f0|0f2|8 |1 |5|4(0|0]|0fO0Of1|[2|0f O |6|O0|O|1|Of1]|1]|0]|0O
PEN | 8|0 |OfO|O|2(13| 0 |[1|4|0]O0O]|OJOf1|2|0| O |6|O0O|O|1|O[1]|1]|0]|0O
VAN [2|6[0|0|0|2| 0 |12]|2[0(4|0|O0[O0|1]1]1 0 |1]|4f[1|0O]|1[1[0[1] 0O

*

antimicrobiano
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Tabla N° 3. Cepas de Enterococcus spp. recuperadas de alimentos de origen animal
con categoria de resistente a cloranfenicol por CIM. Afios 2009-2010.

Cepas Alimentos CIM (ug/ml) Resultados
E. faecalis HS 224 Salamin =64 R
E. faecalis HS 226 Salamin =64 R
E. faecalis HS 229 Salamin =64 R
E. faecalis HS 230 Salamin 264 R
E. faecalis HS 231 Carne picada 264 R
E. faecalis HS 232 Carne picada 2128 R
E. faecalis HS 233 Carne picada =64 R
E. faecalis HS 237 Carne picada =64 R
E. faecalis HS 239 Carne picada =64 R
E. faecalis HS 242 Carne picada =64 R
E. faecalis HS 408 Queso 264 R
E. faecalis HS 411 Queso 264 R
E. faecalis HS 412 Queso 264 R

R: resistente
Tabla N° 4. Cepas de Enterococcus spp. recuperadas de alimentos de origen animal
con categoria de resistente a ciprofloxacina por CIM. Afios 2009-2010.

Cepas Alimentos CIM (ug/ml) Resultados
E. faecium HS 221 Salamin 24 R
E. faecium HS 222 Salamin 24 R
E. faecalis HS 226 Salamin 4 R
E. faecalis HS 230 Salamin 24 R
E. faecalis HS 231 Carne picada 24 R
E. faecalis HS 232 Carne picada 24 R
E. faecalis HS 233 Carne picada 24 R
E. faecalis HS 238 Carne picada 24 R
E. faecalis HS 241 Carne Picada 4 R
E. faecalis HS 242 Carne picada 24 R
E. faecalis HS 243 Carne picada 24 R
E. faecium HS 426 Leche de cabra 24 R
E. faecalis HS 406 Queso 24 R
E. faecalis HS 408 Queso 24 R
E. faecium HS 409 Queso 24 R
E. faecalis HS 411 Queso 24 R

R: resistente
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Tabla N° 5. Cepas de Enterococcus spp. recuperadas de alimentos de origen animal
con categoria de resistente a vancomicina por CIM. Afios 2009-2010.

Cepas Alimentos CIM (ug/ml) Resultados
E. faecium HS 221 Salamin 232 R
E. faecium HS 222 Salamin 232 R
E. raffinosus HS 423 | Leche de cabra 232 R
E. faecium HS 426 Leche de cabra 64 R
E. faecium HS 410 Queso 16 R

R: resistente

Tabla N° 6. Cepas de Enterococcus spp. recuperadas de alimentos de origen animal
con categoria de resistente a teicoplanina por CIM. Afios 2009-2010.

Cepas Alimentos CIM (ug/ml) Resultados
E. faecium HS 221 Salamin 256 R
E. faecium HS 222 Salamin 128 R
E. faecium HS 426 Leche de cabra 128 R

R: resistente

Tabla N° 7. Cepas de Enterococcus spp. recuperadas de alimentos de origen animal
con categoria de resistente a penicilina por CIM. Afios 2009-2010.

Cepas Alimentos CIM (ug/ml) Resultados
E. faecium HS 221 Salamin 64 R
E. faecium HS 222 Salamin 32 R
E. faecium HS 426 Leche de cabra 32 R

R: resistente

Los resultados del estudio de la cinética inhibitoria mediante el método
estandarizado de Killing curve se muestran en graficos semi-logaritmicos
(Figuras N°1, 2, 3,4, 5y 6).
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Curva de muerte microblana de cepas de Enterococcus spp. pos Incubacién con dosls de
VAN [20 pg/ml].
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Figura N°1. Cinética inhibitoria de VAN frente a cepas de Enterococcus spp. aisladas
de alimentos de origen animal.
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Figura N° 2. Cinética inhibitoria de VAN (20 pg/ml) frente a cepas de Enterococcus
spp. seleccionadas segun resultados de CIM aisladas de alimentos de origen animal.
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Cuervs de muerce micreblana de cepas de Enreroceceny spp. pos intubacléa coun dosds de
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300

Sobeevhienees (Logll UFC/ml)

200

ALy

ik
Tihesapa de dncubackia (b

— — Cemered ATCC — = — — E, fawalte HY 234 E. Farealts Hi 408 E. fanalic H5 4

Figura N° 3. Cinética inhibitoria de VAN (40 pg/ml) frente a cepas de Enterococcus
spp. seleccionadas segun resultados de CIM aisladas de alimentos de origen animal.
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Figura N° 4. Sinergia inhibitoria de VAN (40 pg/ml) y GEN (20 pg/ml) frente a cepas de

Enterococcus spp. seleccionadas segun resultados de CIM aisladas de alimentos de ori-
gen animal.
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Figura N° 5. Sinergia inhibitoria de VAN (40 pg/ml) y GEN (20 pg/ml) frente a cepas
de Enterococcus spp. seleccionadas segun resultados de CIM aisladas de alimentos

de origen animal.
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Figura N° 6. Sinergia inhibitoria de VAN (20 pug/ml) y PEN (20 pg/ml) frente a cepas
de Enterococcus spp. seleccionadas segun resultados de CIM aisladas de alimentos

de origen animal.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

De los alimentos de origen animal, (salamin artesanal, leche de cabra,
quesos artesanales y carne picada) provenientes de Tandil, se recuperaron e
identificaron fenotipicamente cepas de Enterococcus spp: E. faecalis (n=32),
E. faecium (n=5), E. gallinarum (n=1) y E. raffinosus (n=2). Al igual que en
muestras clinicas humanas, E. faecalis fue la especie aislada con mayor fre-
cuencia, coincidiendo con lo citado en la literatura internacional.

E. faecium fue la especie que presenté mayor multirresistencia a los ATM
ensayados. En E. gallinarum y E. raffinosus no se observé multirresistencia
asociada.

En el estudio de resistencia antimicrobiana por la técnica cualitativa de
disco se observo heteroresistencia en cepas de E. faecalis y E. faecium recu-
peradas de carne picada, salamin y quesos, mientras que en leche de cabra
solo una cepa resultdé con multirresistencia asociada (E. faecium).

Los resultados obtenidos por técnica de CIM, evidenciaron la presencia
de perfiles de resistencia antimicrobiana. No se encontrd ningun E. faecalis
resistente a VAN por CIM. En E. faecium el 80% result6 con resistencia (R)
y solo una cepa de E. raffinosus fue R, mientras que en E. gallinarum no se
observo resistencia a VAN. Frente a TEI, unicamente en cepas de E. faecium
se observo R (60%) acompanada de R a PEN. Las cepas con R a glucopép-
tidos presentaron fenotipos VanA 'y VanB.

Mediante la prueba de killing curve se observé que ciertas cepas de
enterococos recuperadas de las muestras de alimentos frente a diferentes
concentraciones de VAN (20 pg/mly 40 ug/ml) presentaron comportamiento
similar al descrito para cepas aisladas de muestras clinicas humanas. Por
otra parte, VAN no originé una mayor inhibicién de los organismos a concen-
traciones mas altas, corroborando lo referido en las publicaciones cientificas
ya que el mismo es ATM tiempo-dependiente. Los resultados obtenidos en
las killing curves frente al test de sinergia realizado con VAN y GEN, VAN y
PEN mostraron correspondencia con los valores obtenidos con la técnica de
CIM en las cepas estudiadas.

El hallazgo de fenotipos resistentes en los alimentos puede deberse a
la manipulacién de los mismos bajo practicas de manufactura deficientes.
Idénticas conclusiones fueron encontradas por Marguet et al. (2008) quién
describio el hallazgo de cepas multirresistentes aisladas de quesos ovinos.

Los valores elevados obtenidos por CIMs demuestran la presencia de
cepas emergentes con alta resistencia a glucopéptidos y cloranfenicol recu-
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peradas de alimentos de origen animal. En medicina humana, los glucopépti-
dos VAN y TEI suelen ser ATM de reserva para el tratamiento de infecciones
causadas por enterococos resistentes a la ampicilina (Arias et al., 2010). Si
bien todavia no se ha demostrado el pasaje de cepas de enterococos desde
un alimento al hombre, es evidente que este microorganismo posee capaci-
dad para adquirir y compartir material genético asociado a multirresistencia
adquirida a través de la transferencia de genes extracromosémicos, tanto
interespecie como intraespecie (Woodford et al., 1995; Huycke et al., 1998;
Garza Velasco et al., 2002).

Esta investigacion confirma que los alimentos de origen animal son
reservorios que podrian actuar como vehiculos de cepas emergentes de
Enterococcus spp. con heteroresistencia asociada a la mayoria de las opcio-
nes terapéutica de uso clinico en medicina humana. Este hallazgo, motiva la
necesidad de implementar un sistema de vigilancia para su deteccion, ya que
pueden ingresar al hombre via cadena alimenticia.

En consecuencia, en seguridad alimentaria, es imprescindible el exa-
men exhaustivo de las cepas de Enterococcus que puedan ser aisladas de
alimentos.

SUMMARY

The objective of this study was to characterize and determine the antimi-
crobial resistance profiles of enterococci isolated from food of animal origin
from the rural area of Tandil. Food samples were selected: artisanal salami
(n=18), beef (n=21), goat’s milk (n=30) and artisanal cheeses (n=15). The total
number of isolates strains was n=40, identifying E. faecalis (n=32), E. faecium
(n =5), E. raffinosus (n=2) and E. gallinarum (n=1). The in vitro antimicrobial
susceptibility was performed by agar diffusion test and minimun inhibitory
concentrations (MIC). Time—kill studies for vancomycin (VAN), gentamicin
(GEN) and penicillin (PEN) was performed by Killing curve. Diffusion sus-
ceptibility testing showed heteroresistance in most strains of Enterococcus.
From goat’s milk samples were obtained strains with the lowest percentage of
resistance. We found no E. faecalis resistant to VAN from MIC. In E. faecium,
80% were resistant (R) and only one strain of E. raffinosus was R, while in
E. gallinarum there was no resistance to VAN. With teicoplanin (TEI), only
in strains of E. faecium was observed R (60 %) accompanied of R to PEN.
Enterococci resistant to glycopeptides (VAN and TEI) showed phenotypes
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VanA and VanB. By Killing curve test showed that enterococci strains against
different concentrations of VAN showed similar behavior to that described for
strains isolated from human clinical specimens. The synergy test with VAN
and GEN, VAN and PEN showed correspondence with the values obtained in
the MIC. This research confirms that the food of animal origin are reservoirs
and they could act as vehicles of emerging strains of Enterococcus spp. with
heteroresistance associated with most therapeutic options for clinical use in
human medicine.
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RESUMEN

Las infecciones respiratorias agudas (IRA), particularmente las neumo-
nias adquiridas en la comunidad, son la causa mas comun de morbi-morta-
lidad en nifios en todo el mundo, siendo en los paises en vias de desarrollo
responsables de un 30% de la mortalidad en esta poblacion. Los objetivos del
presente trabajo fueron la puesta a punto de una técnica de amplificacion de
acidos nucleicos (AN) que permita la deteccion simultanea de nueve micro-
organismos frecuentemente implicados en infecciones respiratorias agudas
(IRA), y determinar la frecuencia de los mismos en una poblacion de nifios
con neumonia adquirida en la comunidad (NAC).

Se estudiaron aspirados nasofaringeos de 200 niflos menores a seis
afos que requirieron internacién en un hospital pediatrico de la ciudad de
Corrientes (Argentina) con diagnéstico de NAC, en el periodo de febrero de
2009 a enero de 2010. Se empled para ello una técnica de retrotranscripcion
seguida de reaccion en cadena de la polimerasa multiple (RT-mPCR).

El agente mas frecuentemente encontrado fue el Virus Sicicial Respira-
torio en el 45% de los casos, principalmente en la estacion invernal y princi-
pios de primavera. Le siguieron el Adenovirus y el Enterovirus en un 4.5%,
el virus Influenza A en un 3.5%, virus Parainfluenza-3 en un 1.5% y el virus
Parainfluenza-1 en un 1%.

El diagndstico etioldgico de una IRA es importante para lograr una uti-
lizacidon mas racional de los antimicrobianos. Ademas, las PCR multiples
para detectar AN de agentes productores de IRA resultan rapidas, sensibles,
especificas y de bajo costo, caracteristicas que ameritan incentivar su desa-
rrollo y aplicacion en el ambito de la Salud Publica.

[87]
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INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) son la causa mas comun de
morbi-mortalidad en nifios en todo el mundo, siendo en los paises en vias de
desarrollo la causa de un 30% de la mortalidad en esta poblacion.

Los agentes causales de IRA comprenden un amplio abanico de micro-
organismos. Las bacterias Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influen-
zae y Moraxella catarralis son las mas cominmente encontradas, pero dado
que también suelen ser comensales habituales del tracto respiratorio, el diag-
nostico etioldgico no siempre resulta concluyente. No obstante, su aislamien-
to e identificacion no conlleva mayores problemas. En contraste, la deteccion
de Micoplasma pneumoniae (MP) y Chlamydiophila pneumoniae (CP), asi
como la deteccion de virus en nifios con sintomas respiratorios, es conside-
rada evidencia de infeccion aguda. Si bien se sabe que existe un gran nimero
de virus que afectan el arbol respiratorio, su deteccion siempre ha generado
dificultades desde el punto de vista metodolégico. Ademas, el hecho de que
las infecciones virales sean por lo general autolimitadas y la no existencia
por mucho tiempo de tratamiento especifico, relegaba su diagndstico a una
inferencia clinica. En la actualidad, un diagnéstico rapido y preciso de las
IRA es fundamental en pediatria y ayuda al médico a adoptar conductas que
favorezcan una evolucion con minimas complicaciones.

En este sentido, las técnicas moleculares han abierto las puertas haciala
implementacion de metodologias de diagndstico mas amplias, simples, segu-
ras y con probada sensibilidad y especificidad. El primer objetivo de este tra-
bajo ha sido la adaptacién y puesta a punto de una Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) para la deteccion simultanea de los siguientes microorga-
nismos productores de patologias respiratorias agudas: Enterovirus (ENV),
Virus Influenza Ay B (FIuA y FluB), Virus Sincicial Respiratorio (VSR), Virus
Parainfluenza tipo 1y 3 (PI-1y PI-3), Adenovirus (ADV), MP y CP. El segundo
objetivo ha sido establecer la prevalencia de infeccion de estos agentes en
niflos con diagnostico de neumonia adquirida en la comunidad de la ciudad
de Corrientes, Argentina.

1 Area de Biologia Molecular, Asignatura de Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia,
Facultad de Medicina, Universidad Nacional del Nordeste, Corrientes.

2 Area de Biologia Molecular, Laboratorio Central de Redes y Programas, Provincia de
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3 Area de Virologia, Laboratorio Central de Redes y Programas, Provincia de Corrientes.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras: En el periodo comprendido entre febrero de 2009 y enero de
2010 se recolectaron 200 muestras de aspirados nasofaringeos (ANF) de
nifos con edades menores a 6 afios y con diagndstico de neumonia adqui-
rida en la comunidad y que requirieron de internacion en el Hospital “Juan
Pablo II” de la Ciudad de Corrientes (Corrientes, Argentina). Se excluyeron
los casos de nifios con enfermedad pulmonar crénica, neumonia recurrente,
cardiopatia congénita, inmunodeficiencias, dafio neuroldgico, requerimiento
inicial de cuidados intensivos y/o con infecciones mixtas (Bacterias-Virus)

Previo a la toma de la muestra se solicit6 al tutor la firma de un consenti-
miento informado a fin de efectuar la investigacion del agente etioldgico, com-
pletandose una ficha con datos clinico-epidemioldgicos y datos personales.

Extraccion de ADN: Las muestras de ANF fueron tomadas en forma
aséptica y de acuerdo a normas estandarizadas, de modo de evitar cualquier
tipo de contaminacion que pudiera interferir en el diagndstico. Luego, cada
muestra fue transferida de la sonda y el contenedor correspondiente a un
tubo estéril de 10 mL, para ser enviadas en forma refrigerada (4°C) hasta el
laboratorio de procesamiento. Una vez en el Laboratorio, las muestras fueron
homogeneizadas en vortex por 10 seg y posteriormente se transfirié una ali-
cuota de 1.2 mL a un microtubo estéril de 1.5mL. Este material se almaceno
a -70°C hasta su procesamiento.

Para la obtencion de los acidos nucleicos, las muestras fueron pre-
viamente descongeladas y luego centrifugadas en forma refrigerada (4°C)
durante 15 min a 15000 rpm. Seguidamente se tomaron 200 uL del liquido
sobrenadante para realizar la extraccion del material gendmico. Este proce-
dimiento se realizdé mediante el kit comercial QIAamp® MinElute Virus Spin
(Qiagen, USA).

Para controlar la calidad e integridad del ADN obtenido, todas las mues-
tras fueron amplificadas para el exon Il del gen de la 3-actina humana.

Deteccién de Virus Respiratorios y de MH y CP: Se realiz6 mediante una
retrotranscripcion (RT) y PCR multiple, utilizando cebadores previamente
descriptos por Gréndahl y col. La RT y la PCR se realizaron en un solo paso,
y para esto se utilizé el kit de amplificacion SuperScript One-Step RT-PCR
with Platinum® Taq (Qiagen, USA).

El volumen final de reaccion fue de 20 pl. Las condiciones de reaccion
fueron: buffer de reaccién optimizado para RT y PCR (composicién comer-
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cial desconocida), 1.5 mM CI2Mg, 0.2 uM de cada desoxinucledtico trifosfato
(dNTP), 0.2 mM de cada cebador, 0.4 uL del mix comercial de retrotranscrip-
tasa y Taq polimerasa y 2 pl de suspension de acidos nucleicos. Las condi-
ciones de ciclado fueron: un primer paso de retrotranscripcion a 50°C por 30
min seguido de un paso de activacion de la Taq Platinum a 94°C por 2 min;
y un segundo paso correspondiente a la amplificacion de 39 ciclos de 94°C
por 30 seg, 50°C por 30 seg y 72°C por 30 seg y una extension final a 72°C
por 10 min.

Los productos de amplificacidon se corrieron por electroforesis en gel de
agarosa al 3% a 110 V durante 1 h, luego se tifieron con solucion de bromuro de
etidio y se observaron por exposicion a luz UV en transiluminador de 320 nm.

RESULTADOS

El principal agente infeccioso encontrado fue el Virus Sincicial Respira-
torio (VSR) en 90 muestras (45%), seguido del Adenovirus (ADV) y Entero-
virus (ENV) en 9 muestras cada uno (4.5%), Influenza A (FIuA) en 7 casos
(3.5%), Parainfluenza-3 (PI3) en 3 casos (1.4%) y Parainfluenza-1 (PI1) en 1
caso (0.5%). Ademas, se observaron 4 coinfecciones virales correspondien-
do 2 a ADV y VSR, una a FluAy VSR y una a ENV y VSR. En esta serie no
se observaron casos de CP, MP y FluB. En la Tabla 1 se resumen los virus
identificados y los casos procesados por mes.

DISCUSION

Los virus y bacterias de dificil desarrollo que afectan el tracto respirato-
rio siempre han sido una dificultad diagnostica al momento de determinar la
etiologia de una patologia respiratoria aguda. Los métodos tradicionalmente
empleados para su deteccidn se basan en la respuesta seroldgica o en la
deteccion de antigenos. Los primeros tienen la desventaja de ser metodolo-
gias indirectas y de requerir muestreos en etapa aguda y convaleciente para
un diagnostico apropiado, los segundos limitan a los laboratorios de menor
complejidad dado que requieren de equipamiento especial. Ademas, en la
mayoria de los casos el diagndstico es individual para cada virus o bacte-
ria. La metodologia empleada en este trabajo ofrece un diagndstico directo,
rapido, sensible, especifico, de bajo costo y con la ventaja de evaluar nue-
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ve microorganismos que generan patologias respiratorias agudas en forma
simultanea. En esta serie se evaluaron los agentes etiolodgicos involucrados
en casos de nifios con afectacion del arbol respiratorio inferior, que represen-
tan alrededor el 5% del total de las IRA. El VSR resulté el mas frecuente y su
pico de incidencia en los meses invernales y principios de primavera coincide
con lo reportado en la bibliografia nacional e internacional. Le siguieron en
importancia el ADV y el ENV, dos agentes que en determinadas ocasiones
se asocian a neumonias en niflos menores a 5 afilos. Ambos presentaron la
mayor incidencia en el periodo de mayo-junio y de Agosto-Octubre y fueron
responsables del 9% de las neumonias estudiadas, un valor que marca la
importancia del diagndstico diferencial de estos microorganismos. El virus
influenza A fue detectado sélo en 7 casos de neumonias (3.5%), mostrando
una incidencia similar a la de los ADV y ENV. Si tenemos en cuenta que
durante el afio 2009 se genero la pandemia por Flu-A H1N1, la proporcion de
casos en que este agente afectd el arbol respiratorio inferior fue baja. Com-
pletan la epidemiologia los virus PI-1y PI-3 que si bien generan cuadros muy
similares a los producidos por el VSR, su incidencia es menor y el nUumero
casos que requieren hospitalizacién es significativamente mas bajo, coinci-
diendo esto con lo reportado en este trabajo. Por otro lado, no se han obser-
vado casos por MP y CP; sin embargo, esto no resulta extrafio dado que son
dos agentes que afectan mayormente a nifios entre 5-15 afios de edad y las
neumonias atipicas que producen en menores de 5 afios no suelen ser de
prondstico grave y muy raramente requieren de hospitalizacion.

Reconocer en forma efectiva el agente etiolégico de una IRA es cada
vez mas relevante en la medicina moderna; por un lado permite hacer un uso
mas racional de la antibioticoterapia y por otro se facilitan las decisiones y
conductas médicas, particularmente en pacientes especiales. En este sen-
tido, contribuir con metodologias de diagndstico superadoras y aplicarlas al
sistema publico de salud es un objetivo que debiera mantenerse en forma
permanente.
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Tabla 1. Frecuencia de los agentes etiologicos involucrados en casos de neumonia
NAC en nifios que requirieron hospitalizacion en el Hospital Pediatrico “Juan Pablo II”
de Corrientes (Argentina), durante el periodo febrero de 2009-enero 20

Total | Negativos (%) | ADV+ (%)2 | ENV+ (%) | FLU-A+ (%) | PI-1+ (%) | PI-3+ (%) | VSR+ (%)

Feb.2010 | 6 5

(83.3) - - 1(16.7)
Mar.2010 | 20 16

(80) 1

(5) 1

(5) 2

(1)
Abr.2010 | 13 8

(61.5) - - 5(38.5)
May. 2010 | 11 2

(18.2) 3

(30) 5 1

(45.4)

(9.1) - -
Jun. 2010 | 22 6

(27.3) 2

9.1) 1

(5.5) 1

(4.5) 1

(4.5) 1

(4.5) 10

(45.4)

Jul.2010 | 30 8

(26.7) 1

(3.3) 4

(13.3) - 1

(3.3) 16

(53.3)
Ago.2010 | 52 8

(15.4) 2

(3.8) 1

(1.9) 2

(3.8) - - 39 (75)
Sep.2010 | 12 3

(25) 1

(8.3) - - 8(66.7)
Oct. 2010 | 13 9

(69.2)
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Total | Negativos (%) | ADV+ (%) | ENV+ (%) | FLU-A% (%) | PI-1+ (%) | PI-3+ (%) | VSR+ (%)

(77 - - - - 3(23.)
Nov.2010 | 13 10

(76.9) - - - - - 3(231)
Dic.2010 | 8 5

(62.5) - - - - - 3(37.5)
Ene.2011 | 0 - -
TOTAL | 200 72

(36) 9

(4.5) 9

(4.5) 7

(3.5) 2

) 3

(15) 90

(45)

a8 Los porcentajes estan referidos al total de casos de NAC analizados en el laboratorio en
cada mes.

ABSTRACT

The acute respiratory infections (ARI), particularly the community-
acquire pneumonia (CAP), are the most common cause of morbimortality in
children around the world. In developing countries 30% of this children die
annually because of ARI.

The aims of the present work were to assess a nuclei acid amplification
technique (NAAT) to simultaneous detect nine respiratory pathogens and to
determine their frequency in children with community-acquire pneumonia.

Between February 2009 and January 2010 there were studied 200
nasopharyngeal aspirates (NPA) from children under six years old who
required hospitalization due to CAP. To detect the respiratory pathogens we
employed a multiple polymerase chain reaction (ImPCR).

Respiratory syncytial virus was the most frequent microorganism found
(45%), mainly in winter and early spring. Adenovirus and Enterovirus were
presentin 4.5% of the cases, Influenza A virus in 3.5%, Parainfluenza-3 virus
in 1.5% and Parainfluenza-1 virus in 1% respectively.

Early identification of causative agents in ARI of paediatric patients can
prevent an overuse of antimicrobials. Moreover, the mPCR assays for the detec-
tion of respiratory pathogens are fast, sensible, specific and low cost; therefore,
these techniques should be taken into account in routine diagnosis of ARI
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INTRODUCCION

El Ardor, la Hipertrofia Papilar Lingual y la Halitosis (AHH) en conjunto, no
han sido descriptos hasta el momento como una entidad clinica. Sin embargo
los pacientes que presentan este cuadro no encontraban respuesta efectiva
a su demanda. Se les realizaba en algunos casos un diagnostico terapéuti-
co de Candidiasis Cronica con relacion a la Hipertrofia Papilar Lingual y eran
derivados a servicios de Periodoncia por su Halitosis Crénica para su eva-
luacion y tratamiento. Muchos de estos pacientes, al concurrir a sus contro-
les posteriores no habian resuelto su cuadro clinico. El ardor de su boca era
diagnosticado como Estomatodinia o Sindrome de Ardor Bucal. Un porcentaje
considerable (60%) de estos pacientes en los Antecedentes de su Enfermedad
Actual, referian padecer malestar gastrico cronico, sin tratamiento dado que
tratados cuando consultaban con el médico clinico o con el especialista en gas-
troenterologia, su sintomatologia quedaba relativizada a su estado nervioso.
Warren y Marshall describieron que el 98 % de los pacientes con gastritis cro-
nica activa y el 80% con Ulcera gastrica, tenian microorganismos helicoidales
en la superficie de la mucosa gastrica (Marshall BJ et al., 1984). La infeccion
gastrica por Helicobacter pylori (HP) es tratada con terapia antibiotica sistémi-
ca. El porcentaje de erradicacion esta comprendido entre el 80% y el 90% con
la triple terapia (Lanzoprazol, Amoxicilina y Claritromicina), suministrado por
un periodo de 7 a 10 dias como minimo (Gabryelewicz A, 1996). Sin embargo
la reinfeccidn bacteriana es observada en un nimero considerable de pacien-
tes y las tasas anuales de reinfecciéon en el mundo oscilan entre 0 y el 30%
(Della Libera E et al., 2001). Los interrogantes que surgen son de qué modo se
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transmite esta infeccion bacteriana y a que se debe el proceso de reinfeccion.
Algunos investigadores encontraron al HP en placa y saliva, y han sugerido
que la diseminacion oral seria la principal via de transmision. Tanto la placa
dental como la saliva podrian actuar como reservorio y tener implicancias en
la reinfeccidn una vez erradicada la bacteria del tracto gastrico. Las discre-
pancias en cuanto al diagndstico de los pacientes que consultan por AAH con
malestar gastrico cronico nos hizo pensar en la accion del HP tanto en la len-
gua como en el estdmago. Nosotros hemos reportado en el 2001 su asociacion
con el AHH, en un paciente de sexo masculino que padecia de gastritis crénica.
Tanto el cuadro bucal como el gastrico estaban relacionados con la accion de
esta bacteria. Los métodos de diagndstico realizados fueron biopsia bucal y
gastrica. Las muestras fueron evaluadas con técnica de Giemsa y Biologia
Molecular con resultados positivos (Adler | et al., 2001; Adler | et al., 2005). El
diagnostico precoz es esencial, para el tratamiento temprano y la curacion de
estos individuos que consultan con AHH con relacion al HP y su posible com-
promiso gastrico. Por eso es necesario elaborar disefios de investigacion que
permitan demostrar la asociacion entre el cuadro clinico descrito y la infeccion
bacteriana. Asi como establecer la sensibilidad y especificidad de los distintos
test de diagnostico implementados para determinar la infeccion en la cavidad
bucal. El objetivo del estudio es estimar el riesgo de infeccién por la accion del
Helicobacter pylorien la boca, en los pacientes que presentan ardor, hipertrofia
papilar lingual y halitosis, y evaluar la eficacia diagnéstica de la halimetria en
relacion con la PCR.

MATERIALES Y METODOS

Entre Junio de 2009 y Marzo de 2010 fueron estudiados en forma pros-
pectiva pacientes con sintomatologia AHH que refieran malestar gastrico.
Se excluyeron:

» Pacientes menores de 21 afios.

»  Pacientes con patologias dentales y gingivoperiodontales.

»  Pacientes con diagnéstico de: hepatitis C, HIV, enfermedad renal.

» Individuos con valores alterados en el coagulograma.

» Pacientes que recibian medicacion antibiética en forma local-general en
los ultimos ocho meses, o habian sido sometidos a algun tratamiento
antibidtico profilactico, o que se encontraban en tratamiento gastroente-
rologico con diagnoéstico de infeccion por HP.
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*  Pacientes fumadores.
*  Pacientes que no Firmaron el consentimiento Informado.

En todos los casos el procedimiento de investigacion fue el siguiente:

A-Diagnéstico Estomatologico. A todos los pacientes se les efectio
una historia clinica protocolarizada. El ardor fue evaluado por autoreporte.
La hipertrofia de las papilas del dorso lingual se considero con la inspeccion
clinica (Figura 1).

Figura 1: Paciente con AHH.

La halitosis fue evaluada con el Halimeter® Interscan modelo RH-17D
disefiado para monitorizar el aliento de un individuo, midiendo la concen-
tracién de CSV en niveles de partes por billéon (ppb), (Figura 2). Se utilizé
una boquilla descartable en cada determinacion. Se le indico al paciente que
introduzca la boquilla en la boca (aproximadamente 4 centimetros). A cada
individuo participante en el estudio se le entregd una hoja informativa con
las instrucciones que debia cumplir para la realizacion de la determinacion.
Desde la noche anterior evitar tomar cualquier tipo de alimento de efectos
reconocidos sobre el aliento (ajo, cebolla, etc.) o comidas fuertes o con espe-
cias, no tomar alcohol. Dos horas antes de la atencion no ingerir ningun tipo
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de alimento o liquido (excepto agua), evitar cepillarse los dientes o utilizar hilo
de seda dental, no emplear enjuagues de ningun tipo, no masticar chicles o
caramelos y no usar perfume ni lapiz de labios. Las pruebas se realizaron
por la mafiana entre las diez y las doce horas. Se hicieron tres determinacio-
nes consecutivas, las cuales fueron promediadas y si el valor encontrado en
los pacientes superaba 100 ppb, se considerd que presentaban halitosis. Se
solicito la rutina de laboratorio y se efectud raspaje del area afectada lingual.

Figura 2: La halitosis fue evaluada con el Halimeter® Interscan

B-Diagnéstico Serolégico: Del suero de los paciente se determino el
titulo de IgG anti-HP (Triniti EIA-G). Se considero un titulo positivo cuando la
muestra presento valores iguales o superiores a 1,1.

C-Diagnéstico por Biologia Molecular. Del material en fresco del ras-
paje se extrajo ADN. Se centrifugo a 15000 rpm por 30 min. y se recupero el
pellet del tubo por inversion. La muestra fue digerida en Buffer-PK (100mM
Tris CIH-ph=8, 25mM EDTA, 0.5 % SDS, 0.01% PK) a 42 °C ON. Las fraccio-
nes lipo-proteicas fueron extraidas con Fenol-Cloroformo-Isoamilico (CAR-
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LO ERBA, ltalia). EI ADN purificado fue precipitado con CINa/lsopropanol
y resuspendido en T10E1 (Tris-EDTA). La pureza y el rendimiento del ADN
obtenido fueron medidos por espectroscopia. Se analiz6 la presencia del
genoma del Helicobacter pylori mediante la Reaccidon en Cadena de la Poli-
merasa (PCR) con primers homdélogos a una regién que codifica para el anti-
geno especie-especifico, cuya secuencia nucleotidica fue la siguiente: primer
HP3: (5-TGGCGTGTCTATTGACAGCGAGC-3")y primer HP4: (5'--CCTGCT-
GGGCATACTTCACCATG-3’) que se identifican con los residuos 474 al 496
y 776 al 754 respectivamente. La amplificacion fue realizada en un volumen
de reaccién de 50 ul usando entre 500-1000 ng de ADN total. Cada tubo de
reaccion contenia 50 pmoles de cada primer, 200 uM de cada dNTP, 10 mM
Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCI, 2 mM MgCI2 y 1 U de Taq polimerasa (Prome-
ga, WI, USA). Después de un paso inicial de desnaturalizacion a 95 °C duran-
te 5 min. fueron realizados 40 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion a
95 °C durante 1 min., annealing a 58 °C durante 1 min. y elongacién a 72 °C
durante 1 min.) con una elongacién final a 72 °C durante 5 min. Por otro lado
se realiz6 una PCR en condiciones similares para un fragmento de 110 pb del
gen de la beta-globina humana como control de amplificacion (Saiki R et al.,
1985). Todas las PCR fueron evaluadas mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida al 9% en buffer TBE 1X (Tris-Borico-EDTA), visualizadas con
bromuro de etidio bajo luz ultravioleta (figura 3).

Por otro lado se identifico el genoma del HP mediante una segunda
PCR. Se utilizaron primers homologos a una region que codifica para el gen
16S rRNA, cuyas secuencias nucleotidicas fueron las siguientes: primer
16S-880fw (5° ~ATAGACGGGGACCCGCACAAG-3'), y primer 16S-999rv
(5-TGGCAAGCCAGACACTCCA-3") que se identifican con los residuos 1030
al 1050 y 1131 al 1149 respectivamente (Glocker E et al., 2005). Se analizo
mediante el programa de alineacién de secuencias BLAST, la especificidad
del fragmento amplificado, este programa permite identificar similitudes entre
el amplicon obtenido y las base de datos de ADN del programa (Altschul SF et
al., 1997). Para verificar la correcta especificidad del amplicon, se secuencia-
ron los fragmentos obtenidos por PCR. La secuenciacion se realizd con un kit
comercial DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham Bios-
ciences, Little Chalfont, Buckinghamshire, England). La secuencia fue sepa-
rada por electroforesis capilar (ABI PRISMTM 310 Genetic Analyzer, Applied
Biosystem-Perkin Elmer Corporation, Foster City, CA, EEUU). La secuencia
obtenida fue analizada con el ABI PRISMO DNA Sequencing Analysis Soft-
ware (Applied Biosystem-Perkin Elmer Corporation, Foster City, CA, EEUU).
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Analisis Estadistico: Se confecciono una base de datos utilizando el
Data Entry del paquete estadistico SPSS fijandose rango de valores admisi-
bles para las variables dependientes (AAH/otras Patologias) y las variables
independientes (HP: si/no) para el procesamiento de la informacion. Para
el analisis de los datos descriptivos, las variables continuas fueron analiza-
das, con su media, mediana, modo, rango y el error estandar. Las variables
categoricas fueron representadas en porcentajes o frecuencias relativas. Se
efectud un analisis factorial de todas las variables y la determinacion de un
coeficiente de correlacion, con un grado de significacion del 5% (< 0,05).
Se realiz el X2 Mantel-Haenzel-OR-IC (0.95). Se determind la sensibilidad,
especificidad, Valor Predictivo Positivo y Negativo de los estudios realiza-
dos en los individuos con AHH, en los cuales se investigo la presencia del
mediante serologia, histopatologia (Giemsa), inmunohistoquimica y biologia
molecular.

La muestra quedo constituida por 27 pacientes, cuyo rango de edad fue
de 24-78afios con una mediana de 64, siendo el 67 % del sexo femenino.
(Tabla 1).

Tabla 1

SEXO FEMENINO SEXO MASCULINO TOTAL

N° 18 N°9 N° 27

EDADES 27-78 24-69 24-78

MEDIA /ES 59,83/3,22 47,33/5,75 55,66/3,13
MEDIANA 65 45 64
% 67 33 100
RESULTADOS.

Se muestran en la Tabla 2 los resultados de la halimetria y de la PCR, y
en la Figura 3 se observa la corrida electroforética en gel de poliacrilamida
al 9% del producto de amplificacion por PCR de la region que codifica para
gen 16S rRNA del HP (120 pb). Calle 1-4: Muestras positivas en diferente
concentracion. Calle 5: Ladder 100pb como marcador de PM. Calle 6: Control
positivo. Calle 7: Control negativo.
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Tabla 2

N° Bx PCR Halimeter (ppb)
1 495150 neg 98
2 497625 neg 100
3 499872 pos 549
4 499652 pos 265
5 499653 neg 54
6 500420 neg 93
7 500417 neg 88
8 500419 neg 72
9 501301 pos 241
10 501694 neg 48
1 502408 neg 501
12 503004 neg 113
13 503005 neg 95
14 503326 neg 117
15 504040 neg 78
16 504602 neg 65
17 504882 neg 62
18 505695 neg 97
19 505696 neg 53
20 505219 pos 162
21 507028 pos 306
22 507029 neg 254
23 507593 pos 285
24 500418 pos 141
25 500416 neg 34
26 501491 neg 61
27 501547 neg 76
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Figura 3

La secuencia obtenida a partir del productos de la segunda PCR coin-
cidié con la NCBI Reference Sequence U00679.1, permitiendo verificar la
secuencia y el PM tedrico calculado de 120 pb de la banda obtenida.

atagacggggacccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgaagatacacgaagaaccttacctag
cttgacattgagagaatccgctagaaatagtggagtgtctggcttgcca

120 pb

El estudio estadistico se puede observar en las tablas 3-5.

Tabla 3
SEROLOGIA HALITOSIS SI HALITOSIS NO TOTAL
HP POSITIVO 6 2 8
HP NEGATIVO 6 13 19
TOTAL 12 15 27

OR: 6,5 IC 1,09-36,81
X2:4,29 p<0,03
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Tabla 4
PCR HALITOSIS/SI HALITOSIS/NO TOTAL
HP POSITIVO 7 0 7
HP NEGATIVO 4 16 20
TOTAL 11 16 27

RR: 5 IC 2,08-12,01
X2 (YATES): 10,63 p< 0,001

Tabla 5
HALIMETRIA PCRPOSITIVA | PCR NEGATIVA TOTAL
POSITIVO 7 4 1"
NEGATIVO 0 16 16
TOTAL 7 20 27
Valor IC (95%)
Sensibilidad (%) 100,00 92,86-100,00
Especificidad (%) 80,00 59,97-100,00
indice de validez (%) 85,19 69,93-100,00
Valor predictivo + (%) 63,64 30,66-96,61
Valor predictivo - (%) 100,00 96,88-100,00
Prevalencia (%) 25,93 7,54-44,31
Razén de verosimilitud 5,00 2,08-12,01

Razén de verosimilitud — —

DISCUSION

La infeccion por HP es una de las mas frecuentes a nivel mundial. Esta
asociada con el desarrollo de la gastritis cronica, la Ulcera gastrica, y consti-
tuye un factor de riesgo en el adenocarcinoma gastrico y el linfoma MALT. Sin
embargo, estas enfermedades solo se manifiestan en un 15% de las perso-
nas infectadas, dependiendo de la virulencia de la especie, |la susceptibilidad
genética del huésped y los cofactores ambientales (Atherton JC, 1998). Los
datos epidemioldgicos referentes a la infeccidon por esta bacteria hacen que
el tema sea relevante, ya que su incidencia va en aumento en gran nimero
de paises, sobre todo aquellos en vias de desarrollo. Los paises con alta inci-
dencia de cancer gastrico tienen también una alta prevalencia de infeccién
por HP. Paralelamente en aquellos paises donde la prevalencia de infeccion
por HP es baja también lo es la incidencia de cancer gastrico. Parkin y cola-
boradores han referido que cerca del 75% de los canceres de estébmago se
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producen en paises en vias de desarrollo. Observando una alta incidencia
de adenocarcinoma gastrico en el este asiatico, el este de Europa y el sur
y centro del continente americano (Parkin DM et al., 2001). El diagndstico
precoz es esencial para el control de esta infeccion. En los ultimos afios se
ha incrementado progresivamente el interés con respecto a la infeccion por
HP en la cavidad bucal, debido a que en el mundo ha surgido la inquietud por
establecer las vias de infeccidn, postulandose la oral-oral como la de mayor
envergadura (Goodman KJ et al., 1996; Salimi-Khayati A et al., 2003). Desde
que en 1983 Warren y Marshall publicaron los primeros datos informando
que el 98 % de los pacientes con gastritis cronica activa y el 80% con Ulcera
gastrica, tenian microorganismos helicoidales en la superficie de la muco-
sa gastrica (Marshall BJ et al., 1984), diferentes trabajos han demostrado
que la bacteria se hallaba presente en la cavidad bucal. El primer trabajo de
investigacion sobre la presencia del HP en la boca fue reportado en 1989
en Canada, cuando la bacteria fue cultivada a partir de muestras de placa
dental de 71 pacientes con enfermedad gastrica (1,4% HP+ 1/71). Actualmen-
te existen aproximadamente unas 130 investigaciones publicadas que han
reportado las implicancias de la bacteria en la placa dental y la saliva. Unos
sostienen que el HP en la cavidad oral es una bacteria patdégena transitoria
y que la boca no es el reservorio natural de este microorganismo (Shames
et al., 1989; Améndola R et al.; 1998, Mattana CM et al., 1998). En relacién
a los estudios realizados a nivel mundial, la placa dental ha sido identificada
como el segundo reservorio del HP, y el primer reservorio extra gastrico (De
Sousal etal., 2006). En nuestra investigacion hemos excluidos los pacientes
con patologias dentales y gingivoperiodontales. En Argentina existe una alta
prevalencia de infeccion por HP. Estudios realizados por distintos autores en
nuestro pais han evidenciado un 70 % de seroprevalencia en poblaciones
infantiles de bajo nivel socioecondmico y variaciones de 20 % a 90 % en
adultos de diferentes zonas del pais. Las condiciones socioecondémicas e
higiénicas asi como las caracteristicas ambientales y genéticas de la pobla-
cion son factores determinantes en la adquisicidn de la infeccion. En el nor-
deste de nuestro pais, Merino y colaboradores, encontraron una seropreva-
lencia del 70% en las areas rurales y del 31% en las areas urbanas, en nifios
menores de 14 afios, sospechando los investigadores en la calidad del agua
como un factor de riesgo y sugiriendo que el alto consumo del mate en esas
zonas puede ser una via de transmision importante (Merino D et al., 2002). En
nuestros pacientes se encontré una seroprevalencia, del 30% (8/27). La pre-
valencia de infeccion encontrada coincide con los patrones epidemiolédgicos
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urbanos, teniendo en cuenta que son pacientes residentes de la ciudad de
Buenos Aires, que asisten a consulta estomatoldgica privada y pertenecen a
un buen nivel socioeconémico donde las condiciones sanitarias, higiénicas y
ambientales no son un problema para ese nucleo social. Debemos destacar
que a nivel serolégico nosotros investigamos por primera vez en el mundo la
presencia de anticuerpos IgM anti HP en pacientes con patologias bucales.
En 1992, en Israel, reportaron que pacientes con halitosis e infeccion gastri-
ca por HP, resolvieron su sintomatologia con la medicacion antibacteriana
(Tiomny E et al., 1992). En la universidad de Bari (Italia) lerardi y colaborado-
res asociaron la halitosis con la infeccion causada por el HP. Evaluaron a 58
pacientes con dispepsia, de los cuales 30 eran HP positivos. Ellos estable-
cieron los niveles de los Compuestos Volatiles Sulfdricos en cada paciente
al incluirlo en el momento del diagnéstico y el control posterior después de
instaurado el tratamiento antibiético, el 63% (19/30) de los pacientes solu-
cionaron su halitosis con la erradicacion del microorganismo (lerardi E et al.,
1998). En el departamento de Gastroenterologia de la Universidad de Tel
Aviv comunicaron que no observaron correlacién entre la infeccion por HP y
la Halitosis. Esta diferencia con nuestro trabajo se deberia a que los pacien-
tes con Glositis concurrieron a la consulta por su Halitosis, cuyos niveles
se determinaron con el Halimeter, mientras que en la investigacion llevada
a cabo en Tel Aviv recolectaron los datos para medir la Halitosis con una
encuesta. Si reportaron correlacion entre el reflujo y la halitosis (Moshkowitz
M et al., 2007). En cuadros de Glositis informaron positividad un grupo de
investigadores de Croacia, quienes emplearon técnica de PCR y detectaron
la presencia del HP en el 16% (43/268) de los pacientes con sindrome de
boca ardiente, siendo los controles HP negativos (Gall-Trosejl K et al 2001).
En ese pais, Brailo y colaboradores, en el afio 2006 detectaron anticuerpos
anti-HP en 19 % de los pacientes con ardor bucal y glositis (Brailo V et al.,
2006). No existen trabajos que hayan evaluado hasta el momento la efecti-
vidad de los métodos para arribar al diagnéstico de la infeccién por HP en la
boca. De todo lo observado en este trabajo hemos construido un algoritmo
diagnostico para tal fin (Figura 4)
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Figura 4: Algoritmo diagnostico para HP en AHH no invasivo.

En conclusion, a pesar que el numero de individuos reclutado es esca-
so, el reporte preliminar indica que la medicion objetiva de la halitosis es
una herramienta que podria incorporarse al diagnostico de AHH, teniendo en
cuenta que para los valores comprendidos entre 100 y 120 ppb, seria indis-
pensable la confirmacién de la presencia del genoma viral del HP mediante
técnicas moleculares.

RESUMEN

El Ardor, la Hipertrofia Papilar Lingual y la Halitosis (AHH) en conjunto,
no han sido descriptos hasta el momento como una entidad clinica. Warren y
Marshall reportaron que el 98% de los pacientes con gastritis cronica activa 'y
el 80% con ulcera gastrica tenian microorganismos helicoidales en la super-
ficie de la mucosa gastrica. Tanto el cuadro bucal como el gastrico estaban
relacionados con la accién de esta bacteria, el Helicobacter pylori (HP). El
diagndstico precoz es esencial para el tratamiento temprano y la curacion de
estos individuos que consultan por AHH con relacion al HP y su posible com-
promiso gastrico. El objetivo del estudio es relacionar el AHH con la accién
del HP en la boca. Entre Junio de 2009 y Marzo de 2010 fueron estudiados




Fundacién Alberto J. Roemmers 109

en forma prospectiva pacientes con sintomatologia AHH que manifeastaban
malestar gastrico. A todos los pacientes se les efectuo una historia clinica
protocolarizada, solicitud de rutina de laboratorio y raspaje del area lingual
afectada. Del suero de los paciente se determiné el titulo de IgG anti-HP
(Triniti EIA-G). Del material en fresco del raspaje del area afectada de la
lengua se extrajo ADN. Se analizé la presencia del genoma del HP median-
te la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) con primers homoélogos
a una regioén que codifica para el antigeno especie-especifico. La muestra
quedo constituida por 27 pacientes, cuyo rango de edad fue de 24-78 afios
con una mediana de 64, siendo el 67% del sexo femenino. Siete pacientes
fueron doble positivos (halimetria y PCR), 18 doble negativos y 2 halimetria
positiva y PCR negativa. Los parametros estadisticos de la halimetria en rela-
cioén con la PCR fueron: Sensibilidad 88,89%, Especificidad 77,78%, Valor
Predictivo Positivo 66,67%, Valor Predictivo Negativo 93,33%, y Prevalencia
33,33%. En conclusion, a pesar de que el numero de individuos reclutado es
escaso, el reporte preliminar indica que la medicion objetiva de la halitosis es
una herramienta que podria incorporarse al diagnostico de AHH, teniendo en
cuenta que para los valores comprendidos entre 100 y 120 ppb seria indis-
pensable la confirmacién de la presencia del genoma viral del HP mediante
técnicas moleculares.

ABSTRACT

Mouth burn, lingual papillary hypertrophy and halitosis (BHH) together,
have not yet been described as a clinical entity. Warren and Marshall repor-
ted that 98% of patients with chronic active gastritis and 80% with gastric
ulcer, had helicoidal microorganisms on the gastric mucosal surface. Both
mouth and gastric profiles were related with the action of this bacteria, the
Helicobacter pylori (HP). Early diagnosis is essential for early treatment and
cure of these individuals who consult on BHH related with HP and its likely
gastric compromise. The aim of the study is to relate BHH with HP action in
the mouth. Patients with BHH symptoms who manifested gastric disturbance
were prospectively studied from June 2009 and March 2010. All patients were
subject to protocol clinical history, routine lab tests, and lingual area scraping.
Title of IgG anti-HP (Triniti EIA-G) drawing from patient serum was deter-
mined. DNA was extracted from fresh scrapes in the lingual area affected.
Presence of HP genome was analyzed by Polymerase Chain Reaction (PCR)
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with primers homologous to a region encoding for specific-species-antigen.
The population was constituted by 27 patients, age ranging from to 24 to 68
with a median of 64, being 67% females. Seven patients were double positive
(halimetry and PCR), 18 were double negative and 2 were halimetry positive
and PCR negative. Halimetry statistical parameters related with PCR were:
Sensitivity 88,89%, Specificity 77,78%, Positive Predictive Value 66,67 %,
Negative Predictive Value 93,33%, and Prevalence 33,33%. In conclusion,
despite the low number of patients recruited, the preliminary report shows that
objective halitosis measuring is a tool that could be added to BHH diagnosis,
taking into account that for values between 100 and 120 ppb, it would essen-
tial to confirm the presence of HP viral genome by molecular techniques.
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VALORACION DE LA CONTAMINACION DEL AIRE EN
AMBIENTES INTERNOS DE ASERRADEROS.
SU ROL COMO FACTOR DE RIESGO EN ESTE CONTEXTO
DE TRABAJO.

Esquivel; Graciela; Arias Irma; Mangiaterra Magdalena; Giusiano Gustavo.

RESUMEN

La concentracion y composicion de la micota del aire de los aserrade-
ros varia de acuerdo a las condiciones climaticas, al tipo de madera que se
procesa y a la tecnologia de la produccion. La contaminacion del aire con
microorganismos es el resultado de la contaminacion previa de la madera.
Las patologias asociadas a esta exposicion se relacionan con diversos tras-
tornos respiratorios.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la composicién y concentracion
de la micota aérea de aserraderos localizados en la ciudad de Machagai,
provincia del Chaco.

Se tomaron muestras del aire de tres aserraderos con un colector de
aire SAS super 100, cada 15 dias, durante la primavera de 2009 y el otofio
de 2010.

Los mohos fueron identificados por su macro y micromorfologia. Se ais-
laron 43 especies agrupadas en 21 géneros. Solo se pudieron identificar 12
cepas de levaduras.

La concentracion media de UFC/m3 encontrada en los aserraderos fue
de 2487 en primavera y 1399 en otofio. Estos valores son menores que los
hallados en estudios similares realizados en otros paises, donde las condicio-
nes ambientales y el tipo de madera procesada son diferentes.

La mayoria de los géneros encontrados son alergénicos y potencialmen-
te patdgenos lo que justifica la realizacion de estudios para conocer las espe-
cies prevalentes y su efecto sobre la salud de los trabajadores. Seria también
un aporte llevar a cabo estudios similares en invierno y verano para evaluar el
patrén de ocurrencia de los taxa.

[113]
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INTRODUCCION

La contaminacion de los ambientes interiores por microorganismos y
subproductos biolégicos presentes en el aire puede causar problemas de
naturaleza infecciosa y/o alérgica. Los bioaerosoles son aerosoles forma-
dos por particulas de origen biolégico o con actividad bioldégica que pueden
afectar a seres vivos a través de procesos infecciosos, alérgicos, toxicos e
irritantes.

Los trabajadores de aserraderos estan expuestos a la inhalacion de los
bioaerosoles que contienen diversos agentes alergénicos y inmunotoxicos.
Estos pueden ser derivados quimicos de la madera (por €j., terpenos, acidos
resinicos) o microorganismos asociados a ella. Las patologias asociadas a
esta exposicion se relacionan con diversos trastornos respiratorios como la
disminucioén de la funcion pulmonar, la bronquitis crénica, la hiperreactividad
bronquial con irritacion de mucosas, la rinitis, y la bronquitis alérgica entre
otros (Skorska y col., 2002).

Existe una importante variabilidad cuali — cuantitativa en la micota ane-
mofila de los distintos ambientes, asi como la de un mismo lugar si se la estu-
dia en diferentes épocas del afio. En este sentido influyen definitivamente
factores tales como la velocidad de los vientos y su direccion, temperatura,
humedad, tipo de vegetacion del area, etc (Samson y col., 1994).

La concentracion y composicion de la micota en suspension en el aire de
aserraderos varia de acuerdo al tipo de madera que se procesa y la tecnolo-
gia de la produccion. La contaminacion del aire con microorganismos es el
resultado de la contaminacién previa de la madera con estos patdégenos. La
contaminacion de la madera se produce en las etapas en las cuales ésta per-
manece almacenada, ya sea en forma de rollizo al aire libre o semi procesada
dentro de los aserraderos (Dutkiewicz y col., 2001).

La calidad del aire es un factor importante para la salud ambiental y esta
calidad esta relacionada, en parte, por la carga fungica presente (Samson y
col., 1994). El conocimiento de la misma contribuye a la prevencion de afec-
ciones relacionadas con el contacto y la inhalacion de conidias o particulas
fungicas.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la concentracion y la com-
posicion de la micota fungica del aire de aserraderos localizados en el centro
maderero de la provincia de Chaco.
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MATERIALES Y METODO

Elestudio serealizé enlaciudad de Machagai, (26°55'35”S y 60°02°'56"0),
cabecera del Departamento 25 de Mayo en la provincia del Chaco, situada
aproximadamente a 150 Km al noroeste de la ciudad de Resistencia. Se halla
en la regiodn subtropical con estacion seca, donde predomina el viento norte.
El suelo es franco limoso arcilloso.

La superficie del ejido urbano es de 35,16 km2y la cantidad de habitantes
es, segun INDEC 2001, de 18.346 habitantes. Su produccidn es agricola,
ganadera y maderera. Aproximadamente 180 establecimientos, entre ase-
rraderos y carpinterias artesanales de algarrobo (Prosopis sp), quebracho
(Aspidosperma quebracho-blanco) y de otras maderas autoctonas, estan
radicados en la ciudad y sus alrededores.

Los aserraderos, en general, presentan una planta techada, con dos o
tres paredes y el acopio de los rollizos se realiza préximo a la planta.

Se muestreo el aire de 3 aserraderos (A1, A2, A3) con un colector de
aire SAS super 100, utilizando placas de agar papa con cloranfenicol 25%. El
volumen de aire impactado (VA) sobre cada placa fue de 100 It.

Los muestreos se realizaron en la primavera del afio 2009 y el otofio de
2010, cada 15 dias, entre las 13 y las 14 hs y a una altura de 1,50 m. del nivel
del suelo.

En la planta techada (PT) de cada aserradero se tomaron 5 muestras
siguiendo un disefio diagonal (Fernandez y col., 2009). Se tomd una muestra
alejada £20m de cada planta, considerada como ambiente control (AC) para
comparar tanto la carga como la diversidad fungica. También se tomaron
muestras (una placa en cada muestreo) en la plaza central (P) de la ciudad, la
cual se encuentra equidistante de los tres aserraderos.

Las placas se incubaron a 28°C durante 72 hs. Una vez cumplido el
periodo de incubacién se determiné el nimero de colonias (NC) de cada una
de las placas de Petri. Se calcul6 el nimero de unidades formadoras de colo-
nias por metro cubico de aire (UFC/m3), aplicando la formula segun manual
del fabricante (UFC/m3= (NC x 1000)/VA — donde VA = 100).

NC = numero de colonias; VA = Volumen de aire impactado.

Las cepas de mohos fueron identificadas por su macro y micromorfolo-
gia. Cada taxa se contabilizé una sola vez por placa, no importando cuantas
veces se repetia o si aparecia en las otras placas del mismo aserradero.

Para identificar las especies de determinados géneros se utilizaron
medios de cultivo especiales como Nash Snyder, Czapek o Agar malta. Las
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colonias que no desarrollaron 6rganos de fructificacion en los subcultivos
tras 20 dias de incubacién a 25-28° C, fueron agrupadas como micelio sin
fructificacion.

Para la clasificacién taxonémica de los mohos se utilizaron las claves
de Nelson y col.,, 1983; Gams, 1971; Onions y col.,1981; Von-Arx, 1981; de
Hoog y col.,2000; Samson y col.,2000; Rifai,1969; Bissett,1991; Piontelli y
col.,1994; Sivanesan, 1987; Pitt,1986; Ellis, y col.,1987; Klich, y col.,1988 y
Carmichael, y col.,1980.

Las levaduras fueron identificadas por las caracteristica morfologicas y
por pruebas bioquimicas y fisiolégicas basadas en la metodologia de Krieger
van Rij y el sistema comercial API ID 32 C.

Las cepas puras se incorporaron al cepario de la Catedra de Microbio-
logia, Parasitologia e Inmunologia (area Microbiologia e Inmunologia) de la
Facultad de Medicina (Universidad Nacional del Nordeste), manteniéndose
viables por conservacion de colonias frescas en viales de plastico con agua
destilada estéril.

La correlacion estadistica de variables discretas se estudié mediante el
test de Student, considerandose un nivel de significancia de p<0,05. Se tra-
baj6 con el programa Epi info version 6.

RESULTADOS

Se realizaron 6 muestreos en primavera y 6 en otofio, totalizando 114
placas.

En algunas placas se observo el sobrecrecimiento del género Rhizopus
y en otras la de Chrysonilia sitophila (similis) lo que impidi6 el recuento de las
colonias y obligé a su descarte.

La concentracion promedio de las colonias recuperadas en el aire de las
3 plantas techadas y sus respectivas areas control, como asi también, de la
plaza se muestran en la Tabla 1
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Tabla 1 - UFC/ml en las areas muestreadas en otofio y primavera

PRIMAVERA OTONO
AC PT AC PT
A1 375 2625 1770 1723
A2 1065 2070 565 767
A3 2090 2766 625 1708
Promedio 1177 2487 787 1399
Plaza 405 470

Referencias Tabla 1: A1: Aserradero 1; A2: Aserradero 2; A3: Aserradero 3.
AC: area control. PT: Planta techada

No se encontro diferencia significativa entre el nimero de colonias recu-
peradas de cada PT y su AC ni en primavera ni en otofio. Lo mismo ocurrid
cuando se compararon los resultados obtenidos en cada AC.

Sdlo se hallé diferencia significativa (p < 0.05) entre las UFC/m3 en pri-
mavera y en otofio en el A2.

El promedio de UFC/m3en todos los casos, excepto en A1 en otofio, fue
mayor en PT que en AC.

En algunas placas se observo el crecimiento de dos o tres colonias enci-
madas en el mismo punto de impacto del aire lo que impidi6 la separacion de
las mismas y en algunos casos su identificacion.

Se aislaron 43 especies agrupadas en 21 géneros, ademas de micelios
hialinos sin fructificacion y levaduras. En la Tabla 2 se presentan los hallaz-
gos cualitativos, en cada establecimiento discriminados por sector y estacion.

Los géneros mas frecuentes fueron Penicillium, Alternaria, Aspergillus,
Cladosporium, Curvularia, Rhizopus y Bipolaris que estuvieron presentes en
mas del 50% de las muestras. Las levaduras y el micelio sin fructificacion
también se encuentran dentro de este grupo.

Entodos los casos y en las dos estaciones la diversidad de especies hallada
en cada PT fue superior a la encontrada en la AC correspondiente a la misma.

Se separaron 36 colonias levaduriformes de las cuales solo se pudieron
identificar 12 debido a la dificultad de algunas de las cepas para desarrollar
in vitro y a que en muchos casos fue imposible separar las levaduras de
los hongos filamentosos, por lo que las pruebas bioquimicas, que necesitan
cepas puras, no pudieron aplicarse a la identificacion de aquellas. Las cepas
de levaduras identificadas correspondieron a los géneros Rhodotorula, Tri-
chosporon y Cryptococcus.
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DISCUSION

Los muestreos se realizaron en las estaciones de otofio y primavera, las
cuales se corresponden, respectivamente, con los periodos mas y menos
lluviosos para la region geografica donde se realizo la experiencia. El objetivo
fue observar silas condiciones climaticas influenciaban sobre la composicion
de la micota aérea. No se observé diferencia significativa relacionada con
esta variable, por lo que seria interesante realizar el mismo estudio en invier-
no y verano donde las temperaturas son extremas.

La franja horaria en el cual se realiz6 la toma de muestra coincidio con
el horario en el que todo el personal de las plantas se encontraba trabajan-
do, las maquinas estaban operativas al 100% y el polvo en movimiento era
mayor. La altura del muestreo se corresponde con la zona de respiracion de
los trabajadores. Cabe comentar, que si bien los trabajadores eran provistos
de mascarillas, la mayoria no las usaban alegando incomodidad.

En este trabajo se encontré menor carga fungica que en los aserraderos
de Suiza (Oppliger y col., 2005) Canada (Duchaune y col.,2000) y Polonia
(Dutkiewicz y col.,2001) donde se estudiaron establecimientos cerrados que
procesan coniferas, robles (Quercus sp) y abedules (Betula sp). Los aserra-
deros muestreados en este trabajo procesaban sélo madera de especies
deciduas, palo lanza (Phyllostylon rhamnoides), guaranina (Brumelia obtu-
sifolia) y palo piedra (Diplokeleba floribunda ) en el A1, urunday (Astronium
balansae) en el A2 y guayaibi blanco (Patagonula americana L.) en el A3y
son semiabiertos. Esto Ultimo permite el mayor intercambio de aire entre el
espacio interior y el exterior. Esta circulacion posibilita que la carga fungica
en el aire del lugar donde se encuentran los trabajadores no sea tan elevada
como en las plantas donde el espacio es totalmente cerrado.

Los géneros hallados con mayor frecuencia, Penicillium, Alternaria,
Aspergillus, Cladosporium, Curvularia, Rhizopus y Fusarium son alergénicos
e inmunotdxicos y son reconocidos factores de riesgo para enfermedades
respiratorias ocupacionales. Han sido asociadas con cuadros de asma, de
rinitis y de alergias respiratorias en pacientes atopicos. Las personas que
estan expuestas a estos alergenos constantemente son proclives a sufrir
alergia respiratoria fungica (Dutkiewicz y col., 2001). La hipersensibilidad
en personas sanas puede presentarse como sinusitis fungica y si estan
expuestas en forma continua a altas concentraciones, como alveolitis alérgi-
ca extrinseca (lbafiez Henriquez y col.,1998; Ibafiez Henriquez y col.,1999;
Picco y col., 2000; Antico, 2000; Fluckiger y col., 2000).
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Estos mismos géneros afectan al ser humano provocando micotoxicosis
por inhalacién. Es importante destacar que en las conidias, no en el micelio
vegetativo, de algunos mohos se ha demostrado la presencia de mezclas
de micotoxinas tipicas de la especie en concentracién variable. Algunos de
éstos fueron aislados en esta experiencia A. flavus (aflotoxina), A. versicolor
(sterigmatocistina), P. auranteogriseum (aurantiamina), P. citrinum(citrinina)
(Fluckiger y col.,2000; Pitt,1986).

Aspergillus y Penicillium fueron informados como agentes causales de
alveolitis alérgicas o ODTS (organic dust toxic syndrome) en trabajadores
madereros y en otras personas expuestas.

Los resultados obtenidos en este proyecto:

Aportaran al conocimiento de la micota del aire de los aserraderos de
una region subtropical, tema sobre el que no hay antecedentes.

Contribuiran al entendimiento de muchas afecciones que padecen las
personas que desarrollan sus actividades en este ambiente

Seran informacion valida en el campo de la medicina para los médicos
alergistas, clinicos y epidemidlogos y para la orientacion en las medidas pro-
filacticas y estratégicas.
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ABSTRACT

Concentration and composition of sawmills’ airborne fungi changes
according to climate conditions, type of wood and technology of production.
Contaminated wood brings as a result micro-organism air pollution. Patholo-
gies associated to this exposure are related to several respiratory disorders.

The aim of this work was to study the composition and concentration of
air borne fungi in sawmills located in Machagai city in Province of Chaco.

Three sawmills’ air samples were taken by super 100 SAS collector every
15 days, during spring 2009 and autumn 2010.

Mold strains were identified by their macro and micro-morphology. Forty
three species belonging to 21 genera were isolated.Only 12 strains of yeast
could be identified.
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The average concentration in sawmills was 2487 UFC/
m3 in spring and 1399 UFC/m3 in autumn. These values are lower than those
found in similar studies in other countries where the environmental condi-
tions and processed wood are different.

Most of the isolated genera are highly allergenic and potentially pathoge-
nic which justifies further studies to know prevailing species and their effect
on worker’s health.

It would also be a contribution to conduct similar studies in winter and
summer to asses the occurrence pattern of taxa.
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INTRODUCCION

Las tasas de resistencia a los antibidticos se encuentran en perma-
nente aumento especialmente para los microorganismos aislados con mas
frecuencia de infecciones en humanos, como son las bacterias aerobias:
enterobacterias, bacilos gram negativos no fermentadores, estafilococos y
enterococos. En oposicion a esta realidad la actividad de los antimicrobianos
frente a las bacterias anaerobias se ha considerado relativamente estable,
mostrando patrones de resistencia predecibles.

Sin embargo, en las dos ultimas décadas se ha observado un incremento
enlaresistencia alos antibidticos en este grupo de bacterias. Entre las especies
anaerobias, las pertenecientes al grupo Bacteroides fragilis son las que han
mostrado mayores variaciones, documentandose inclusive aislamientos resis-
tentes a los antibidticos considerados mas activos, como son los b-lactamicos
con inhibidores de b-lactamasa, los carbapenemes y el metronidazol, lo cual
hace poco predecible la terapia empirica inicial (12, 15, 18, 16, 29, 31) . Por otro
lado, el grupo B. fragilis, es el que se aisla con mas frecuencia de infecciones
intra-abdominales, de piel y partes blandas y en bacteriemias (18).

Debido a las variaciones observadas en las tasas de resistencia en
nuestro pais y en otras zonas geograficas, es necesario realizar estudios
periodicos de vigilancia para monitorear los cambios que ocurren a través
del tiempo (18).

[123]
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El objetivo de este trabajo fue estudiar la sensibilidad in vitro a 10
antibidticos frente a especies del grupo B. fragilis provenientes de muestras
clinicas, aisladas de diferentes centros de la Ciudad Autbnoma de Buenos
Aires y de otras ciudades de la Republica Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Aislamientos. Se incluyeron 363 aislamientos unicos y consecutivos del
grupo B. fragilis colectados durante el periodo 2006 a 2009. Los 17 centros
participantes y el numero (n) de cepas recuperado fueron: por la Ciudad Auté-
noma de Buenos Aires, el Hospital General de Agudos “Dr..E. Tornd (n=77),
el Hospital Nacional de Pediatria “Prof. Dr. J. P. Garrahan” (n=70), el Hospital
Aleman (n=69), el Instituto de Investigaciones Médicas Alfredo Lanari - UBA
(n=22), el Hospital de Infecciosas “F. J. Muiiz” (n=22), el Sanatorio Mitre (n=7),
el Hospital “Dr. P. Pifiero” (n=5) y el Sanatorio Mater Dei (n=2); por la provincia
de Cordoba, la Clinica Reina Fabiola, (n=25), el Hospital Nacional de Clinicas
(n=14) y la Clinica Privada de Rio Cuarto (n=2); por la provincia de Chaco, el
Hospital Dr. J. C. Perrando, Resistencia (n=21); por la provincia de Neuquén,
el Hospital Provincial de Neuquén (n=10); por la provincia de Buenos Aires,
HIGA “Dr. A Pifiero”, Junin (n=9) y el Hospital Eva Perdn, San Martin (n=2),
por la provincia de Santa Fe, la Clinica Regional Privada, San Genaro (n=5);
y por la provincia de Mendoza el Hospital Central Mendoza (n=1).

Las distribucidn de especies estudiadas fue la siguiente: Bacteroides
fragilis (198), Bacteroides thetaiotaomicron/ovatus (69), Bacteroides caccae
(30), Bacteroides vulgatus (27) y “otros” Bacteroides del grupo B. fragilis (39).
Los aislamientos se conservaron en freezer de -70°C hasta ser utilizados.

Antibioticos. Se realizaron las pruebas de sensibilidad a los siguien-
tes antibidticos: ampicilina/sulbactama, piperacilina/tazobactama, cefoxitina,
imipenem, moxifloxacina, clindamicina y metronidazol provistos por el Ser-
vicio de antimicrobianos del INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”; ertapenem
provisto por Merck & Co, West Point, PA, EE.UU.; doripenem provisto por
Janssen-Cilag, Argentinay tigeciclina, por Whyet Pharmaceutical, Argentina.

Pruebas de sensibilidad. Se determin6 la concentracion inhibitoria
minima (CIM) (mg/ml) utilizando el método de dilucion en agar de acuerdo
a las normas del Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI), M11-A7, 2007
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(6). Se utilizé agar Brucella suplementado con vitamina K 1 ug/ml, hemina 5
pg/mly 5% de sangre lacada, el indculo inicial fue @ 1x 108 UFC/ml. Se incu-
bé en camara de anaerobiosis (4% CO2, 5% H2, 91% N2) durante 48 h a 35
°C. Las cepas de Bacteroides fragilis ATCC 25285 y Bacteroides thetaiotao-
micron ATCC 29741 fueron usadas como controles. Se utilizaron los puntos
de corte propuestos por el CLSI, documento M11-A7, 2007. Debido a que no
existen puntos de corte para doripenem vy tigeciclina se utilizaron los puntos
de corte establecidos para imipenem y ertapenem para el primer antibiético
y los propuestos por la Food and Drug Administration (FDA) para el segundo
(30). Para los carbapenemes se considero sensibilidad disminuida cuando la
CIM resulté 24 mg/ml [incluye aislamientos sensibles (CIM=4 mg/ml) e inter-
medios (CIM= 8 pg /ml)].

Screening fenotipico para evaluar la presencia de metalo-b-carba-
penemasas (MBL). Se evalud la inhibicién de las MBL con EDTA (0,4 mM)
realizando en paralelo la CIM a imipenem y la CIM a imipenem+EDTA a las
cepas con CIM = 4 ug/ml a alguno de los carbapenemes. Se consideroé posi-
tiva una disminucion 2 a 3 titulos de la CIM a imipenem con el inhibidor con
respecto a la CIM a imipenem.

Deteccion del gen de la MBL. En los aislamientos que presentaron CIM
> 4 ug/ml a algunos de los carbapenemes se estudié la presencia del gen
cfiA por el método de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) empleando
ADN total. Dicho gen codifica para la carbapenemasa y ha sido descrito en
B. fragilis. Se utilizaron los cebadores descriptos por Kato et al. (13): GBI-
1CCCAACTCTCGGACAAAAGTG y GBI-2 AGTGAATCGGTGAATCCATG.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestran los resultados de CIMS0, CIM®°, rango y por-
centajes de sensibilidad para los 10 antibiéticos probados.

Las tasas de sensibilidad a los antibiéticos b-lactamicos para el total
de las especies por orden de actividad fueron: imipenem 99%, piperacilina/
tazobactama 99%, doripenem 98%, ertapenem 96%, ampicilina/sulbactama
92 % y cefoxitina 72%. Para los antibioticos no b-lactamicos las tasas fueron:
metronidazol 100%, tigeciclina 99%, moxifloxacina 91% y clindamicina 52%.
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Los aislamientos de B. fragilis fueron los mas sensibles a los antibidticos
comparado con las otras especies del grupo, especialmente con respecto a
ampicilina sulbactama, cefoxitina y clindamicina. Por otro lado, B. vulgatus
fue la especie que presentd menor sensibilidad a los b-lactamicos con inhi-
bidores de betalactamasa, pero no se observaron aislamientos con sensibi-
lidad disminuida a los carbapenemes. Esta especie junto con las agrupadas
como “otros” Bacteroides, fueron las que presentaron mayor resistencia a
moxifloxacina, aproximadamente el doble que en las otras especies.

Las tasas globales de sensibilidad a moxifloxacina fueron de un 91%,
sin embargo se observa un corrimiento de las CIM a valores de resistencia
(Fig. 1).

Al igual que lo observado en estudios previos, cefoxitina y clindamicina
fueron los antibioticos menos activos. Clindamicina fue el que presentoé los
niveles mas bajos de sensibilidad dentro de los antibidticios probados, con
un rango de 42% a 74,7% frente a B. thetaiotomicron/ovatus y a B. fragilis,
respectivamente.

Tabla 1. Actividad in vitro de 10 antibidticos frente a 363 aislamientos del grupo Bac-
teroides fragilis.

Microorganismos (n)/ Rango CIM(ug/ml)  CIM90  Sensible Categoria% Resistente

Antibiéticos CIM50 Intermedio

Bacteroides fragilis (198)

Ampicilina/sulbactama 0,125-128 1 8 97,0 1,5 1,5
Piperacilina/tazobactama  <0,03->512 0,25 2 99,0 0,0 1,0
Cefoxitina 1-256 16 32 82,8 11 6,1
Ertapenem (126) 0,06->64 0,125 0,5 98,5 0,0 1,5
Imipenem <0,015->64 0,125 0,5 98,5 0,0 1,5
Doripenem (159) 0,03->64 0,25 1 97,5 0,6 1,9
Clindamicina <0,125 - >256 1 >256 747 2,5 22,7
Metronidazol <0,06-4 0,5 1 100,0 0,0 0,0
Moxifloxacina 0,06 -64 0,5 2 89,9 2,0 8,1
Tigeciclina <0,03-4 0,125 1 99,5 0,5 0,0
Bacteroides thetaiotamicron/ovatus (69)

Ampicilina/sulbactama 0,5-32 0,5 1 87,0 8,7 43
Piperacilina/tazobactama <0,03- 64 <0,03 4 98,6 14 0,0
Cefoxitina 4-128 4 32 49,3 2715 23,2
Ertapenem (49) 0,125->64 0,12 1 89,8 4.1 41
Imipenem <0,015- 16 <0,015 0,125 98,6 0,0 14
Doripenem (58) 0,125-64 0,125 0,25 96,6 0,0 34
Clindamicina <0,125 - >256 <0,125 4 42,0 18,8 39,1
Metronidazol <0,06-2 <0,06 0,5 100,0 0,0 0,0
Moxifloxacina 0,125-64 0,125 1 89,9 2,9 7,2

Tigeciclina <0,03-2 <0,03 0,125 100,0 0,0 0,0
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Tabla 1. Continuacion

Bacteroides caccae (30)
Ampicilina/sulbactama 0,5-16
Piperacilina/tazobactama <0,03-8
Cefoxitina 4-128
Ertapenem (19) 0,125-8
Imipenem <0,015-2
Doripenem (25) 0,125-8
Clindamicina <0,125 - >256
Metronidazol <0,06-4
Moxifloxacina 0,125-16
Tigeciclina <0,03-4

Bacteroides vulgatus (27)
Ampicilina/sulbactama 0,1250 128

Piperacilina/tazobactama 0,25-512

Cefoxitina 0,5-128
Ertapenem (24) 0,125-2
Imipenem <0,015-4
Doripenem 0,06-1
Clindamicina <0,125 - >256
Metronidazol 0,25-4
Moxifloxacina 0,06 - 128
Tigeciclina <0,03-2

Otros Bacteroides del grupo B. fra&/lis (339)1
Ampicilina/sulbactama <0,125- 32

Piperacilina/tazobactama <0,03-64

Cefoxitina 4-128
Ertapenem (34) 0,06-16
Imipenem 0,03-4
Doripenem (37) 0,125-4
Clindamicina <0,125 - >256
Metronidazol 0,06-4
Moxifloxacina <0,03-64
Tigeciclina <0,03-4

0,25
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0,5
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0,5
0,5
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0,5
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100
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96,7
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87,2
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100,0
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6,7
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0,0

10,3
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74
37
11
0,0
0,0
0,0
29,6
0,0
14,8
0,0

2,6
0,0
17,9
2,9
0,0
0,0
41,0
0,0
15,4
0,0

(1) Otros Bacteroides del grupo B. fragilis: Parabacteroides ( Bacteroides) distasonis, 7; Bacte-
roides uniformis, 7; Bacteroides stercoris, 7; Bacteroides merdae, 2; Bacteroides spp., 16.

Entre los antibioticos no b-lactamicos, el metronidazol y la tigeciclina
fueron los mas activos. Sdlo se observaron aislamientos con sensibilidad dis-
minuida (CIM= 4 pg/ml) para tigeciclina, especialmente en B. caccae (3,3%)
y en “otros” Bacteroides spp. (5,1%). Todos los aislamientos, independiente-

mente de la especie, fueron sensibles al metronidazol.

Se detectaron aislamientos resistentes a los carbapenemes y a la pipe-
racilina/ tazobactama. Las tasas de resistencia (intermedio y resistente) de B.
fragilis a imipenem, doripenem y ertapenem fueron de 1,5%, 2,5% y 4%, res-
pectivamente. Para las otras especies del grupo el promedio de resistencia
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fue de 0,6%, 2% y 4,8%, respectivamente, siendo B. thetaiotaomicron/ovatus
la especie que presento los porcentajes mas elevados. La alta resistencia a
piperacilina/tazobactama (CIM = 256 ug/ml) fue asociada a los aislamientos
de B. fragilis con alta resistencia a imipenem.

En la tabla 2, se muestran los resultados de la evaluacion de la metalo-
carbapenemasa y la deteccion del gen cfiA descripto para B. fragilis. En 23
aislamientos se observo una CIM 24 ug/ml para los carbapenemes, sien-
do el ertapenem el carbapenem menos activo. El gen cfiA que codifica la
metalo-f3-lactamasa se detect6 en 8 aislamientos de B. fragilis, tres de ellos
presentaron alta resistencia a los tres carbapenemes, la cual revirtié por el
agregado de EDTA (disminucién de la CIM de imipenem = 3 titulos). En los 5
restantes con sensibilidad disminuida a ertapenem y doripenem, la inhibicién
con EDTA s6lo se observo en 3 de ellos. No se detectd la presencia de cfiA en

Tabla 2. Caracterizacion de la metalo-carbapenemasa en aislamientos con CIM 24 ug/ml
a ertapenem

CIM (pg/ml) Inhibicién

Centro Especie ERT " \MI*EDTA DOR EDTA Gen cfiA
2. B. fragilis >64 >64 <0,015 >64 + PO
1 B. fragilis >64 32 0,125 >645 + PO
1 B. fragilis 32 32 0,06 32 + PO
1 B. fragilis 8 4 <0,015 4 + NG
3 B. fragilis 8 0,5 0,125 4 - PO
1 B. fragilis 4 2 <0,015 2 + NG
1 B. fragilis 4 1 0,125 4 + PO
1 B. fragilis 4 1 0,125 4 + PO
2 B. fragilis 4 0,5 0,125 4 - PO
1 B. fragilis 4 0,5 0,125 1 - NG
2 B. fragilis 4 0,5 0,125 1 - NG
5 B. fragilis 4 0,25 0,03 8 + PO
6 B. fragilis 4 0,06 <0,015 4 - NG
8 B. fragilis 4 0,25 0,03 2 + NG
1 B. caccae 8 2 0,125 8 + NG
4 B. caccae 4 0,5 0,125 1 - NG
3 B. caccae 4 0,5 <0,015 0,5 + NG
3 B. thetaiotaomicron/ovatus >64 16 8 64 - NG
4 B. thetaiotaomicron/ovatus 32 4 05 16 + NG
1 B. thetaiotaomicron/ovatus 8 2 0,5 4 - NG
1 B. thetaiotaomicron/ovatus 8 1 <0,015 4 + NG
7 B. thetaiotaomicron/ovatus 4 0,5 <0,015 1 + NG
1 B, stercoris 16 4 <0,015 4 + NG

ERT: ertapenem, IMI: imipenem, DOR: doripenem, PO: positivo, NG; negativo.
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otras especies del grupo B. fragilis, inclusive en el aislamiento de B. thetaio-
taomicronlovatus resistente a los tres carbapenemes en el cual tampoco se
observd la inhibicién con EDTA. Se probaron como controles 22 aislamientos
sensibles a los carbapenemes (CIM £ 2 ug/ml), los cuales fueron negativos
para la deteccion de cfiA.

Se evaluo la distribucion de los aislamientos segun el sitio de origen de
la muestra. El 66% de los aislamientos correspondieron a foco abdominal, el
16% a piel y partes blandas, el 9% al tracto genitourinario y otros focos fueron
el 9%. De 337/363 aislamientos de los cuales se consigno el tipo de muestra,
el 12% correspondieron a hemocultivos, de los cuales en el 71% se aislo6 B.
fragilis y en el 29% restante otras especies del grupo. Los aislamientos que
presentaron resistencia absoluta a los carbapenemes correspondieron, dos
a abdomen (un aislamiento de hemocultivo), uno a hueso y uno a liquido peri-
cardico. La menor actividad de moxifloxina se observo en los aislamientos de
piel y partes blandas, 79% para B. fragilis y 81% para las otras especies del
grupo B. fragilis.

30,0
25,0
20,0
15,0
10,0 -
5,0 -
0,0 -

Porcentaje

o A O S R - N U A ) 2
/09 M Q,‘Q RO R A SN
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* Indica el punto de corte de sensibilidad

Fig. 1- Distribucién de las CIM de moxifloxacina de los 363 aislamientos
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DISCUSION

El grupo B. fragilis ha mostrado variabilidad en los patrones de resis-
tencia a lo largo de los afos, tanto en relevamientos nacionales como en la
literatura internacional. De ellos se deduce que hay variaciones entre las dife-
rentes regiones geograficas, lo que demuestra la necesidad de realizacion de
los estudios de vigilancia locales y periddicos (7, 8, 11, 14, 27).

En comparacién con estudios anteriores llevados a cabo por esta Sub-
comision de Bacterias Anaerobias (SBA), obervamos que ampicilina/sulbac-
tama, un antibidtico recomendado para el tratamiento de las infecciones por
anaerobios, mostré una estabilizacion en los porcentajes de resistencia, con
respecto al ultimo relevamiento realizado en nuestro pais, con un 97% de
sensibilidad para B. fragilis y un promedio de 85% (dato no mostrado) de sen-
sibilidad para otros Bacteroides del grupo B. fragilis, con respecto al 90,4%
y al 82,4%, respectivamente, observado en el relevamiento realizado en el
periodo 1999-2002 (7, 15).

Los datos sobresalientes del presente estudio fueron la deteccion -por
primera vez- de aislamientos resistentes y con sensibilidad disminuida a los
carbapenemes (imipenem, ertapenem y doripenem) y de resistencia a pipe-
racilina-tazobactama. A pesar de ello, dichos antibiéticos continian siendo
los b-lactamicos mas activos frente a estos microorganismos. La emergencia
de este tipo de resistencia ha sido informada en relevamientos de otras areas
geograficas en la ultima década. Se ha observado, afortunadamente, que
la misma ha permanecido estable a través del tiempo con una prevalencia
similar a la observada en este estudio (2, 26, 28).

La produccion de una MBL del grupo 3 de Karen Bush (5) codificada
por el gen cfiA ha sido descripta como la responsable de la resistencia a
estos antibidticos en B. fragilis (1, 22, 24). No se encuentran datos sobre
la deteccion de esta enzima en otras especies del grupo. En este trabajo
investigamos la presencia de MBL mediante dos ensayos, la prueba de
inhibicidon con EDTA utilizando como sustrato el imipenem y la deteccion
del gen de cfiA.

El analisis de la deteccion fenotipica empleando EDTA mostro resulta-
dos no concluyentes y no se pudo correlacionar en todos los casos con la
produccion MBL. El ertapenem fue el mejor sustrato para esta enzima y pro-
bablemente su utilizacidn para el ensayo fenotipico podria ser mas sensible
y especifico que la utilizacion de imipenem, como ya fue documentado con
meropenem antibiético no probado en este estudio (4).



Fundacién Alberto J. Roemmers 131

La deteccidén del gen codificante de la MBL no siempre correlaciona
altos valores de CIM para los carbapenemes. El gen puede ser silente o ser
expresado y esto depende de promotores que regulan su transcripcién. Se
ha demostrado que la mutacion responsable de los altos niveles de resis-
tencia resulta de la insercion de elementos de insercion (IS) que proveen un
promotor eficiente inmediatamente upstream del gen cfiA (13, 21, 23). En este
trabajo se detectd el gen codificante pero no se estudio su regulacion. Si bien
no se analizo la totalidad de los aislamientos, en las 22 cepas con CIM < 2ug/
ml utilizadas como controles, el gen no se detectd, sugiriendo una frecuencia
de portacion similar a lo observado en la bibliografia (1,9 a 4%) (32).

En este estudio la sensibilidad global a moxifloxacina fue del 91%. Se
detectd resistencia variable, segun la especie, con un rango de 6,7% para B.
caccae a 15% para B. vulgatus y para “otros” Bacteroides del grupo B. fragilis.
Nuestros resultados no concuerdan con los altos niveles de resistencia infor-
mados por otros autores. Snydman et al. y Betriu et al. informan porcentajes
totales de resistencia absoluta de un 34,5% y 13,9%, respectivamente. Snyd-
man et al. refieren rangos de resistencia segun la especie de 27,4% a 54,7%
para B. fragilis y B. vulgatus, respectivamente y de 9% a 25% para B. fragilis
y B. uniformis en el trabajo espafiol, en el que observan ademas, un aumento
de 8 veces en la CIM®%0 en 10 afios de vigilancia (2, 28). Moxifloxacina, es un
antibiético utilizado para el tratamiento de las infecciones abdominales, si
bien en el presente estudio se observa buena actividad, consideramos que
debe seguir siendo monitoreado, debido a que observamos un corrimiento de
las CIM hacia los valores de resistencia como lo han informado otros autores
(9, 19, 20).

La clindamicina y la cefoxitina presentaron valores de resistencia inacep-
tablemente altos como para ser utilizados en forma empirica frente a este
grupo bacteriano, como ya fue observado en estudios previos en nuestro
pais y en la literatura internacional (2, 7, 31). La clindamicina, con respecto al
relevamiento anterior, disminuy6 la actividad frente a B. fragilis de 83,9% a
74,7% y en las otras especies del grupo B. fragilis se observé una baja acti-
vidad, similar al periodo anterior (55,9% vs. 52,1%). Con respecto a la cefoxi-
tina, las tasas de sensibilidad fueron similares al estudio anterior y, como era
esperable, fue menos activa frente a las otras especies del grupo B. fragilis
(sensibilidad global 60%, dato no mostrado).

Dentro de los antibidticos no b-lactamicos, el metronidazol y la tigeciclina
son los que mostraron mejor actividad. Estos datos son coincidentes con lo
observado en la literatura; sin embargo, para tigeciclina en nuestro estudio el
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rango de CIM®° (0,125 a 1 mg/ml) es menor al observado por otros autores (4
a 8 mg/ml) (3, 10).

Es importante destacar que el metronidazol, un antibiotico tradicional-
mente utilizado para el tratamiento de infecciones por anaerobios, continda
mostrando una excelente actividad frente a estas bacterias en nuestro medio.
No se observo resistencia a diferencia de lo que ocurre en Europa y con
menor frecuencia en Estados Unidos (14, 17, 25, 27).

En este relevamiento se observa que hay variaciones de la resistencia
con respecto a estudios anteriores, algunos antibiéticos como la clindami-
cina ha disminuido su actividad y otros, como la ampicilina/sulbactama y el
metronidazol permanecen estables y activos. Nuevos antibiéticos como la
tigeciclina y la moxifloxacina, actualmente con buena actividad frente a este
grupo requieren vigilancia de acuerdo a lo expuesto.

El notable hallazgo de este estudio fue la emergencia de resistencia a
los carbapenemes y a la piperacilina/tazobactama. Quedan por evaluar los
mecanismos de regulacion de la expresion del gen cfiA, asi como la probable
presencia de mecanismos concomitantes y los mecanismos que median la
resistencia en otras especies diferentes a B. fragilis.

Los cambios observados en los patrones de sensibilidad en el grupo
B. fragilis en Argentina, determina la necesidad de continuar con el monito-
reo periddico de la sensibilidad a los antibiéticos en este grupo para guiar la
seleccion de la terapia empirica apropiada.

Otros participantes de la vigilancia:

M Bottiglieri, Clinica Reina Fabiola, Cérdoba; M Rocchi, Hospital Nacio-
nal de Clinicas, Coérdoba; IA Marqués, Hospital “Dr. J C Perrando”, Resisten-
cia, Chaco; M Machain (Junin, Bs As); MC Mauro, Clinica Regional Privada,
San Genaro, Santa Fe; MR Nunez , Hospital Provincial de Neuquén, Neu-
quén; D. Ballester Hospital “Dr. P. Pifiero”, CABA.

SUMMARY

In the past two decades the rates of antimicrobial resistance has
increased in anaerobic bacteria. Bacteroides fragilis group is the one that
shows the most important variations in resistance rates to the antibiotics,
including those with high activity, like carbapenems and metronidazole. The
aim of this study was to determine the susceptibility pattern of B. fragilis group
to ten antimicrobial agents with known activity against anaerobes.
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A total of 363 non-duplicate clinical isolates of the B. fragilis group col-
lected from 2006 to 2009 at 17 centers of Argentina were included. Bacte-
roides fragilis (198), Bacteroides thetaiotaomicron/ovatus (69), Bacteroides
caccae (30), Bacteroides vulgatus (27), and “other” B. fragilis group species
(39). The following antibiotics were tested: ampicillin-sulbactam (AMS), piper-
acillin-tazobactam (PTZ), cefoxitin (FOX), ertapenem (ETP), imipenem (IMI),
doripenem (DOR), clindamycin (CLI), metronidazole (MTZ), moxifloxacin
(MXF), and tigecycline (TIG). Minimal inhibitory concentrations (MICs) were
determined according to the reference agar dilution method described by the
CLSI (M11 - A7, 2007). The presence of the cfiA metallo-R-lactamase gene
was accomplished by PCR. The inhibition of MBLs with EDTA was evaluated
comparing MICs for IMI respect IMI+EDTA (0.4 mM) in those strains that dis-
played MICERTA > 4 ug/ml. A reduction of the carbapenem/EDTA MIC by = 3
dilutions was considered a positive result.

The susceptibility rates were: PTZ 99%, AMS 92 %, FOX 72%, TIG 99%,
MXF 91%, and CLI 52%. While no MTZ resistance was found, 1%, 2% and 4%
of B. fragilis group strains were resistant to IMl, DOR and ETP, respectively
(with B. fragilis 1.5%, 2.5% and 4%, and the other species of B. fragilis group
0.6%, 2%, 4.8% for IMI, DOR and ETP, respectively), constituting the first
carbapenem resistant isolates detected in Argentina. In 8/23 isolates that dis-
played reduced susceptibility to ERT (MIC=4 ug/ml) the cfiA gene was pres-
ent; all of them belonging to B. fragilis sensu stricto. Three out of eight cfiA
positive isolates were full resistant to carbapenems while 4/8 isolates showed
low level resistance (MICs, 4-8 ug/ml). The EDTA inhibition was a good pre-
dictor of the presence of MBL in the full resistant B. fragilis strains, but showed
discrepant results with reduced susceptibilitity strains.

In general, B. fragilis was more susceptible to antimicrobials than were
other Bacteroides species. On the other hand, B. vulgatus was more resistant
to ampicillin-sulbactam and piperacillin-tazobactam, and B. thetaoiotaomi-
cron/ovatus were more resistant to carbapenems than were other Bacteroi-
des fragilis group species. B. vulgatus and the “other” Bacteroides group spe-
cies were more resistant to moxifloxacina, 14.8% and 15.4%, respectively.

In this report we alert about the emergence of Bacteroides fragilis group
strains resistant to PTZ and to carbapenems. In our country, the changing
susceptibility profile of B. fragilis group strains emphasizes the need to moni-
tor the antibiotic susceptibility patterns of B. fragilis group organisms in order
to guide the selection of appropriate antimicrobial therapy.
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Anaerobic Group

M Bottiglieri, Clinica Reina Fabiola, Cérdoba; M Rocchi, Hospital Nacio-
nal de Clinicas, Cordoba; IA Marqués, Hospital “Dr. J C Perrando”, Resisten-
cia, Chaco; M Machain (Junin, Bs As); MC Mauro, Clinica Regional Privada,
San Genaro, Santa Fe; MR Nufiez , Hospital Provincial de Neuquén, Neu-
quén; D. Ballester Hospital “Dr. P. Pifiero”, CABA.
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EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL Y
ALTERACIONES EN LA SECRECION SALIVAL EN RESPUESTA
AL CONSUMO DE ALCOHOL Y AL TRATAMIENTO CON
CANNABINOIDES

Dr. Javier Fernandez Solari

SINTESIS DEL INFORME

La periodontitis es una enfermedad infecciosa progresiva que involucra
la pérdida del hueso alrededor del diente y que generalmente se desarrolla
a partir de una gingivitis preexistente. Se ha descrito que la secrecion salival
esta disminuida en pacientes con periodontitis. A su vez, tanto la hiposialia
como la xerostomia predisponen a la aparicion de un terreno favorable para
el desarrollo de lesiones que afectan los tejidos duros y blandos de la cavidad
oral y la progresiva pérdida de piezas dentarias. En condiciones de secre-
cion salival deficiente se promueve la acumulacion de biofilm de placa y se
incrementan los riesgos de inflamacién gingival y de periodontitis. Esto es
I6gico dado que la saliva constituye la primera barrera inmunoldgica para la
proteccion de la cavidad oral y de las piezas dentarias.

La hipofuncion de las glandulas salivales también se observa en res-
puesta al consumo de alcohol. En estudios preliminares, observamos que
el etanol administrado en forma crénica provoca una disminucion en el volu-
men de saliva secretado por la glandula submaxilar (GSM). Por lo tanto, el
primer objetivo de este proyecto fue estudiar como se ve afectada la funcién
secretora de la GSM y como evoluciona la enfermedad periodontal en ratas
expuestas cronicamente a alcohol etilico.

Por otro lado, dado que los receptores de cannabinoides se encuentran
expresados en distintos tipos celulares tanto a nivel gingival como de la GSM,
y dadas sus conocidas acciones antiiflamatorias en otros tejidos, el segundo
objetivo del proyecto fue estudiar la participacion del sistema endocannabi-
noide en tejidos orales expuestos a condiciones inflamatorias.

Para el desarrollo de este proyecto de investigacion se utilizaron ratas
Wistar macho adultas (300-350 g). En la primera etapa del proyecto traba-

[139]
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jamos con 4 grupos experimentales: Ratas control, ratas sometidas a perio-
dontitis experimental (PE) traumatica, ratas con administracion repetitiva de
etanol (ER) y ratas sometidas a PE traumatica y ER.

Para la induccion de PE traumatica a ratas anestesiadas se les realizé una
ligadura con un hilo de algodén alrededor del cuello de los primeros molares
inferiores que permanecio durante 7 dias. Para estudiar el efecto de la alcoho-
lizacion repetitiva sobre la secrecion salival y sobre la evolucion de la enfer-
medad periodontal, las ratas recibieron 2 mg/Kg de etanol via intragastrica,
2 veces al dia desde 5 dias antes de colocar el hilo alrededor de los primeros
molares inferiores, hasta el final de la experiencia (7 dias después de la colo-
cacion del hilo). Luego de los tratamientos, en todos los grupos se estudié la
secrecion salival inducida por el agonista colinérgico metacolina inyectado via
femoral y se evalud la pérdida 6sea a nivel de los primeros molares inferiores
mediante técnicas morfométricas. Como parametros inflamatorios en la encia
y en las GSM se midieron el contenido de prostaglandina E (PGE); la actividad
de la enzima oxido nitrico sintasa inducible (NOSI) y la cuantificacion del RNA
mensajero de las distintas isoformas de NOS y de IL-18.

En una segunda etapa del proyecto, estudiamos la participacion del sis-
tema endocannabinoide en los procesos infecciosos e inflamatorios que se
desarrollan en el tejido gingival. Con tal fin, desarrollamos un modelo de infla-
macion in vitro donde extractos de encia, obtenidas del primer molar inferior
de las ratas son incubados en un buffer Krebs Ringer (a 37° centigrados en
un bafio termostatico durante 90 min) con LPS (10 pg/ml) e interferén gamma
(INF, 100 ng/ml). Adicionalmente, pusimos a punto un modelo de periodontitis
infecciosa cronica inducida por LPS sobre el cual comenzamos a estudiar la
evolucion de la enfermedad con el tratamiento diario con el agonista sintético
de receptores de cannabinoides, la meta-anandamida.

Las ratas sometidas a la administracién repetitiva de etanol (2 mg/Kg)
por via intragastrica mostraron claros indices de inflamacion tal como lo
demuestra el incremento en la mayoria de parametros inflamatorios medidos
por las distintas técnicas utilizadas. Adicionalmente, la administracion repe-
titiva de etanol mostré efectos aditivos sobre algunos parametros gingivales
incrementados por periodontitis bilateral, como por ejemplo la expresion del
RNA mensajero de NOSi (medida por RT-PCR semicuantitativa), e incluso
potencio algunos otros, como por ejemplo la expresion del RNAm de IL-13
(medida por Real time PCR). Estos resultados apoyan la hipdtesis de que
el consumo repetido de alcohol incrementa parametros inflamatorios en la
encia que podrian agravar el dafio periodontal y/o favorecer la aparicion de
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la enfermedad. Sin embargo, la administracidn repetitiva de etanol durante
12 dias no evidencié cambios en la pérdida 6sea basal ni en la inducida por
periodontitis traumatica bilateral, medidas por estudios morfométricos. Estos
resultados analizados conjuntamente dan la pauta de que, probablemente,
se requiera mas tiempo para evidenciar deterioro 6seo en respuesta al con-
sumo de etanol, ya que la mayoria de los mediadores de periodontitis se
encontraron incrementados en el tiempo estudiado.

Los resultados de los estudios in vitro con encias y GSM confirman la
presencia y accion bioldgica de los receptores de cannabinoides en ambos
tejidos. Su presencia a nivel de la GSM parece tener una accion dual, por
un lado ejerciendo efectos antiinflamatorios, tal como lo revelan los efectos
atenuadores de TNFa incrementados por LPS e interferon gamma, y por otro
participando como mediadores de los efectos inhibitorios de la secrecion sali-
val ejercida por LPS y TNFa (estudiados in vivo). La presencia de los recepto-
res de cannabinoides en el tejido gingival, demostrada por estudios inmuno-
histoquimicos realizados por otros autores, también fue confirmada mediante
nuestros estudios tanto in vivo como in vitro. Por un lado, la activacion de
receptores de cannabinoides atenué los incrementos de PGE y TNFa incre-
mentados por LPS e interferon gamma, tal como lo demuestran los ensayos
in vitro. Adicionalmente, la topicacion diaria de meta- anandamida atenud la
perdida 6sea inducida por inyecciones crénicas de LPS.

En resumen, los resultados del presente trabajo permiten concluir; por
un lado que el consumo repetitivo de alcohol genera un estado de inflamacion
cronica que genera un dano potencial de la salud periodontal; y por otro que
los receptores de cannabinoides, dadas sus acciones antiinflamatorias en los
tejidos orales, constituyen un blanco terapéutico interesante para combatir
distintas patologias bucales, incluyendo la enfermedad periodontal.

INTRODUCCION

La periodontitis es una enfermedad infecciosa progresiva que involucra
la pérdida del hueso alrededor del diente y que generalmente se desarrolla a
partir de una gingivitis preexistente (1). Se ha descrito que la secrecion salival
esta disminuida en pacientes con periodontitis. A su vez, tanto la hiposialia
como la xerostomia predisponen a la aparicion de un terreno favorable para
el desarrollo de lesiones que afectan los tejidos duros y blandos de la cavidad
oral y la progresiva pérdida de piezas dentarias. En condiciones de secre-
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cion salival deficiente se promueve la acumulacion de biofilm de placa y se
incrementan los riesgos de inflamacion gingival y de periodontitis. Esto es
I6gico dado que la saliva constituye la primera barrera inmunoldgica para la
proteccioén de la cavidad oral y de las piezas dentarias.

En experimentos preliminares en rata, demostramos que luego de indu-
cir experimentalmente periodontitis traumatica, a través de la ligadura de los
primeros molares inferiores durante 7 dias, la secrecién salival submaxilar
disminuye significativamente. Por otro lado, observamos que en ratas a las
que se les extrajo el complejo glandular submaxilar-sublingual (submandibu-
lectomia, Sx), la distancia entre el limite amelo-cementario (LAC) y la cresta
alveolar (CA) de los molares inferiores, se incrementd, tanto del lado lingual
(L) como vestibular (V). Estos resultados evidenciaron que en ausencia de
estas glandulas salivales se genera pérdida 6sea. A su vez, la distancia LAC-
CA fue mayor aun cuando las ratas fueron sometidas conjuntamente a Sxy a
periodontitis experimental traumatica, tanto del lado L como del V (2).

La hipofuncién de las glandulas salivales también se observa en respues-
ta al consumo de alcohol. En estudios preliminares, observamos que el etanol
administrado en forma crénica (durante 12 dias, via intragastrica) provoca una
disminucion en el volumen de saliva secretado por la glandula submaxilar (GSM).

Todos estos resultados dan la pauta de que la enfermedad periodontal
podria verse agravada debido al consumo de alcohol. Por lo tanto, el pri-
mer objetivo de este proyecto fue estudiar como se ve afectada la funcién
secretoria de la GSM y como evoluciona la enfermedad periodontal en ratas
expuestas repetitivamente a alcohol etilico.

Por otro lado, dado que los receptores de cannabinoides se encuentran
expresados en distintos tipos celulares tanto a nivel gingival como de la GSM
(3), y dadas sus conocidas acciones antiiflamatorias en otros tejidos (4), el
segundo objetivo del proyecto fue estudiar la participacion del sistema endo-
cannabinoide en tejidos orales expuestos a condiciones inflamatorias. Estos
estudios fueron desarrollados utilizando 2 modelos, uno in vitro y otro in vivo.

METODOLOGIA Y RESULTADOS

Para el desarrollo de este proyecto de investigacion se utilizaron ratas
Wistar macho adultas (300-350 g).

En la primera etapa del proyecto trabajamos con 4 grupos experimenta-
les: Ratas control, ratas sometidas a periodontitis experimental (PE) trauma-
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tica, ratas con administracion repetitiva de etanol (ER) y ratas sometidas a
PE traumatica y ER.

Para la induccion de PE traumatica a ratas anestesiadas se les reali-
z6 una ligadura con un hilo de algodoén alrededor del cuello de los primeros
molares inferiores que permanecio durante 7 dias. Para estudiar el efecto de
la alcoholizacion repetitiva sobre la secrecién salival y sobre la evolucion de
la enfermedad periodontal, las ratas recibieron 2 mg/Kg de etanol via intra-
gastrica, 2 veces al dia desde 5 dias antes de colocar el hilo alrededor de los
primeros molares inferiores, hasta el final de la experiencia (7 dias después
de la colocacion del hilo).

Para la construccion de las curvas dosis respuesta (CDR), en los estu-
dios de secrecion salival, las ratas fueron anestesiadas y los conductos de
las GSMs canulados para poder obtener la saliva, como describen Lomniczi
y col. (5). La secrecion salival se indujo con el agonista colinérgico metacolina
(MC, 1, 3y 10 pg/kg) inyectada a través de la vena femoral. La saliva fue reco-
lectada en papel de aluminio y pesada en balanza analitica. Los resultados
fueron expresados en mg de saliva. A partir de la evaluacion de la cantidad
de saliva secretada luego de cada inyeccion, se construyeron CDR de cada
animal. Cabe aclarar que los animales bajo anestesia no presentan secrecién
basal de saliva.

Luego de los tratamientos, en todos los grupos se evalué la pérdida 6sea
a nivel de los primeros molares inferiores mediante técnicas morfométricas.
Como parametros inflamatorios en la encia y en las GSM se midieron el conte-
nido de prostaglandina E (PGE) por radioinmunoanalisis (RIA); la actividad de
la enzima oxido nitrico sintasa inducible (NOSI); la cuantificacion de distintas
isoformas de NOS, e IL-13 se midieron por RT-PCR, para estudiar el grado de
induccioén de su produccion en las distintas condiciones experimentales.

En la primera etapa del proyecto centralizamos nuestro trabajo en el
estudio de los efectos de la administracion repetitiva de etanol (durante 12
dias) sobre la secrecion salival y la salud oral de ratas sanas o sometidas
a PEB traumatica (durante 7 dias). En primer lugar, desarrollamos un test
de coordinacién motora en el Rotarod para corroborar que la dosis de 2 g/
Kg de etanol era efectiva para alcoholizar a los animales. Como se observa
en la Figura 1, la administracion repetitiva de la dosis de etanol mencionada
provocé un incremento significativo en el nimero de caidas, durante los 5
minutos que duro6 el test, con respeto a las ratas que recibieron un volumen
equivalente de agua, ya sea con o sin PEB. Es decir, la dosis de 2 g/Kg de
etanol alter6 la coordinacion motora.
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Dado que se ha reportado que la ingesta cronica de etanol produce un
incremento sostenido de las hormonas del estrés tales como adrenalina y
conticosterona (cortisol en humanos) (6), nos propusimos medir los niveles
plasmaticos de corticosterana en las ratas sometidas a las 4 condiciones
experimentales en el dia 12. Tal como se muestra en la Figura 2, los niveles
plasmaticos de corticosterona se vieron incrementados significativamente
en las ratas sometidas a ER con respecto a las que recibieron agua. La PE
bilateral (PEB) no produjo cambios significativos en los niveles plasmaticos
de la hormona en las ratas que recibieron agua ni en las que recibieron ER.

Como se observa en la Tabla 1, la administracion repetitiva de etanol
(ER) provoco un fuerte efecto inhibitorio de la secrecion salival inducida por
metacolina (MC) para las tres dosis de MC utilizadas. La PEB también pro-
dujo un efecto inhibitorio de la secrecién salival, pero de menor magnitud,
mientras con la combinacion de ER y PEB, el efecto inhibitorio fue de menor
magnitud que en los tratamientos por separado.

Para evaluar como se modifican algunos parametros inflamatorios en la
GSMy en la encia, medimos la actividad de la enzima NOSi y el contenido de
PGE en ambos tejidos. Tanto ER como PEB incrementaron significativamen-
te la actividad de la NOSi en la GSM, sin embargo combinando ER y PEB no
se observo ningun efecto aditivo (Fig 3A). La PEB incrementdé significativa-
mente el contenido intraglandular de PGE, sin embargo, el ER no modifico ni
el contenido basal de PGE ni el estimulado por PEB (Fig 3B).

Tanto ER asi como PEB incrementaron significativamente la actividad
de la NOSi en la encia, sin embargo combinando ER y PEB no se observoé
ningun efecto aditivo (Fig 4A). La PEB incrementé significativamente el con-
tenido gingival de PGE, sin embargo, el ER no modificé significativamente ni
el contenido basal de PGE ni el estimulado por PE (Figura 4B).

Adicionalmente, demostramos que el ER no modifica significativamente el
contenido de PGE en el tejido gingival de ratas sometidas a PE unilateral (PEU,
figura 5), ya que no se observaron cambios en los niveles del eicosanoide en
repuesta a ER, ni en las encias contra-laterales a la ligadura, ni en la ispi-latera-
les con respecto a las ratas que recibieron agua. Estos resultados concuerdan
con lo informado anteriormente para PEB (figura 3B), donde el ER no produjo
cambios significativos en el contenido de PGE incrementado por PEB.

A continuacién estudiamos la pérdida ésea, a partir del un analisis mor-
fométrico, evaluada en base a la distancia entre el LAC y la CA de las 3 raices
linguales y vestiburales del primer molar inferior. Observamos que la PEB
incrementd significativamente la pérdida 6sea, tanto a nivel lingual como ves-
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tibular, sin embargo, el ER no altero la pérdida 6sea basal, asi como tampoco
la incrementada por PEB (Figura 6A). En el analisis de la PEU, demostramos
la presencia de una mayor pérdida 6sea en el hueso que contiene al molar
sometido a la ligadura (ipsilateral) con respecto al contra-lateral (Figura 6B).
Sin embargo, las diferencias parecen ser menos significativas que las exis-
tentes entre los animales sometidos a PEB y los controles. El etanol, al igual
que como fue observado en las ratas sometidas a PEB, no alter¢ significati-
vamente la perdida 6sea incrementada por PEU. Adicionalmente, las hemi-
mandibulas contra-laterales a la ligadura, en las ratas con PEU, mostraron
mayores niveles de pérdida ésea que las correspondientes a los animales
sin ligadura. Estos resultados sugieren la presencia de un efecto cruzado a
través del cual se podria incrementar la pérdida 6sea aun en el hueso de los
molares contra-laterales a la ligadura. Este efecto cruzado podria ser conse-
cuencia del propio proceso inflamatorio.

Si bien el etanol administrado repetitivamente no parece modificar ni la
pérdida 6sea basal nila incrementada luego de 7 dias de PEU o PEB, su efec-
to estimulatorio sobre la actividad de la enzima NOSi tanto en el tejido gingi-
val como en la glandula submaxilar, junto con sus efectos inhibitorios sobre
la secrecion salival, nos dan la pauta de que el ER estaria favoreciendo un
estado inflamatorio. Para confirmar esta hipotesis, estudiamos la expresion
del RNA mensajero de la citoquina pro-inflamatoria IL-1B y de las distintas
isoformas de NOS de ratas sometidas a las 4 condiciones experimentales
(agua, ER, PEB y ER-PEB).

En la figura 7 se muestran los resultados obtenidos por RT-PCR semi-
cuantitativa. En el panel inferior se observa, la corrida electroforética en gel
de agarosa de uno de los 3 geles revelados con transiluminador. En el panel
superior se representa en barras la densidad 6ptica (DO) de las bandas
correspondientes al RNAm de IL-1p, normalizadas en funcién de f-actina.
Los resultados muestran que la expresion relativa del RNAm de IL-1p se ve
incrementada en las encias luego de 7 dias de PE y que la ER ejerce un efec-
to aditivo sobre la expresion del mensajero.

En la figura 8 se muestran los resultados correspondientes a RT-PCR
cuantitativa (Real Time). Coincidiendo con los resultados de la RT-PCR semi-
cuantitativa, las encias provenientes de animales sometidos a PE durante 7
dias mostraron un incremento en la concentracion relativa del RNAm de IL-
1B, normalizado contra B-actina. La concentracion relativa del mensajero de
esta citoquina se vio potenciada en las encias provenientes de ratas someti-
das conjuntamente a PE y a la administracion repetitiva de etanol.
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Las encias provenientes de ratas que recibieron ER evidenciaron expre-
sion del RNA mensajero de la enzima NOS endotelial NOSe) medida por RT-
PCR, mientras que en las encias de ratas que recibieron agua, la expresion
no fue detectada (Figura 9). En las encias provenientes de ratas sometidas
a PEB durante 7 dias y a ER, se observo un incremento significativo en la
expresion del RNA mensajero de NOSe con respecto a las encias provenien-
tes de ratas sometidas a ER exclusivamente. Sin embargo no se observaron
diferencias significativas entre las encias de ratas sometidas con PEB con
respecto a las que adicionalmente fueron sometidas a ER. Con respecto a
la NOSI, los dos grupos de ratas sin PE, tanto las que recibieron agua como
las sometidas a ER, mostraron expresion del RNA mensajero, sin diferencias
significativas entre ambos grupos (Figura 10). Sin embargo, las ratas some-
tidas a PEB que recibieron agua mostraron un incremento significativo en la
expresion del mensajero de NOSi con respecto a las ratas sin PEB. Mas aun,
las encias provenientes de ratas con PEB y que recibieron ER mostraron
incrementos significativos en la expresion del RNAm de NOSi con respecto
a las encias de ratas sometidas a PEB exclusivamente, mostrando un claro
efecto aditivo entre los dos tratamientos sobre la variable en cuestion.

Estos resultados apoyan la hipdtesis de que el consumo repetido de
alcohol incrementa parametros inflamatorios en la encia que podrian agravar
el dafo periodontal y/o favorecer la aparicion de la enfermedad.

En una segunda etapa del proyecto, estudiamos la participacion del sis-
tema endocannabinoide en los procesos infecciosos e inflamatorios que se
desarrollan en el tejido gingival. A la fecha existen varias publicaciones que
avalan el papel modulador del sistema endocannabinoide en distintos pro-
ceso fisiopatoldgicos (4). Nosotros desarrollamos un modelo de inflamacion
in vitro donde extractos de encia, obtenidas del primer molar inferior de las
ratas son incubados en un buffer Krebs Ringer (a 37° centigrados en un bafio
termostatico durante 90 min) con LPS (10 pug/ml) e interferon gamma (INF,
100 ng/ml). Las prostaglandinas son eicosanoides derivados del acido ara-
quidonico, cuyos niveles se encuentran incrementados durante los procesos
inflamatorios. En la figura 11 puede observarse que la liberacion de prosta-
glandinas E (PGE) de encias incubadas durante 90 min (6 encias/grupo) fue
incrementada en presencia de LPS-INF, pero que la misma tiende a retornar
a los valores control cuando las encias son co-incubadas en presencia de
LPS-INF y de concentraciones crecientes del endocannabinoide anandami-
da (AEA) en el orden de 10-8 a 10-1© M. Cabe destacar que dado que la AEA
tiene una vida media corta, fue re-incorporada cada 30 min al medio de incu-
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bacion en la concentracion correspondiente a cada tratamiento. En la figura
12 puede observarse que al repetir el experimento con AEA 10-° M se obser-
vé una reversion significativa del incremento de la liberacién PGE incremen-
tado por LPS-INF. Adicionalmente, en este experimento observamos que el
URB597 (10-°M) un inhibidor de la degradacion de la AEA también produjo
un efecto inhibitorio sobre incremento de la liberacién de PGE provocado por
LPS-INF. Los niveles de PGE fueron medidos por radioinmunoanalisis (RIA).

A continuacion, estudiamos el efecto de un agonista sintético de receptores
de cannabinoides, la meta-anandamida (M-AEA, 10- M) que permite trabajar
a tiempos mas largos sin riesgos de que se degrade y del inhibidor de la degra-
dacion de AEA, el URB597 (10-° M) sobre la liberacion de la citoquina pro-infla-
matoria, el factor de necrosis tumoral, TNFa, producido en encias incubadas
durante 90 min en presencia del complejo LPS-INF. En la figura 13 puede obser-
varse que la liberacion del TNFa incrementada en respuesta a LPS-INF fue pre-
venida significativamente en presencia de M-AEA (10-°M). De forma similar, en
la figura 14 puede observarse que el inhibidor URB597 previno completamente
el efecto estimulatorio de LPS-INF sobre la liberacion de TNFa.

Dado que en trabajos previos demostramos la presencia de los recep-
tores para cannabinoides (CB1 y CB2) en la glandula submaxilar (GSM) de
la rata (3), estudiamos los efectos provocados in vitro por agonistas y anta-
gonistas de receptores de cannabinoides sobre el TNFa como parametro
inflamatorio incrementado por LPS-INF. El TNFa liberado por las GSM incu-
badas durante 90 min se incremento en presencia de LPS-INF, mientras que
la meta-anandamida (M-AEA, 10-M), un analogo estable del endocannabi-
noide AEA, inhibié el incremento inducido por LPS-INF (Figura 15). El anta-
gonista selectivo de receptores CB1, AM251 (10-5M), no modifico el efecto
inhibitorio de la M-AEA sobre la liberacion de TNFa incrementada por LPS-
INF. Sin embargo, el antagonista selectivo de receptores CB2, el AM630 (10-
5M), bloqued el efecto inhibitorio de la M-AEA sobre la liberacion de TNFa
incrementada por LPS-INF e incluso mostré una tendencia a incrementar el
estimulo provocado por LPS-INF en ausencia de M-AEA (Figura 16). Cuan-
do se utilizaron los dos antagonistas AM251 y AM630, simultaneamente, el
bloqueo del efecto inhibitorio de la M-AEA sobre la liberacion de TNFa incre-
mentada por LPS-INF fue completo (Figura 17). Estos resultados sugieren
que los endocannabinoides ejercen un efecto anti-inflamatorio en la GSM
que seria mediado principalmente a través de los receptores CB2.

Dado que el TNFa, media muchos de los efectos provocados por el LPS
en distintos tejidos, nos propusimos estudiar si el efecto inhibitorio del LPS
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inyectado via intraperitoneal (ip) sobre la secrecion salival es mediado por el
TNFa. Los estudios de secrecion salival mostraron que el efecto inhibitorio
del LPS (5mg/Kg/3 hs, ip) sobre la secrecion salival inducida por distintas
dosis del agonista colinérgico metacolina, fue revertido casi completamente
por la inyeccion intra-GSM de etanercept (800 ug/50ul), un secuestrador de
TNFa que lo inactiva evitando la interaccion con sus receptores (Figura 18).
Estos resultados demuestran que el TNFa media, al menos en parte, el efecto
inhibitorio del LPS sobre la secrecion salival.

A continuacién, estudiamos la participacion del sistema endocannabinoi-
de sobre el efecto inhibitorio del LPS sobre la secrecion salival inducida por
metacolina. Los resultados demostraron que bloqueando los receptores CB1
y CB2, con la inyeccion intraglandular de AM251 (15 pg/50ul, ig) y AM630
(15 pg/50ul, ig), respectivamente, el efecto inhibitorio del LPS fue bloqueado
casi completamente (Figura 19). Finalmente, dado que demostramos que el
TNFa, media al menos en parte, el efecto inhibitorio del LPS sobre la secre-
cion salival, estudiamos el efecto de la inyeccion intraglandular del TNFay de
los antagonistas de receptores de cannabinoides sobre la secrecién salival
inducida por distintas dosis de metacolina. Los resultados mostraron que el
TNFa (300 ng/50ul, ig) inhibid la secrecion salival inducida por metacolina
(Figura 20), y que la inyeccion previa de AM251 + AM630, bloqued com-
pletamente dicho efecto. Dado que el LPS (5mg/Kg/3 hs, ip) incrementa los
niveles de TNFa (Figura 21) asi como la sintesis de AEA (Figura 22) en la
GSM, podemos confirmar que el TNFa y el sistema endocanabinoide median
el efecto inhibitorio de la secrecion salival provocado por LPS y que ademas
el sistema endocannabinoide podria ser activado en respuesta al LPS para
ejercer efectos anti-inflamatorios en pos de recuperar la homeostasis.

En la ultima etapa del proyecto trabajamos en la puesta a punto de un
modelo de “Periodontitis Experimental inducida por LPS”, que es inyectado
en las encias adheridas a los primeros molares superiores e inferiores de la
rata, tanto del lado vestibular como oral. Las inyecciones de 20 ul de LPS
(1mg/ml) en las encias mencionadas fueron realizadas 3 veces por semana
(los dias lunes, miércoles y viernes) durante 1, 3 y 6 semanas. Finalizado el
tratamiento, el estado de salud periodontal fue evaluado en base a 2 para-
metros: 1) pérdida 6sea estimada en base a la distancia entre el LAC y la CA
de las raices mesial, media y distal, tanto vestibulares como orales, de los
primeros molares superiores e inferiores; 2) Contenido de prostaglandina E
en las encias adheridas de los primeros molares superiores e inferiores. Los
resultados obtenidos fueron los siguientes: Las ratas sometidas al tratamien-
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to con LPS durante 1 semana no mostraron pérdida 6sea alveolar significati-
va, evaluada en base a la distancia LAC-CA con respecto a las ratas control
(Fig 23A), sin embargo mostraron un incremento en el contenido de PGE
tanto en las encias del maxilar inferior como del superior, con respecto a las
encias de los controles (Fig 24A). Las ratas sometidas a 3 semanas de LPS
mostraron pérdida ésea alveolar significativa con respecto a los controles
(Fig 23B) que se hizo mas evidente aun en las ratas sometidas a 6 semanas
de tratamiento (Fig 23C). Sin embargo el contenido de gingival de PGE no
varié significativamente entre los grupos tratados con LPS y los controles, ni
a las 3 ni a las 6 semanas de LPS (Fig 24B y C). Estos resultados sugieren
que la PGE constituiria un mediador de la pérdida 6sea en las etapas iniciales
de la enfermedad periodontal, pero que en instancias mas avanzadas de la
enfermedad su produccién se normaliza, por lo cual entrarian en juego otros
mediadores que conducen a la pérdida 6sea.

Culminada la puesta a punto del modelo de “Periodontitis Experimental
inducida por LPS”, determinamos la actividad de la enzima NOSi en tejido
gingival extraido de ratas sometidas a 6 semanas de LPS o a su vehicu-
lo. La actividad de NOSi medida por radioconversion de de C'4—arginina a
C'4-citrulina y cantidades equimolares de oxido nitrico, fue significativamente
mayor en las ratas que recibieron las inyecciones de LPS durante 6 semanas
con respecto a las que recibieron su vehiculo (figura 25).

A continuacion, estudiamos el efecto de la topicacion diaria de las encias
que rodean los primeros molares con un agonista sintético no hidrolizable
de receptores de cannabinoides, la meta- Anandamida (M-AEA, 1 ng/20pl),
sobre la perdida 6sea inducida por inyecciones de LPS durante 6 semanas.

Las ratas topicadas con M-AEA diariamente mostraron una reversion
parcial de la pérdida 6sea inducida por LPS en practicamente todas las raices
de los molares superiores (figura 26A) e inferiores (figura 26B) estudiadas
tanto del lado palatino/lingual como del lado vestibular.

Estos resultados sugieren que la topicacion diaria con M-AEA (1 ng/20ul)
sobre la encias expuestas a LPS estaria atenuando la pérdida 6sea inducida
por la endotoxina. En este momento nos encontramos trabajando en el estu-
dio del los factores involucrados en este efecto atenuador de la periodontitis,
intentando dilucidar que mediadores de enfermedad periodontal son atenua-
dos durante el tratamiento con M-AEA.
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SUMMARY

Periodontitis is an infectious disease involving bone loss around the teeth
and normally developed from preexistent gingivitis.

The first aim of the project was to assess the effect of ethanol pro-
longed administration on the oral health of rats. Rats received ethanol or
water during 12 days by gastric gavage. In the fifth day, half of the rats
were subjected to experimental periodontitis during 7 days, and the oth-
ers were sham. Periodontitis significantly increased inducible nitric oxide
synthase (iNOS) mRNA expression and activity in the gingival tissue, while
ethanol administration increased iNOS activity and produced additive effect
on periodontitis- increased iINOS mRNA expression. Ethanol administra-
tion also potentiates the stimulatory effect of periodontitis on interleukin
(IL)-18 mMRNA expression. However, periodontitis but not ethanol admin-
istration increased prostaglandin E2 content and alveolar bone loss. Also,
rats exposed to ethanol or periodontitis showed diminution in methacholine
induced salivary secretion.

On the other hand, cannabinoid receptors are present in SMG and gin-
gival tissue. Since their anti-inflammatory properties are known, the second
objective was to study the participation of the endocannabinoid system in
oral tissues exposed to inflammatory conditions. In vitro studies showed
that endocannabinoid agonists attenuate inflammatory parameters, such as
TNFa and PGE, increased by LPS and interferon gamma in SMG and gingival
tissue incubated in thermostatic bath during 90 min at 37° C. Additionally, a
daily treatment with the synthetic cannabinoid meta-anandamide prevent par-
tially the bone loss induced by chronic injections of LPS in a infectious model
of periodontitis.

In summary, the present results suggest that ethanol consumption rep-
resent a risk factor for periodontal disease since increase the expression of
inflammatory parameters in healthy individuals and enhance the inflammation
taking place during the iliness; and on the other hand that the endocannabi-
noid system represent an interesting therapeutic target against oral patholo-
gies such as periodontitis.
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COLONIZACION Y SEPSIS POR LEVADURAS EN NEONATOS
EN UNIDADES DE CUIDADOS INTENSIVOS

Giusiano Gustavo; Rojas, Florencia
Departamento Micologia. Instituto de Medicina Regional. Universidad Nacional del
Nordeste. Av. Las Heras 727. (3500) Resistencia, Chaco. Argentina.

INTRODUCCION

Los importantes avances de la medicina moderna y los procedimientos
invasivos han conducido a un aumento de la supervivencia de neonatos en
unidades de cuidados intensivos neonatales (UCIN). Esta situacion ha permi-
tido un notable incremento en la frecuencia de infecciones fungicas sistémi-
cas y la gravedad de las mismas, causadas no solo por agentes conocidos,
sino también por microorganismos hasta hace poco tiempo no considerados
como patégenos (1,2).

Estudios sobre infecciones nosocomiales en los Estados Unidos mues-
tran que durante los ultimos afios los hongos se posicionaron como el quinto
patégeno intrahospitalario y en el cuarto lugar entre los microorganismos que
causan infecciones del torrente sanguineo (1,3,4,5).

Las infecciones mas frecuentes en los recién nacidos pre-término son
las micosis sistémicas. El diagnostico de las infecciones fungicas invasoras
en estos pacientes comienza con la valoracion del riesgo y entre los princi-
pales factores identificados se encuentran la prematurez, el bajo peso, las
internaciones prolongadas, la antibiético y corticoterapia, la intubacién endo-
traqueal, la nutricion parenteral, el uso de catéteres centrales, las malforma-
ciones congénitas y las cirugias abdominales (2,6,7).

La via enddgena, a partir de la microbiota colonizante, es un importante
mecanismo de trasmision de levaduras. La colonizacion por las especies de
Candida esta considerada como uno de los factores de riesgo mas importantes
para el desarrollo de candidemias (2,6,8). La candidiasis invasora ocurre en el
6,9% de los neonatos colonizados y solo en el 0,76% de los no colonizados (3).

[165]



166 Anales 2008-2010

Las levaduras que se encuentran en el canal de parto constituyen la princi-
pal via de transmision exdgena (transmision vertical). Otra via exdgena son las
manos del personal sanitario, las soluciones para nutricion parenteral, las for-
mulas nutritivas y los artefactos biomédicos (transmision horizontal) (6,8,9,10).

En los ultimos afios se han informado importantes cambios en la epi-
demiologia de las candidiasis. En general, se revela una disminucion de las
candidemias por Candida albicans (C. albicans) y un incremento de las infec-
ciones producidas por especies no albicans y otros géneros de levaduras, asi
como la emergencia de resistencia al fluconazol y, en menor medida, a otros
antifungicos (1-6,9-12).

En pacientes pediatricos, C. albicans es la especie mas frecuentemen-
te aislada y C. parapsilosis es el patdgeno emergente que se encuentra en
segundo lugar entre los responsables de candidemias (1,2,4,5,10,11). En
menor proporcion se aislan otras especies como C. fropicalis, C. glabrata,
C. guilliermondii, C. famata, C. krusei, C kefyry C. lusitaniae. Por otro lado,
se informa la emergencia de otros géneros de levaduras, entre los de mayor
importancia, Cryptococcus, Trichosporon, Malassezia, Rhodotorula y Sac-
charomyces (1,2,5,9-12).

El reconocimiento de las especies de Candida como patdgenos predo-
minantes en las UCIN, el uso indiscriminado de las drogas antifungicas y la
emergencia de géneros y especies poco conocidos, muestran la necesidad
de conocer los microorganismos involucrados en estas infecciones y su sen-
sibilidad frente a los antimicéticos de uso clinico, con el fin de poder estable-
cer medidas preventivas y terapéuticas efectivas.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar la epidemiologia de las sepsis
por hongos levaduriformes, de la colonizaciéon como factor predisponente y
estudiar los perfiles de sensibilidad a drogas antifungicas de uso convencio-
nal de esas levaduras, en neonatos en ICIN.

MATERIALES Y METODOS

Durante el periodo de Octubre 2008 a Octubre 2010 se realiz6 un estudio
multicéntrico, transversal, prospectivo en el que participaron salas de neona-
tologia de la ciudad de Resistencia (Provincia del Chaco).

Muestras de sangre, orina y materia fecal de neonatos con signos y sin-
tomas de sepsis, fueron recolectadas, antes de la terapia antifungica y proce-
sadas en sus respectivos laboratorios.
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Las muestras de sangre fueron recolectadas por puncion venosa perifé-
rica y estudiadas por lisis centrifugacion (13). Las muestras de orina fueron
obtenidas por puncion suprapubica y las de matera fecal por hisopado rectal.

Todos los hongos levaduriformes desarrollados fueron enviados al Ins-
tituto de Medicina Regional de la Universidad Nacional del Nordeste para su
identificacion y realizacién de pruebas de sensibilidad antifungica.

Las cepas fueron identificadas por sus caracteristicas bioquimicas, fisio-
I6gicas y morfoldgicas segun la metodologia de Kreejer van—Rij (14) y el sis-
tema comercial API ID 32-C.

Para las pruebas de sensibilidad antifingica “in-vitro” se empled el méto-
do de difusién en placa con sensidiscos Neosensitabs (Rosco®) y se ensayo
la actividad de anfotericina B (AMB), ketoconazol (KTZ), itraconazol (ITZ),
fluconazol (FCZ) y voriconazol (VCZ). Se interpreté como cepa Sensible (S),
Resistente (R) o Intermedia (l) segun la lectura de los halos y los puntos de
corte establecidos por el fabricante.

RESULTADOS

Se recibieron 59 cultivos levaduriformes provenientes de 5 hemoculti-
vos, 27 muestras de orina y 27 hisopados rectales.

De los 59 cultivos, se estudiaron 61 cepas, debido a que se encontraron
2 asociaciones, C. albicans 'y C. glabrata en un urocultivo y C. guilliermondii
y C. albicans en un coprocultivo. En la Tabla 1 se presenta la distribucion de
las especies aisladas de las diferentes muestras.

Tabla 1: Especies aisladas en las diferentes muestras estudiadas

Especies Sangre Orina Hisopado rectal Total
C. albicans 1(20%) 16 (57.1%) 16(57.1%) 33 (54.1%)
C. parapsilosis 2 (40%) 6 (21.4%) 8 (28.6%) 16 (26.2%)
C. tropicalis 0 3(10.7%) 1(3.7%) 4 (6.6%)
C. glabrata 0 2 (71%) 2 (71%) 4 (6.6%)
C. guilliermondii 0 1(3.7%) 1(3.7%) 2 (3.3%)
C. famata 1(20%) 0 0 1(1.6%)
T. asahii 1(20%) 0 0 1(1.6%)
Total 5(100%) 28 (100%) 28 (100%) 61(100%)

C.: Candida, T.: Trichosporon
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De acuerdo con los puntos de corte empleados, todas las cepas fueron
sensibles a FCZ, VCZ y AMB. La Tabla 2 muestra los valores obtenidos en
las pruebas de sensibilidad de las 61 cepas estudiadas frente al KTZ y al ITZ.

La misma cepa de C. guilliermondii que resulté con sensibilidad inter-
media al KTZ fue resistente al ITZ. La misma cepa de C. parapsilosis que
presentod sensibilidad intermedia KTZ, también la presenté al ITZ.

Tabla 2. Valores obtenidos en la pruebas de sensibilidad al ketoconazol e itraconazol

ketoconazol itraconazol

n S | R S | R
C. albicans 33| 33(100%) 0 0| 33(100%) 0 0
C. tropicalis 4 4 (100 %) 0 0 4 (100 %) 0 0
C. parapsilosis 16| 15(93.7%) | 1(6.3%) 0| 15(93.7%) | 1(6.3%) 0
C. famata 1 0| 1(100%) 0 0 0| 1(100%)
C. guilliermondii 2 1(50%) | 1(50%) 0 1(50%) 0| 1(50%)
C. glabrata 4 0| 3(75%)| 1(25%) 4 (100%) 0 0
T. asahii 1 1(100%) 0 0 1(100%) 0 0

61| 54(88.5%)| 6(9.8%)| 1(1.6%)| 60 (98.4%) 0| 1(1.6%)

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

A pesar de que el numero de hemocultivos positivos procesados es
escaso, es importante destacar que el 80% de las especies encontradas
corresponde a levaduras diferentes de C. albicans. Esto coincide con otros
estudios publicados donde es también mayor el porcentaje de levaduras ais-
ladas de hemocultivos, distintas de C. albicans (1,3,5,11).

En dos de las cinco muestras de sangre, se aislo C. parapsilosis. Este
patdégeno oportunista ha sido reconocido como uno de los responsables mas
frecuentes de infeccidn fungica en neonatos. Su presencia es considerada
una consecuencia de la transmision horizontal por la interaccion directa entre
el personal de salud y el paciente hospitalizado (6,9,10,15-17).

Es relevante el aislamiento de C. famatay Trichosporon asahii (T. asabhii)
como agentes de sepsis. Estas especies incluidas dentro de las anteriormen-
te consideradas inocuas o infrecuentemente relacionadas a infecciones, han
sido informadas dentro de los preocupantes patdégenos emergentes (1,11,18).
Las infecciones causadas por Trichosporon spp. estan asociadas con un
amplio espectro de enfermedades que van, desde infecciones superficiales
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en pacientes inmunocompetentes, hasta enfermedades sistémicas severas
en inmunocomprometidos. T. asahii ha sido aislado en infecciones disemi-
nadas en las UCIN ya que entre los factores de riesgo mas importantes para
desarrollar enfermedad invasora por este agente se encuentran, los recién
nacidos pre-término de bajo peso, la antibidticoterapia de amplio espectro, la
nutricion parenteral y la cateterizacion prolongada. La mortalidad asociada
con la diseminacion de T. asahii ha sido informada con valores del 60 al 80%
(10,19,20). Por otro lado, la AMB ha demostrado tener poca actividad in vitro
contra especies de Trichosporon y también se ha detectado resistencia a
determinados agentes azdlicos (9,19,20,21). Hay que considerar que tanto
FCZ como AMB son las escasas drogas de eleccioén para la terapia de neo-
natos en la actualidad (22). En nuestro caso T. asahii resulto sensible a estas
drogas.

Todo recién nacido debe considerarse como un individuo inmunodefi-
ciente funcional, ya que su sistema inmunolégico es inmaduro en el momento
del nacimiento (10). La colonizacion del tracto gastrointestinal de los neo-
natos hospitalizados es frecuente, lo que tiene relacion directa con el desa-
rrollo de infecciones diseminadas, con el consiguiente riesgo de mortalidad
(6,9,10,15). En este trabajo C. albicansy C. parapsilosis, fueron las especies
encontradas con mayor frecuencia como agentes colonizadores en muestras
de orina y materia fecal. C. albicans es un componente habitual de la micro-
biota cutanea y del tracto gastrointestinal y genital. La mortalidad cruda de
la candidemia asociada a esta especie es del 29% en nifios (5). Su virulen-
cia se debe a que puede desarrollar diversos factores como la adherencia a
células epiteliales y endoteliales enzimas hidroliticas, formacion de hifas y
pseudomicelio, cambio fenotipico, entre otros (9,10). C. parapsilosis es con-
siderada un importante patégeno nosocomial y el principal responsable de
funguemias en neonatos de UCIN (10,11). En este estudio ocup6 el segundo
lugar en frecuencia como colonizador. El origen de las infecciones por C.
parapsilosis es principalmente exdgeno, adquirida a través de las manos del
personal de salud y de guantes e instrumental contaminados (1,6,9,10,11,23).
El alto porcentaje encontrado con colonizador y su aislamiento en hemocul-
tivos demuestra una falta de control, como asi también, la necesidad de la
capacitacion del personal interviniente es estas salas de cuidados intensivos.
La aplicacion de medidas de higiene y control permanente en las UCIN es de
vital importancia para evitar estar infecciones nosocomiales.

C. tropicalis y C. glabrata se encontraron en tercer lugar con la misma
proporcioén (6.6%). C. tropicalis es una especie con capacidad invasoray mas
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del 60% de los pacientes colonizados con esta especie desarrolla infeccion
diseminada por traslocacion intestinal. Por otro lado, C. tropicalis tiene mayor
tendencia a desarrollar resistencia a las drogas azolicas que C. albicans
(9,15,18). C. glabrata es uno de los patégenos nosocomiales mas frecuentes
en adultos y emergente entre los pediatricos, con alta indice de mortalidad
(1,3,24). Los pacientes que han recibido profilaxis con FCZ pueden colonizar-
se con C. glabrata debido a su capacidad de desarrollar resistencia secunda-
ria (1,11,24,25). En neonatos, dada su corta vida, se descarta la posibilidad de
tratamientos previos, de alli la importancia de su aislamiento. Estos resulta-
dos acentuan laimportancia del control sobre la colonizacion a fin de prevenir
diseminaciones subsecuentes.

C. guilliermondii aislada como cuarto agente colonizador, ha sido
informada en estudios previos realizados en pacientes pediatricos en esta
region. En diversos estudios esta levadura presenté baja sensibilidad a los
agentes azodlicos de uso frecuente en neonatos y, por otro lado, se mencio-
na su capacidad de desarrollar resistencia a la AMB durante el tratamiento
(1,2,11,18,25,26,27). En nuestro estudio 1/2 cepas presentd baja sensibilidad
a agentes azolicos.

En el total de las levaduras halladas no se encontraron problemas de
sensibilidad frente al FCZ y la AMB, dos de las pocas opciones terapéuticas
que tienen los neonatos. Tampoco frente al VCZ, que si bien no se presenta
en formulacién pediatrica al momento, se incluyé en el estudio para evaluar
la respuesta de estas levaduras a esta droga (22). Por el contrario, KTZ fue
la droga que mostré menor actividad general. Esto es importante considerar,
dado que esta droga sigue siendo muy utilizada para el tratamiento de neo-
natos en nuestra zona.

Actualmente se considera que todas las especies de Candida pueden
desarrollar resistencia secundaria a los azoles. La resistencia secundaria o
cruzada se desarrolla gradualmente durante la terapia antifungica y ha sido
demostrada en aislamientos clinicos de Candida sp. (28,29). En nuestro tra-
bajo, el 11.5% de las levaduras aisladas presentaron alguna alteracién en su
perfil de sensibilidad antifungica.

C. glabrata, C. famata y C. guilliermondii, especies consideradas poco
frecuentes en neonatos, presentaron sensibilidad disminuida frente a algu-
nos de los agentes azolicos testeados. El 100% de las C. glabrata resultaron
con sensibilidad disminuida al KTZ y la Unica especie con una cepa resis-
tente. Estos valores son destacables ya que estos pacientes no han recibido
terapia previa alguna que favorezca el desarrollo de resistencia secundaria.
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Por otro lado, se ha observado que pacientes con terapia refractaria a KTZ,
presentan resistencia a las demas drogas azolicas (28,29). Las levaduras
pueden desarrollar resistencia cruzada a KTZ, ITZ, FCZ y, en ciertos casos,
se puede observar valores altos de CIM para VCZ. En este estudio una cepa
de C. famata y una de C. guillermondii presentaron sensibilidad intermedia
al KTZ y resistencia al ITZ. Es importante destacar que también una cepa
de C. parapsilosis resulté con sensibilidad intermedia a ambos antifungicos.
Probablemente, como el KTZ sigue siendo utilizado en esta region, esta sea
una evidencia del desarrollo de resistencia cruzada. Cabe aclarar que, de la
misma manera que con VCZ, el ensayo de ITZ tampoco disponible en formu-
lacion pediatrica, fue realizado a fin de evaluar el comportamiento de estas
levaduras frente a este antimicotico.

En las dos asociaciones encontradas se presentaron especies con sen-
sibilidad disminuida a los azolicos. C. glabrata con resistencia a KTZ y C.
guilliermondii con sensibilidad disminuida a KTZ y resistencia a ITZ. Esto
demuestra la importancia de la deteccién de posibles asociaciones, y el estu-
dio de sensibilidad, dada la diferente respuesta que las especies asociadas
puedan presentar frente a los agentes antifungicos de uso clinico.

Las infecciones por levaduras se han convertido en una de las causas
mas comunes de infecciones fungicas nosocomiales. El aumento de su inci-
denciay la asociacién con elevados indices de mortalidad en neonatos, acen-
tuan la importancia del reconocimiento temprano de la colonizacion, para la
prevencion de estas infecciones. El presente trabajo permitié aportar datos a
la escasa informacion existente en esta region del pais, acerca de la distribu-
cion de especies levaduriformes colonizantes y causantes de candidemia en
neonatos en UCIN. Dada la diversidad de agentes encontrada y la deteccion
de cepas con perfiles de sensibilidad disminuida, resulta fundamental la vigi-
lancia continua de estos pacientes a fin de detectar y prevenir la diseminacion
de estos microorganismos.

Los hongos levaduriformes aparecen como preocupantes patégenos
nosocomiales en neonatos. Dadas las muy escasas opciones en la terapia
antifungica de estos pacientes, el reconocimiento de los factores de riesgo, la
tipificacion del agente etioldgico o colonizante y el estudio de la sensibilidad
in vitro a los antifungicos de uso clinico disponibles, resultan de vital impor-
tancia para desarrollar estrategias preventivas y terapéuticas eficaces.
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SUMMARY

The aim of this study was to determine the distribution and antifungal
susceptibility profile of yeast species isolated from neonates in Neonatal
Intensive Care Units (NICU) in northeast of Argentina. With these purpose 61
strains isolated from 5 bloodstream cultures, 27 suprapubic aspirations and
27 rectal swabs were studied. C. parapsilosis was the most frequent yeast in
bloodstream isolates and C. albicans was the most frequent yeast associated
with gastrointestinal tract colonization. With very low frequency, C. famata
and Trichosporon asahii appears as bloodstream infection agents. C. parap-
silosis was the second colonizer yeast. With low frequency, C. tropicalis, C.
glabrata and C. guilliermondii were others yeast isolated as colonizers. A high
rate of susceptibility to amphotericin B, fluconazole and vorioconazole was
observed. Ketoconazol show low activity in non C. albicans species. A C.
famata and C. guilliermondii resistant strains to itraconazole, and C. grabrata
resistant strain to ketoconazole, was detected. Its noteworthy the detection of
resistant strains in neonates whom has not received previous antifungal ther-
apies. The variations in the epidemiology of fungal infections observed and
the antifungal resistance detected, emphasize the importance of performing
a permanent surveillance to observe and to assess them.
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RESPUESTA INNATA Y ESPECIFICA A AGENTES CAUSANTES
DE INFECCIONES RESPIRATORIAS BACTERIANAS EN
PACIENTES CON ASMA Y EN PACIENTES CON DEFICIENCIA
ESPECIFICA FRENTE A ANTIGENOS POLISACARIDOS

Susana Fink, Rubén D.Paz
Instituto de Investigaciones Hematoldgicas “Mariano R. Castex”, Academia Nacional
de Medicina de Buenos Aires

INTRODUCCION

Nos propusimos intentar comprender algunos de los mecanismos invo-
lucrados en la respuesta inmune innata y la adquirida en los pacientes pedia-
tricos con asma y en aquellos con deficiencia de respuesta especifica frente
a antigenos polisacaridos; niflos susceptibles de padecer infecciones respi-
ratorias bacterianas por S. pneumoniae, tanto en el tracto respiratorio alto y
bajo, como cuadros diseminados.

La fisiopatologia del asma se caracteriza por edema e hiperemia de la
mucosa e infiltracidon de la misma con linfocitos, mastocitos y eosindfilos. Asi
se producen infecciones bacterianas secundarias a la infeccion viral, siendo
la mas frecuente por neumococos. El asma produce una alta susceptibilidad
a contraer infecciones respiratorias virales y bacterianas sin mayor prevalen-
cia de tuberculosis.

El asma es una patologia inflamatoria que se caracteriza por edema e
hiperemia de la mucosa con infiltracion por linfocitos, mastocitos y eosinofi-
los. En su fisiopatogenia interviene la respuesta inmune celular con predo-
minio de citoquinas tipo Th2. En los pacientes asmaticos la hipersecrecion
mucosa disminuye la capacidad del clearance ciliar, lo que favorece infec-
ciones virales que desencadenan el cuadro asmatico, facilitando infeccio-
nes bacterianas secundarias, siendo la mas frecuente por Streptococcus (S.)
pneumoniae 0 NeumMococo.

Los pacientes con Defecto de Anticuerpos Especificos (respuesta defi-
ciente de anticuerpos para antigenos polisacaridos), definidos como aque-
llos con niveles normales de inmunoglobulinas séricas y con una alteracion

[177]
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funcional especifica frente al desafio con antigenos polisacaridos polivalen-
tes, se presentan clinicamente con infecciones bacterianas recurrentes, de
las cuales la mas frecuente es por neumococos. Estos pacientes no regis-
tran mayor incidencia de infecciones por gérmenes intracelulares como el
M.tuberculosis que otros nifos.

El neumococo es una bacteria capsulada Gram + que es el agente cau-
sal de neumonia adquirida de la comunidad mas prevalente, provoca ademas
otitis, septicemias y meningitis bacterianas. Es responsable de la mayoria
de las infecciones respiratorias tanto en los pacientes con asma como en
aquellos con deficiencias en la respuesta especifica de anticuerpos contra
polisacaridos. Por otra parte, el M. tuberculosis es un patdégeno intracelu-
lar. La respuesta inmune de los individuos expuestos al M.tuberculosis que
desarrollan la enfermedad es tipo Th2, ineficaz para controlar la infeccién,
mientras que aquellos individuos infectados sin enfermedad activa presentan
una respuesta Th1.

Como ya se menciond, se plante6 como objetivo general estudiar la
respuesta inmune al neumococo en estos dos grupos de pacientes, para
explicar la susceptibilidad de estos individuos a infectarse con Streptococcus
pneumoniae.

Tradicionalmente se considera que la proteccidn contra este patdgeno
es por anticuerpos y no se considera relevante la respuesta celular. Como
la mayoria de los anticuerpos estan dirigidos contra los polisacaridos de
su capsula, se considera que se trata de respuestas B independientes de
los linfocitos T. Sin embargo, diversos autores, y en particular el grupo de
C.M.Snapper, han destacado el papel de los linfocitos T en esta respuesta,
atribuyendo un papel a los linfocitos CD4 en la respuesta anti-polisacaridos
generada (J.Colino y cols, J Immunol. 2009,183(3):1551-9).

Por otro lado se ha estudiado poco el papel de células de la inmunidad
innata en los pacientes que presentan falla en la respuesta a los antigenos
polisacaridos, que se diagnostican a partir de la deficiente respuesta a la
vacuna contra el S.pneumoniae. Hay escasa bibliografia acerca de esta
inmunodeficiencia y se describe so6lo un defecto en la maduracion de los
linfocitos B. El sistema inmune innato es un componente filogenética y evolu-
tivamente antiguo de la defensa del huésped contra infecciones, que provee
mecanismos sofisticados para proteger a macroorganismos complejos del
ataque por microorganismos. Durante el desarrollo de este trabajo se publicé
un trabajo referido a células dendriticas, células de la inmunidad innata, en
este tipo de pacientes (Jyonouchi H et al Eur J Pediatr. 2010;169(10):1233-9)
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que describe una falta de maduracion de las células dendriticas plasmacitoi-
des en estos pacientes, y una menor expresion del marcador CD86.

Nosotros planteamos estudiar una subpoblacion de monocitos, también
células de la inmunidad innata, aquellos que expresan el marcador CD16
ademas del caracteristico CD14 en su superficie. Estos monocitos se aso-
cian a numerosas patologias inflamatorias (Ziegler-Heitbrock L, J Leukoc
Biol. 2007; 81(3):584-92). Se consideran proinflamatorios por su expresion
elevada de citoquinas que favorecen la inflamacion y por su mayor capacidad
de presentacion antigénica.

MATERIALES Y METODOS:

Pacientes: Se estudiaron pacientes con asma atépico de 7 o mas afos
de edad. La seleccion se hizo por dosaje de IgE, elevado para la edad, his-
toria de hiperactividad bronquial, mas de dos crisis de broncoespasmos
por afio, pacientes positivos para tests cutaneos para diferentes alergenos.
Todos los individuos estudiados habian recibido vacuna BCG. Se evalué un
total de pacientes, en periodo de crisis (n=12) y/o de intercrisis (n=26), pero
no en todos se realizd la totalidad de las determinaciones.

Se estudiaron ademas 8 pacientes no asmaticos, no atopicos con res-
puesta deficiente de anticuerpos anti-polisacaridos (FRPS).

Controles: Para los estudios en monocitos se evalud un niumero equi-
valente de controles sanos de 7 o mas afios de edad. Para los estudios en
linfocitos se estudiaron individuos sanos (no asmaticos y no atépicos que
realizan laboratorio prequirdrgico para cirugias programadas de igual rango
de edad (7 a 16 afios) (Total n=19). No en todos los controles se realizaron
todas las determinaciones.

Se requirio de los pacientes un consentimiento informado tanto para la
extraccion de las muestras como para su participacion en los estudios.

Antigenos: Se utilizé Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 cultiva-
do, lavado e inactivado por calor, provisto por el Laboratorio de Bacteriologia
Central del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas ANLIS Dr Mal-
bran, asi como Mycobacterium tuberculosis H37-RV, cultivado e inactivado
por calor, provisto por el Servicio de Micobacterias del Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas ANLIS Dr Malbran. Se emplearon 10 ul de una
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suspension de DO=1 por cada 1x106 células, en 1 ml como estimulo en cul-
tivos de 48 o mas horas, para una evaluacion comparativa de la respuesta
de subpoblaciones celulares cultivadas con S. pneumoniae y con M. tuber-
culosis.

Evaluacion de poblaciones celulares y antigenos de activacion :
Se determinaron las poblaciones que expresan CD3, CD4, CD14 y CD16 en
células mononucleares periféricas (CMNP) obtenidas por gradiente de Ficoll-
Hypaque, con los respectivos anticuerpos conjugados con fluorocromos por
citometria de flujo en el dia d ela extraccién (D0O) y a las 48 h de cultivo (D2).
Se determinaron por citometria de flujo las poblaciones que expresan CD25
y CD69 en CMNP con los respectivos anticuerpos conjugados con fluoro-
cromos.

Produccion de citoquinas: Para la evaluacion del IFNy, la IL-5 y la
IL-10, se estudiaron 11 pacientes asmaticos atépicos tanto en crisis como en
estabilidad, asi como 10 controles sanos no asmaticos, no atdpicos de 7 o
mas afos de edad. Para la determinacion de la capacidad de produccion de
las citoquinas se estimularon células de sangre total con PMA/ionomicina en
presencia de Brefeldina A; y se marcaron con anti CD3 y el anticuerpo anti-
citoquina correspondiente con permeabilizacién (Fix and Perm). Se determi-
no el porcentaje de células positivas por citometria de flujo.

RESULTADOS:

Estudios en monocitos

Se evaluaron los monocitos en los pacientes con FRPS y en controles
normales. Los pacientes presentan un porcentaje significativamente mas
elevado de monocitos con fenotipo CD14+ CD16+, como puede verse en la
siguiente Figura.
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Estudios en linfocitos
Expresion de CD69:

Se evalud la expresion del antigeno de activacion temprana CD69 en
la region de linfocitos en el dia de toma de la muestra (DO) y a las 48 hs de
cultivo en presencia o ausencia de los antigenos bacterianos. Los resultados
pueden verse en la Figura 2. La expresion en DO no difiere en los grupos eva-
luados, es decir pacientes FRPS, pacientes asmaticos en crisis, pacientes
asmaticos en intercrisis y controles sanos. Se observa un aumento de expre-
sion de CD69 en respuesta a ambos antigenos en todos los grupos siendo
mayor frente al M.tuberculosis, en especial en las células de los pacientes
FRPS y de los asmaticos en intercrisis. Los linfocitos de asmaticos en crisis
son los que responden mas al S.pneumoniae.
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En forma analoga se evalué la expresion de CD25, que forma parte del
receptor para interleuquina 2 y es considerado un antigeno de activacion
tardia, tanto en DO como luego del cultivo en presencia o ausencia de los anti-
genos bacterianos. Las células de los pacientes con FRPS en DO presentan
un porcentaje mucho menor de células que expresan CD25 que los demas

grupos, como puede verse en la Figura 3.

Como puede ser observado en la Figura 4, al estimular con los antigenos
bacterianos, la expresién de CD25 no aumenta en las células de los pacien-
tes con FRPS con S.pneumoniae pero si con M.tuberculosis.
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Capacidad de produccion de citoquinas:

Se evalué la capacidad de producir citoquinas de células de sangre peri-
férica de los pacientes y controles.

Se tomd IFNy como representativo de las citoquinas Th1, IL-5 como
representativo de las Th2 e IL-10 como citoquina de rol regulatorio. No se
observaron diferencias en la capacidad de produccion de IFNy en los linfoci-
tos T de los distintos grupos de pacientes y los controles, como puede verse
en la Figura 5.
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Tampoco se observan diferencias en la produccion de IL-5 entre los lin-
focitos T de los controles y de los pacientes con FRPS, pero es algo mas
elevada en los pacientes asmaticos en intercrisis y notoriamente mas elevada
en aquellos en crisis, como puede verse en la Figura 6, aunque este grupo
presenta datos mas dispersos.
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La capacidad de produccion de IL-10 es, en promedio, mayor en los lin-
focitos de todos los pacientes comparados con los controles sanos, como se
observa en la Figura 7. Sin embargo, hay dispersion de datos que podrian
llegar a definir en cada caso pacientes con valores muy bajos, comparables
a los de los controles, y otros elevados. Esto es particularmente notorio en
los pacientes con FRPS y deberemos analizar si se correlaciona con datos
clinicos que puedan diferenciar a estos pacientes.
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Por lo tanto, hemos descripto hallazgos novedosos en las células de los
pacientes con FRPS, los que presentan un niumero elevado de monocitos
CD14+CD16+ y un numero reducido de linfocitos CD25+.

Hemos observado también algunas diferencias en la respuesta a los anti-
genos bacterianos estudiados, con poca respuesta por expresion de CD25 al
neumococo, tanto en las células de los pacientes con FRPS como en las de
aquellos con asma en sus distintas etapas. Sin embargo estas células con-
servan su capacidad de responder a otra bacteria como el M.tuberculosis.

Encontramos diferencias en la capacidad de produccion de la citoquina
Th2 IL-5, mucho mayor en las células de los pacientes con asma que en las
de aquellos con FRPS y de los controles normales.

Asimismo observamos diferencias en la produccion de la IL-10, si bien
debemos analizar si corresponde separar a los pacientes en grupos con alta
y baja capacidad de producir IL-10 segun sus caracteristicas clinicas.
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ABSTRACT

Asthma is a clinical syndrome of multifactorial etiology characterized by
recurrent episodes of airway obstruction that resolve either spontaneously or
in response to treatment.

In asthma patients the air filtration capacity of cilia is diminished, facili-
tating viral infections that trigger the asthma crisis. Under those conditions
bacterial infections secondary to the viral infection are produced. The most
frequent bacterial agent is the Gram + capsulated bacterium Streptococcus
(S.) pneumoniae or pneumococcus.

Specific antipolysaccharide antibody deficiency (SPAD) patients are
defined as patients with normal levels of serum immunoglobulins and a spe-
cific functional alteration when challenged with polyvalent polysaccharide
antigens. Their clinical presentation involves recurrent bacterial infections of
which the most frequent is caused by pneumococci. Innate immune cells have
been scarcely studied in these patients.

Our objective was to study the immune response to S. pneumoniae in
these two groups of patients and some characteristics of their cells, in order
to understand the basis of their susceptibility to infection with pneumococcus.

In the present report we describe new findings in the cells of SPAD
patients, which present high CD14+CD16+ monocyte counts and a reduced
number of CD25+ lymphocytes. We have also observed some differenc-
es in the response to the bacterial antigens studied, S. pneumoniae and
M.tuberculosis, with low response to S. pneumoniae evaluated by CD25
expression, both in cells from SPAD patients and from asthma patients in
different stages. Nevertheless their cells maintain their response capacity to
another bacterium such as M.tuberculosis.

No differences in IFNy production capacity could be observed when cells
from SPAD patients, asthma patients and healthy controls were evaluated.

On the other hand, we have observed differences in the interleukin (IL)-5
production capacity of cells from the different groups, much higher in the cells
from asthma patients compared to those of SPAD patients and healthy controls.

We have also observed differences in IL-10 production capacity, higherin
average in the T cells of all patients when compared to healthy controls. Nev-
ertheless many data are scattered and two groups might be defined, some
having low values, comparable to those of controls, and some high values.
This is remarkable in the cells of SPAD patients and an analysis to evaluate if
there is correlation with clinical data that may establish differences in the two
groups of patients remains to be performed.






DETECCION DE MYCOPLASMA HOMINIS, UREAPLASMA
UREALYTICUMY CHLAMYDIA TRACHOMATIS EN MUESTRAS
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RESUMEN

La infeccion genital es una de las principales causas de infertilidad en
el mundo. Actualmente, se reconoce que las infecciones urogenitales pro-
ducidas por Chlamydia trachomatis (Ct) son las mas prevalentes entre las
infecciones de transmisién sexual (ITS) superando incluso a la sifilis y a la
gonorrea. Por otra parte, Mycoplasma hominis (Mh) y Ureaplasma urealyti-
cum (Uu), a pesar de su discutido rol como patégeno, son considerados res-
ponsables indiscutidos de un importante nimero de patologias urogenitales.
El objetivo de este trabajo fue poner a punto una técnica de PCR multiple
para determinar la frecuencia de Mh, Uu y Ct en hombres con diagnéstico
presuntivo de infertilidad. Se estudiaron 80 muestras de semen, que fueron
recolectadas previa abstinencia sexual de 72 hs. Para determinar la frecuen-
cia de los microorganismos mencionados se utilizé una PCR multiple basada
en cebadores especificos para cada uno de ellos. En el total de muestras
analizadas se observaron 16 positivas para Ct (20%), 11 para Uu (13,75%) y 3
para Mh (3.75%). Ademas, se detectaron 1 coinfecciones por Cty Mh (1,25%);
6 por Cty Uu (7,5%) y 1 por Ct, Mh 'y Uu (1,25%).

Discusion: La prevalencia de estos microorganismos varia ampliamente
dependiendo de poblacion estudiada, edad, factores de riesgos asociados,
area geografica analizada, nivel socioeconémico, técnica diagnéstica utiliza-
da, etc. Sin embargo los valores de frecuencia observados para Cty Uu en
este trabajo son elevados por lo que no descartamos que los mismos pudie-
ran estar involucrados directamente como responsables de la infertilidad en
la poblacién estudiada.

Palabras clave: Chlamydia trachomatis, infertilidad, PCR multiple
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INTRODUCCION:

La infeccion genital es una de las principales causas de infertilidad en
el mundo, pudiendo afectar cada una de las partes de la anatomia genital
femenina y masculina.18.

Actualmente, se reconoce que las infecciones urogenitales producidas
por Chlamydia trachomatis (Ct) son las mas prevalentes entre las infecciones
de transmision sexual (ITS) superando incluso a la sifilis y a la gonorrea. Por
otra parte, Mycoplasma hominis (Mh)y Ureaplasma urealyticum (Uu), a pesar
de su discutido rol como patdgeno; hoy en dia son considerados responsables
indiscutidos de un numero importante de patologias urogenitales en hombres
y mujeres. A estos tres agentes se los ha encontrado asociados a cistitis,
uretritis, endometritis, salpingitis, cervicitis crénica, enfermedad inflamatoria
pélvica, fiebre post-parto infertilidad y aborto en las mujeres; mientras que
en el varon se han asociado a uretritis, epididimitis, orquitis, infertilidad y en
menor frecuencia prostatitis 2 6;7: 10; 12; 13; 18; 19; 20; 21.

Una de las principales caracteristicas que presentan estos microorga-
nismos es la necesidad de condiciones especiales para su desarrollo, razén
por lo cual su aislamiento e identificacién no estan al alcance de cualquier
laboratorio de microbiologia y por la cual durante mucho tiempo su diagnds-
tico ha quedado postergado en los laboratorios asistenciales. Habitualmente
se sospecha de la infeccion por alguno de estos microorganismos una vez
agotada la investigacion de otras bacterias que pudieran dar una clinica simi-
lar. En los casos de infertilidad, la situacion es aun mas compleja dado que
en el 80% de los casos las infecciones por estos agentes se presentan en
forma asintomatica.26:10:17 En los ultimos afios, las técnicas moleculares para
detecciodn de acidos nucléicos (AN) han evolucionado marcadamente, y en
la actualidad, la aplicacion de estas metodologias, en sus diversos formatos,
para la deteccion de Ct, Mh y Uu han demostrado ser de gran utilidad, siendo
altamente sensibles especificas y no requiriendo mayores exigencias para el
transporte y conservacion de las muestras. 2:5:7: 19.

El objetivo de nuestro trabajo fue poner a punto una técnica de PCR mul-
tiple para determinar, en un solo paso y en una misma reaccion, la presencia
de Ct, Mh'y Uu, asi como determinar la frecuencia de estos microorganismos
en muestras de semen de hombres con diagndstico presuntivo de infertilidad.
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MATERIALES Y METODOS:

Se estudiaron 80 muestras de semen de pacientes con diagnéstico pre-
suntivo de infertilidad provenientes de distintas clinicas privadas de la ciudad
de Corrientes. El material de muestra se obtuvo mediante masturbacion, pre-
via abstinencia sexual de 72 hs.

La extraccion del material genémico se realizé6 mediante un Kit de extrac-
cién comercial con columnas de intercambio iénico (NucleoSpin®). Pos-
teriormente el templado fue sometido a una PCR multiple para amplificar
secuencias gendmicas caracteristicas de cada uno de los microorganismos
estudiados haciendo uso de cebadores especificos para cada uno de ellos
(Tabla1).

Las condiciones de maxima sensibilidad y especificidad de la PCR ensa-
yada fueron determinadas experimentalmente. Finalmente, las condiciones
optimas para un volumen final de reaccién de 20 ul fueron: 10 mM de Tris-HCI
(pH8,3), 50 mM de KCI, 3 mM de MgCI2 , 200 uM de dNTPs c/u, primers (0.1
uM de Ct, 0.5 uM de Mh y Uu) El ciclado consistié en una desnaturalizacion
inicial de 3 minutos a 94°C, 40 ciclos de 94°C por 1 min, 60°C por 1 min, 72°C
por 2 min y una extension final a 72°C por 7 min. El material amplificado se
corrié en un gel de agarosa al 2.5 %, que posteriormente se tifié con una solu-
cion de bromuro de etidio para poder visualizar las bandas de amplificacién
por exposicion a luz UV a 320nm (Figura 1).

RESULTADOS

En 31 muestras (38.7%) de las 80 examinadas se observo la presencia
de ADN de al menos uno de los gérmenes evaluados. La tabla 2 muestra las
frecuencias halladas para cada uno de ellos como asi también las infecciones
concomitantes.

Discusién de Resultados y Conclusiones:

Segun datos obtenidos en numerosos estudios, la prevalencia de Ct
oscila en un rango del 2-30% dependiendo de poblacion estudiada, edad,
factores de riesgos asociados, area geografica analizada, nivel socioeconé-
mico, técnica diagndstica utilizada, etc. 10, 14, 15, 16, 21.Teniendo en cuenta
las prevalencia en distintas partes del mundo y de acuerdo a las frecuencias
encontradas en nuestro trabajo podemos concluir que a pesar de no contar
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con datos epidemioldgicos previos de prevalencia de Ct en muestra masculi-
nas en la region norte de Argentina, nuestro trabajo muestra una alta frecuen-
cia para esta bacteria (20%) .Con respecto a los micoplasmas urogenitales,
la frecuencia hallada en este trabajo (Uu: 13.75% y MH 3.75%), es similar a
la encontrada por Nassar et al 2008., sin embargo, debe tenerse en cuenta
que la misma puede variar ampliamente en diferentes poblaciones, fendme-
no similar a lo observado para Ct.

Sin embargo los valores de frecuencia observados para Cty Uu en este
trabajo son elevados por lo que no descartamos que los mismos pudieran
estar involucrados directamente como responsables de la infertilidad en la
poblacion estudiada.

Los resultados obtenidos en esta investigacion justificarian la implemen-
tacién en forma rutinaria de metodologias de deteccion simultanea de estos
agentes. A su vez, esto, resultaria de gran importancia para la administracion
de un tratamiento rapido y efectivo con el fin de disminuir la diseminacion de
estas infecciones y evitar las secuelas que las mismas ocasionan cuando no
son tratadas en tiempo y forma.
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Los autores expresan su mas profundo agradecimiento a la Fundaciéon
“Alberto J. Roemmers” por el subsidio otorgado que permitié llevar adelante
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ABSTRACT

Genitalinfection is a major cause of infertility in the world. Now recognized
that urogenital infections caused by Chlamydia trachomatis (Ct) are the most
prevalent sexually transmitted infections (STIs), surpassing even the syphi-
lis and gonorrhea. In addition, Mycoplasma hominis (Mh) and Ureaplasma
urealyticum (Uu), despite his controversial role as a pathogen, are considered
responsible undisputed a significant number of urogenital diseases. The aim of
this study was to develop a multiplex PCR to determine the frequency of Mh, Uu
and Ctin men with a presumptive diagnosis of infertility. We studied 80 samples
of semen, which were collected after 72 h abstinence. To determine the fre-
quency of the mentioned microorganisms used a PCR-based multiple specific
primers for each of them. In total 16 samples were found positive for Ct (20%),
11 for Uu (13.75%) and 3 for Mh (3.75%). In addition, co-infections were detect-



Fundacién Alberto J. Roemmers 193

ed Ct1 and MH (1.25%), 6 per Ct and Uu (7.5%) and 1 Ct, Mh and Uu (1.25%).
Discussion: The prevalence of these organisms varies widely depending on
population studied, age, associated risk factors, geographic area analyzed,
socioeconomic status, diagnostic technique used, etc. However, the observed
frequency values for Ct and Uu in this work are high so do not rule out that they
might be involved directly as responsible for infertility in the population studied.

Keywords: Chlamydia trachomatis, infertility, multiple PCR
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ANEXO

Tabla 1. Secuencia de oligonucleoétidos.

Primers especificos Secuencia genémica Pares de base
Mycoplasma Hominis 5 CAATGG CTAATG CTG GATACG C 3 334
(RNAH/RNAH?) 5 GGT ACC GTC AGT CTGCAAT3’
Ureaplasma Urealitycum | 5 GAG ATA ATG ATT ATA TGT CAG GAT CA 3’ 167
us/u9 5 GAT CCA ACT TGG ATA GGA CGG 3’
Chlamydia trachomatis 5 TCC GGA GCG AGT TAC GAAGA 3’ 241
KI/KI2 5 AAT CAT TGC CGG GGATTG GT 3’
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Tabla 2. Frecuencias observadas para Ct, Mh y Uu en muestras de semen de hombres
con sospecha de infertilidad de la ciudad de Corrientes, Argentina. N=80

Microorganismos estudiados
Chlamydia trachomatis
Ureaplasma urealitycum
Mycoplasma hominis
Chlamydia trachomatist —Ureaplasma urealyticum
Chlamydia trachomatis-Mycoplasma hominis
Chlamydia trachomatis —Ureaplasma urealyticum-Mycoplasma hominis

PCR + (%)
20

13.75
3.75

77

1.25

1.25

M1, M2: muestras positivas para Ct -Mh , M3 muestra positiva para Ct— Uu , M4 mues-
tra negativa y M5: muestra positiva para Uu; MP: marcador de peso molecular, C-:

control negativo, C+ Ch: control positivo Ct

Figura 1. Corrida electroforética en gel de agarosa de los segmentos amplificados

durante la reaccion de PCR muiltiple.



IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE PROTEASAS DE
ECHINOCOCCUS GRANULOSUS. DETERMINACION DE SU
POSIBLE ROL EN LA RELACION HOSPEDADOR-PARASITO
Y SU POTENCIAL COMO BLANCO PROFILACTICO DE LA
HIDATIDOSIS

La hidatidosis humana representa un problema en la salud publica de la
Republica Argentina, siendo endémica en varias regiones del pais. Su agente
etiologico es el parasito cestode Echinococcus granulosus que presenta un
grupo de variantes genéticas o cepas. Mediante técnicas moleculares se han
definido hasta el momento 10 cepas de E. granulosus (G1-G10), (Thompsony
McManus 2002; Jenkins y col 2005), que difieren en caracteristicas de impor-
tancia bioldgica y epidemioldgica como la infectividad en humanos, periodo
prepatente, entre otras. Los resultados de nuestro laboratorio, confirman la
presencia de cinco variantes genéticas presentes en la Argentina: cepa oveja
(genotipo G1), cepa oveja de Tasmania (genotipo G2), cepa vaca (genotipo
G5), cepa camello (genotipo G6) y cepa cerdo (genotipo G7) (Rosenzvit y col
1999., Kamenetzky y col 2002., Haag y col 2004.). Ademas, se confirmé que
las cepas infectivas para el hombre son cepa oveja (genotipo G1), cepa vaca
(genotipo G5), primer aislamiento sudamericano y por primera vez descripta
como infectante para el hombre las cepas oveja de Tasmania (genotipo G2) y
camello (genotipo G6) (Rosenzvit y col 1999., Kamenetzky y col 2002., Guar-
neray col 2004., Dopchiz y col 2009).

El ciclo de vida de E. granulosus, involucra a dos tipos de hospedadores,
uno definitivo (perro) y otro intermediario (el hombre y mamiferos ungulados).
La ingestion accidental de huevos viables (liberados en la materia fecal del
perro) por el hombre, desarrolla el estadio larval (quiste o0 metacestode), prin-
cipalmente en higado y pulmén (hidatidosis primaria).

El quiste esta formado por: una capa germinal de naturaleza celular, la
que produce por reproduccion asexual vesiculas proligeras que generan pro-
toescolices (quiste fértil), una segunda capa denominada laminar que es ace-
lular, de naturaleza mucoproteica y por liquido hidatidico que es una mezcla
de proteinas, enzimas, lipidos, electrolitos y protoescolices.
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Cuando estos quistes se rompen accidentalmente en individuos infec-
tados, los protoescolices contenidos en ellos se diseminan y pueden formar
nuevos quistes, dando origen a una hidatidosis secundaria. Los mecanismos
por los cuales estos protoescolices tienen la capacidad de establecerse en
otras ubicaciones y dar origen a nuevos quistes no se conocen aun.

Existe poca informacion de los primeros cambios ultraestructurales de
los protoescolices hasta desarrollar un metacestode secundario, sin embargo
Holcman y Heath (1997) estudiaron las primeras etapas de la infeccion prima-
ria (por ingestion de oncosferas). Los autores describen que en la region del
nucleo en la oncosfera activada esta ocupada por granulos de las glandulas de
penetracion. Diferentes funciones son atribuibles a las secreciones de las glan-
dulas de penetracion, una de las principales funciones que se han descripto es
la de lisar el tejido del hospedador en la vecindad de la oncosfera y/o ayudar a
la adherencia de la oncosfera al tejido del hospedador (Thompson 1995).

Se ha demostrado en varios parasitos helmintos, de importancia en la
salud publica, que las cistein proteasas (estan involucradas en una importante
variedad de funciones durante las etapas de invasion y diseminacion del para-
sito (Robinsony col 2008). Varias cistein proteasas han sido aisladas y caracte-
rizadas a partir de parasitos como: Fasciola hepatica (Dowd y col 1997, Grams
y col 2001, Yamasaki y col 2002), Paragonimus westermani (Kim y col 2000;
Park y col 2002; Yang y col 2004), Schistosoma mansoni (Dvorak y col 2009),
Diplostomum pseudospathaceum (Moczon 1994), e Hymenolepis diminuta
(Tua y col 2006). Las cistein proteasas constituyen una gran proporcion en el
transcriptoma de estos parasitos ej: cerca del 15% en el transcriptoma del adul-
to de F. hepatica (Robinson y col 2009), entre 18% y 27% para el adulto diploide
y triploide de P. westermani respectivamente y dentro de ellas las Cathepsin L
s B, F y L son comunmente encontradas en el perfil de moléculas secretadas
(secretoma) en los parasitos helmintos (Kim y col 2000, Park y col 2002). Esto
permite inferir la importancia de sus funciones en la interaccion hospedador-
parasito como penetracion a través de los tejidos durante la invasion y migra-
cion del parasito y degradacion de la matriz extracelular del hospedador.

Recientemente se han descripto dos cistein proteasas de Echinococcus
multilocularis (EmCLP1 y EmCLP2) (Sako y col 2007), capaces de degradar
moléculas humorales (IgG y albumina) y moléculas de la matriz extracelular
(colageno y fibronectina). Estas caracteristicas pueden estar estrechamen-
te relacionadas con la patogénesis del parasito y dichas moléculas podrian
actuar en la interfase hospedador-parasito en los primeros eventos de desa-
rrollo del nuevo quiste hidatidico.
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La relacion filogenética, homologia, entre las proteinas de E. multilocu-
laris y de E. granulosus permitira hacer inferencias acerca de la estructura,
funcion o de la semejanza del sitio activo, entre otras. Por lo que, los cambios
que ocurrieron durante la evolucién (sustituciones, inserciones o eliminacio-
nes) permitieron que la funcioén de la proteina permaneciera.

El modelado por homologia se basa en la suposicion de que las protei-
nas homodlogas tienen un plegamiento similar y en el hecho experimental de
que la estructura terciaria se conserva mas que la secuencia de aminoaci-
dos. Ademas, el modelado molecular es util para el disefio de mutantes para
probar una hipétesis determinada, para analizar sitios activos y de union a
ligandos o modelar la especificidad de sustrato, también se ha utilizado para
predecir epitopes antigénicos y realizar el Docking. Este ultimo es una herra-
mienta que permite predecir las interacciones entre proteinas blanco con
moléculas pequefias de drogas candidatos, con el fin de predecir a su vez, la
afinidad y la actividad del ligando. Por lo tanto, el docking juega un importante
papel en el disefio racional de farmacos.

El propdsito de este trabajo es la identificacion y caracterizacién de cis-
tein proteasas en E. granulosus que permitira la busqueda de nuevos enfo-
ques para prevenir la hidatidosis secundaria en pacientes intervenidos quirdr-
gicamente o con riesgo de sufrir rotura de quiste por traumatismo.

MATERIALES Y METODOS

Material Parasitario

El liquido hidatidico se aspir6é en forma aséptica a partir de quistes hida-
tidicos porcinos, los protoescadlices se separaron por centrifugacion a 4°C
durante 15 min a 12000 rpm y se lavaron con PBS. Se determiné el porcen-
taje de vitalidad mediante la tincion vital con eosina al 1%. Se seleccionaron
aquellos pellet con un 95% de vitalidad, una alicuota se congel6 en N2 liquido
hasta su uso. El resto se lo resuspendié con PBS pH 7,4, se sonicé en hielo
durante 2 ciclos de 3 minutos cada uno. El producto sonicado obtenido, se
lo centrifugd a 4°C durante 5 min a 10000 rpm, se descarto el sedimento y el
sobrenadante se reservo hasta su uso a -20°C.

El liquido hidatidico separado, se dializé contra agua durante 24 horas a
4°C y liofilizé. La concentracion proteica del sobrenadante del sonicado y del
liquido hidatidico liofilizado fue determinada por la técnica de Bradford.
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Obtencion de ADN

Los protoescolices de E. granulosus congelados se lavaron con buffer de
extraccion (Tris—HCI 10 mM pH 8, NaCl 150 mM y EDTA 10 mM) y se extrajo
el ADN con el reactivo DNeasy Blood & Tissue Kit de QIAGEN siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI ADN fue resuspendido en Tris—HCI 10 mM,
pH 8.

La determinacién de integridad del ADN, pureza y cuantificacion del
ADN obtenido se realiz6 por técnicas convencionales.

Obtencion de ARN

El ARN fue extraido a partir de protoescolices congelados en nitroge-
no liquido utilizando el reactivo de TRIzol (Gibco, BRL) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Cada muestra fue incubada 30 minutos a 37°C
con 1 unidad de ADNasa RQ1 libre de ARNasa (Promega) para eliminar las
posibles trazas de ADN.

Geles de actividad

El sonicado de protoescolices y el liquido hidatidico liofilizado obtenido
de distintos animales y de distintos hospedadores (vacas y cerdos) fueron
analizados en geles al 12.5% y 15% de SDS-PAGE copolimerizado con con-
centraciones crecientes de gelatina entre 0.5%, 1% y 1.5%, para determinar
la presencia de actividad proteolitica.

En cada calle se sembré 60 ug del sonicado y de liquido hidatidico lio-
filizado. Los geles se corrieron durante 1 hora a un voltaje constante de 100
volts y se lavaron 2 veces con Triton X100 al 1% en agua destilada durante 1
hora a temperatura ambiente con agitacion constante para remover el SDS y
permitir que las proteasas recuperen su conformacion nativa. Posteriormente
se lavo con agua destilada durante 20 minutos y se lo incubd a diferentes
tiempos (toda la noche, 12 horas, 6 horas, 3 horas y 1 hora) en los siguiente
buffers AcNa 0.1M pH 5.5 mas 1 mM de ditiotreitol (DTT) y buffer Na2HPO4
0.1 M pH 7 mas 1 mM de DTT con agitacion constante. Para cada una de
las variables (concentracion de gelatina, tiempo de incubacion, buffers y pH)
utilizadas fueron evaluadas en forma combinada para encontrar las mejores
condiciones que permitan detectar la actividad proteasa en las respectivas
muestras.

Los geles fueron tefiidos con una solucion de Coomasie Blue R 250 0.1%
en agua:metanol:acético durante 45 minutos con agitacion constante y deco-
lorado con una solucién agua:metanol:acético con agitacion constante.
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Cultivo In vitro

Se ensayaron diferentes condiciones y configuraciones de co-cultivo
de células y de capas de colageno de cola de rata tipo | (BD) (sistema de
sandwich de colageno). El colageno se mezcloé en proporcion 4:1 con medio
DMEM 4X, se dejé solidificar en estufa de cultivo a 37°C durante 2 horas. La
cantidad de colageno utilizado fue la necesaria para lograr una capa inferior
de 1,25 mm de alto. Luego de esto se colocaron células de hepatoma de rata
(RH-) y fibroblastos de rifidn de mono (COS7) en distintos pocillos de la placa.
Las células se cultivaron a confluencia formando monocapa. En algunas de
las celdas se colocaron protoescolices de origen porcino con viabilidad cer-
cana o superior al 90% y se dejaron otras sin parasitos como control. En la
primera placa se usaron 20 protoescodlices por celda (10 PE/cm?), pero en las
siguientes se utilizaron 200 protoescdlices por celda (100 PE/cm?2). Se cubrie-
ron los pocillos con colageno de 2 mm de espesor y se incubd en atmédsfera
5% CO2 a 37°C, registrandose los cambios morfolégicos a lo largo del tiem-
po. Los cultivos se mantuvieron con medio DMEM, 10% SFB y antibioticos,
realizandose cambios de medio cada 4 dias.

Los cultivos se observaron durante 20 dias. Una celda de cada confi-
guracion se colore6 con una tincién tricromica especifica para colageno al
finalizar el cultivo.

En la Figura 1 pueden observarse las distintas configuraciones ensaya-
das.

A) Coldgeno o e granuiosus C) __—~PE de E. granulosus

—g
Colageno "~ —*Monocapa celular Monocapa celular

———+ PE de E. granulosus
B) Colageno D)

" Monocapa celular

__—~PE de E. granulosus

Colégeno

Figura 1: A) Configuracién PE in. B) Configuracion PE out. C) Células + PE.
D) PE. Todas las configuraciones se hicieron por duplicado para los dos
tipos celulares.

Reacciones de PCR
Amplificacién del gen de actina:

La PCR se realizé en un volumen final de 50 pul, conteniendo ADNc de
cada muestra (10-100 ng), 100 mM de cada dNTP (Pharmacia LKB, Upp-
sala, Sweden), 2.5 mM MgCiI2, 50 pmol de cada primer ACF y ACR previa-
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mente descriptos por da Silva CM y col (1993) y 1.5 unidades de la enzima
Taq DNA polimerasa en buffer de reaccion 1X (Invitrogen). Las condiciones
fueron las siguientes: un paso inicial de desnaturalizacién (95°C durante
180 s), seguido de 35 ciclos con los siguientes pasos: 95° C durante 60 s
(desnaturalizacion), 55° C durante 60 s (union de los primers al ADN molde),
72° C durante 90 s (extension) y un paso final de extension (72° C durante
10 minutos).

Amplificacién con primers genéricos para las cistein proteasas

La PCR se realizd en un volumen final de 50 pl, conteniendo ADNc de
cada muestra (10-100 ng), 100 mM de cada dNTP (Pharmacia LKB, Upp-
sala, Sweden), 50 pmol de cada primer degenerado (ECP-F y ECP-R) pre-
viamente descriptos (Sakanari JA y col 1989) y 1.5 unidades de la enzima
Hot-Start polimerasa en buffer de reaccion 1X (QUIAGEN). Las condiciones
de PCR fueron las siguientes: un paso inicial de desnaturalizacion (95°C
durante 15 min) seguido de 30 ciclos con los siguientes pasos: 95°C durante
30 s (desnaturalizacion), 50°C durante 30 s (unién de los primers al ADN
molde), 72°C durante 30 s (extension), y un paso final de extension (72°C
por 10 min).

Amplificacién con primers especificos para la cistein proteasas madura

Para la reaccion de PCR se utilizé los primers forward EQCLP1m-F (5°
AGC CCTACC CGAATG CTAGTT CC 3")y el reverse EQCLP1mM-R (5" GGC
CAT TGT AGC GAT GCC GC 3’) disefiados a partir de la secuencia ami-
noacidica deducida, homdloga depositada en el GenBanK (AB248269) de la
Cathepsin L1 madura de E. multilocularis (EmCLP1m) que incluyen el codon
de iniciacién y respetando el marco de lectura para no generar codones de
terminacion prematuros y excluyen el péptido sefal y el pro-péptido. La reac-
cion se realizé en un volumen final de 50 pl, conteniendo ADN de cada mues-
tra (50-100 ng), 100 mM de cada dNTP (Pharmacia LKB, Uppsala, Sweden),
50 pmol de cada primer EQCLP1m-F y EQCLP1m-R y 1 unidad de enzima Hot
Start DNA polimerasa en buffer de reaccion (QIAGEN).

Las condiciones de estandarizacion de la reaccion de PCR fueron las
siguientes: un paso inicial de desnaturalizacion a 95°C durante 15 seg, segui-
do de 30 ciclos con los siguientes pasos: 95°C durante 30 s (desnaturaliza-
cion), tres temperaturas diferentes de unién de los primers (60°C, 62°C y
64°C) durante 30 s (desnaturalizacién), 72°C durante 30 s (extension) y una
extension final de 10 minutos a 72°C.
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Todas las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador Eppen-
dorf Mastercycler gradient 5331version 1.2.

La especificidad y tamafio de los productos de amplificacion fueron ana-
lizados en geles de agarosa 1-1.2% (p/v) utilizando TAE como buffer, tincion
con bromuro de etidio y observacion a luz U.V.

Obtencion de los extremos 5y 3'del gen de la cistein proteasa
EgCLP1 mediante la técnica de (RACE)

El ARNtetal obtenido fue tratado con fosfatasa intestinal de carnero (CIP)
para eliminar los ARNm truncados y asegurar unicamente la amplificacion de
los transcriptos de longitud completa. EI ARN desfosforilado fue tratado con
la enzima pirofosfatasa acida de tabaco (TAP) para remover la estructura cap
del extremo 5 de los ARN de longitud completa y su posterior ligacion con la
T4 ARN ligasa del GeneRacer RNA Oligo (INVITROGEN).

Posteriormente el ARNm ligado fue retrotranscripto, usando SuperScript
Il RT y el primer GeneRacer Oligo dT para sintetizar la primera cadena de
ADNCc. La reaccion fue inactivada por calentamiento y el ARNm fue degrada-
do por tratamiento con ARNasa. El ADNc fue diluido y almacenado a -20°C
hasta su uso.

Se realizaron dos reacciones de PCR para identificar los extremos 5" y
3" del gen EgCLP1, una utilizando el primer especifico forward degenerado
y el GeneRacer Oligo dT(® y la segunda con el primer especifico reverse
degenerado y el GeneRacer RNA Oligo.

Secuenciacion y analisis de las secuencias obtenidas

Para determinar la identidad de los productos amplificados de las reac-
ciones de PCR a partir de ADNc y ADN, los productos de PCR fueron purifi-
cados a partir de geles de agarosa mediante los reactivos comerciales QIA-
quick Gel extraction Kit (QIAGEN) y secuenciados.

Ademas, los fragmentos obtenidos de 500 pb (a partir de ADNc), y de
aproximadamente 1400 pb (a partir de ADN gendmico de diferentes cepas)
fueron clonados en el vector TOPO (INVITROGEN) y secuenciados.

Las reacciones de secuenciacion se realizaron mediante PCR en un
volumen final de 7 pl, se agregaron 2 ul de mezcla de reaccion (Big Dye 3.1
mix, Applied Biosystems), 30 pmoles de uno de los primers en cada tubo y
el ADN correspondiente. La secuenciacion de productos de PCR se realizo
utilizando 30-100 ng y 400 ng de ADN para los plasmidos. El programa uti-
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lizado fue 80 ciclos de: 95°C durante 10 s, 50°C durante 5 s y 60°C durante
4 minutos. La secuenciacion se realizd en un secuenciador automatico ABI
PRISM, Modelo 377, ABI150, versién 3.0 (Perkin Elmer).

Con las secuencias obtenidas se buscaron similitudes en la base de
datos del GenBank mediante el programa BLAST (http://www.ncbi.nih.gov/
sequin).

GenBank numero de acceso
La secuencia de 655 pb descripta en este trabajo a partir de ADNc, fue
depositada en el GenBank con el nimero de acceso HQ176369.

Analisis bioinformatico

Se analizaron las secuencias nucleotidicas obtenidas in silico, se bus-
caron: presencia de dominios conservados utilizando el programa BLAST
conserved domain search tool (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/
wrpsb.cgi); se compararon secuencias homologas de Catepsinas L de hel-
mintos y humanas, con la secuencia obtenida de la amplificaciéon de ADNCc,
denominada Eg-CLP1, se seleccionaron aquellas con alto grado de similitud
y se construyeron arboles filogenéticos. Ademas, la base de datos PFAM
(http://pfam.sanger.ac.uk/) se utilizo para determinar la familia de proteina a
la cual pertenecen las secuencias obtenidas.

Con el propdsito de disefar primers para aislar el fragmento que corres-
ponde a la secuencia de la proteina madura, se analizé el perfil de hidrofobi-
cidad de los 338 residuos de la proteina Em-CLP1 y se predijo la localizacion
de regiones hidrofébicas que pudieran dificultar la expresion de la proteina
recombinante. El perfil de hidrofobicidad se realizé accediendo al progra-
ma ExPASy Proteomics Server (ProtScale) (http:/ au.expasy.org). También,
mediante el programa SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) se
predijo la presencia y localizacion del sitio de clivaje del péptido sefal a partir
de la secuencia aminoacidica deducida del gen de la proteina publicada en
el GenBank (AB248269) de E. multilocularis. De esta manera se disefiaron
primers (EgCLP1m-F y EQCLP1m-R), capaces de amplificar potencialmente
la secuencia madura de Eg-CLP1 sin que incluya regiones hidrofébicas ni
el péptido sefial que imposibilitaria la expresion en un sistema procariético.

Expresion de la proteina recombinante
El fragmento amplificado por PCR usando el juego de primers degenera-
dos para las cistein proteasas ecuariotas y el fragmento amplificado con pri-
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mers para la proteina madura se clond en el vector pBAD TOPO/Thio fusion
(INVITROGEN). Este vector codifica una proteina de fusion con la tiorredoxi-
nay el fragmento clonado, ademas de adicionar una cola de His en el extremo
Carboxi-terminal para facilitar la purificacion por cromatografia de afinidad en
una columna de Niquel. Bacterias competentes TOP10 (INVITROGEN) se
transformaron con la construccién obtenida. Una vez obtenidos los clones, se
purificaron los plasmidos de las colonias obtenidas y se secuenciaron.

Las colonias recombinantes positivas se crecieron en medio LB con
ampicilina durante toda la noche a 37°C con agitacién constante, de este
cultivo se transfirieron 100 pl a 10 ml de LB/Ampicilina y se incubaron con agi-
tacion constante a 37°C durante 2 hs, hasta la fase exponencial (DO#800 0,5).
Se separd 1 ml (control sin inducir), se centrifugd y guardo el pellet a -20°C
hasta su uso. Al resto del cultivo se le agregé arabinosa al 0.2% y se incubo
durante 4hs. Se separd 1 ml se centrifugé y guardo el pellet a -20°C hasta su
uso. Se resuspendieron todos los pellets en 100yl de buffer SDS-PAGE 1X
y se calent6 durante 5 min a 70°C. Se tomaron 10ul de cada muestra para
sembrar en un gel de acrilamida. La expresion de la proteina recombinante
se evalué por inmunoblot. Se prepararon geles en idénticas condiciones para
luego transferirlos a membranas PVDF Hybond (Amersham) previamente
activadas durante 10” con metanol, lavadas y equilibradas. Posteriormente
las membranas se bloquearon con PBS Tween 20 0,5%, leche 5% en agita-
cion durante 1 hora. Luego de dos lavados con PBS-Tween 0.5% (solucién
de lavado) se incubaron durante una hora a temperatura ambiente con un
suero de conejo anti-tiorredoxina (1/400). Luego de dos lavados con solucién
de lavado y un lavado con PBS se incub6 durante una hora con anti-IgG de
conejo conjugado con peroxidasa. Se repitieron los lavados y se revel6 con
DAB.

Modelado por homologia

El modelado por homologia aprovecha las similitudes de secuencias de
amino acidos y las similitudes estructurales entre proteinas, construyendo
una estructura tridimensional para la secuencia incégnita, usando estruc-
turas tridimensionales conocidas de otras proteinas, cuyas secuencias de
aminoacidos guardan similitud con la secuencia incognita. Para la prediccién
del plegamiento por modelado por homologia de la proteina de la secuencia
EgCLP1 obtenida en este trabajo, se utilizo el servidor automatico de Swiss-
Model (http://swissmodel.expasy.org/), para la visualizacion y analisis de la
estructura se utilizo el programa VMD, Visual Molecular Dynamics, (http://
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www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/).

La calidad de la alineacion entre la secuencia que se utilizan como molde
y la secuencia de EgCLP1 es el paso clave para obtener una buena predic-
cion de la estructura. Con la secuencia EgCLP1 (HQ176369) se realizd un
Blast (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast) contra la base de datos de protei-
nas de estructuras tridimensional conocida determinadas experimentalmen-
te (estructuras cristalizadas), PDB Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/).
Para ello se selecciono las secuencias mas similares, es decir aquellas con
un porcentaje mayor de 40% identidad y menor numero y longitud de gaps.
Ademas, de estos criterios se considero aquellas proteinas que pertenezcan
a la misma familia (Cathepsin L C1A), que los posibles ligandos sean lo mas
parecidos a los posibles a utilizar en estudios de Docking y que el modelo
experimental tenga una alta resolucion.

RESULTADOS

Amplificacién del gen constitutivo de la actina

Se realizé una reaccion de PCR utilizando los primers del gen constitu-
tivo de la actina para determinar la calidad y descartar la presencia de inhibi-
dores en el ADNc extraido. Una banda de aproximadamente 300 pb amplificé
en los tubos que fueron retrotranscriptos y no hubo amplificaciéon en aquellos
tubos que no fueron retrotranscriptos (dato no mostrado).

Amplificaciéon con primers genéricos para las cistein proteasas

Con el objetivo de aislar proteasas de E. granulosus, se realizaron reac-
ciones de PCR a partir del ADNc extraido de PE, utilizando primers dege-
nerados disefiados en zonas conservadas que codifican residuos que flan-
quean el sitio activo de la secuencia de las cistein proteasas de eucariotas. El
fragmento obtenido de 500 pb fue clonado en el vector TOPO (INVITROGEN)
(dato no mostrado). Cincuenta y cuatro clones se analizaron por PCR para
identificar las colonias recombinantes, ocho de éstas se secuenciaron en
ambas direcciones utilizando primers M13 mediante un secuenciador auto-
matico. Una de las colonias tenia el fragmento de interés.

El analisis in silico de las secuencias nucleotidicas (EgCLP1) obteni-
das, mostraron una identidad nucleotidica de un 94% con una Catepsina-L
de E. multilocularis, (numero de acceso AB248269), 79% con Catepsina-L
de Fasciola hepatica (EU191984) y 73% con Taenia asiatica (AB441817). La
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identidad de la secuencia aminoacidica deducida es de 83% y 54% con dos
Catepsinas-L de E. multilocularis (AB248269 y AB248270 respectivamente)
y del 55% con una de T. solium (AY515271) y del 54% con Caenorhabditis

elegans (Z49207) (Figura 2).
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Figura 2: Alineamientos de las secuencias aminoacidicas.
EgCLP1: secuencia aminoacidica identificada de protoescolices de E.

EmCLP1: Cathepsin L-like CLP1 de E. multilocularis.
EmCLP2: Cathepsin L-like CLP1 de E. multilocularis.
Tscl1x3: Cathepsin L-like de T. solium.

CecLsx4: Cathepsin L-like de C. elegans.
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Analisis bioinformatico

A partir de la secuencia obtenida del fragmento amplificado con los pri-
mers genéricos (EgCLP1) se buscé la presencia de dominios conservados
utilizando el programa BLAST conserved domain search tool. En la Figura
3 se observa que todo el fragmento hallado forma parte de un dominio con-
servado caracteristico de la familia C1A de peptidasas, a la que pertenece la
Catepsina-L.

1 25 50 75 10 125 150 167

L PO R S T M S T S T M S S
Query seq.
Y T ctive sited A A
52 subsite

S mm———————
Specific hits Peptidase_C1A
Superfanilies Peptidase_C1 superfamily

Figura 3: Dominio conservado en la secuencia aminoacidica traducida identificada en E. granulosus.
Los triangulos grisados indican la posicién de residuos conservados del sitio activo y subsitio S2.

Usando la base de datos PFAM se confirmo que la arquitectura y organi-
zacion del dominio pertenece ala familia C1, Papain family cysteine protease,
(PF00112) con E-value: 2,9 e-84 y un score de 282.1 y los sitios activos predi-
chos son el residuo 31, 168 y 190.

Ademas, se compararon secuencias homologas de Catepsinas L de hel-
mintos y humanas, con la secuencia obtenida de Eg-CLP1, se seleccionaron
aquellas con alto grado de similitud y se construyeron arboles filogenéticos
usando el programa Mega 3.1 (método UPGMA). La Figura 4 muestra que la
Cathepsin L de E. granulosus (Eg-CLP1) queda agrupada dentro del mismo
nodo que la Catepsina L 1 de E. multilocularis (Em-CLP1). Por otra parte,
en el arbol se puede observar que la secuencia de Cathepsin L del hombre
queda separada de Eg-CLP1y Em-CLP1.
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Figura 4: Analisis filogenético de secuencias homoélogas de cathepsinas L de helmin-
tos. La flecha indica la posicion de Eg-

Obtencion de la secuencia completa del gen

La técnica de RACE fue realizada en cuatro oportunidades diferentes,
por los controles realizados se evidencio que el kit utilizado no funcionaba.

Con el propésito de aislar la secuencia que corresponde a la proteina
madura (Eg-CLP1m), se disefiaron primers a partir de la secuencia previa-
mente depositada en el Gen Bank para E. multilocularis, excluyendo las regio-
nes hidrofébicas y el péptido sefal. La temperatura de union de los primers
fue optima a 64°C. Las reacciones se realizaron utilizando ADN gendmico de
las cinco variantes genéticas circulantes en el pais, (siendo cuatro de ellas
infectivas para el hombre) y ADNc obtenido a partir de ARN extraido de quis-
tes porcinos. La Figura 5 muestra los productos amplificados para ADNc y
ADN para la cepa cerdo (genotipo G7). Los productos amplificados fueron de
aproximadamente de 1600 pb para todas las cepas ensayadas excepto para
la cepa oveja de Tasmania (genotipo G2) que no amplifico (dato no mostrado).
Los productos amplificados fueron clonados y secuenciados. Solamente se
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pudo obtener la secuencia del genotipo G1. Las secuencias pertenecientes al
vector se eliminaron y las secuencias forward (F) y reverse (R) fueron super-
puestas para deducir la secuencia gendmica mediante el programa dnabaser
(http://www.dnabaser.com). La secuencia obtenida es de 1616 pb. Se realizo
una comparacion manual de la secuencia obtenida a partir de ADNc con la
obtenida a partir del ADN, identificandose de manera preliminar 4 exones y
3 intrones. Por otra parte, se utilizé el programa GenScan 1.0 (http://mobyle.
pasteur.fr/cgi-bin/portal.py?#forms::genscan) para hacer una prediccion ted-
rica preliminar de sitios de splicing en la secuencia obtenida en referencia al
genoma de C. elegans. Los resultados se muestran en la Tabla 1 en compa-
racion con los obtenidos por comparacion ADN/ARN.
La Figura 6, muestra la organizacion gendomica de EgCLP1 madura.

Figura 5. Productos de amplificacién a partir de 1) ADNc obtenido a partir de ARN
extraido de quistes porcinos; 2) ADN gendmico de cepa cerdo (genotipo G7); 3) 100
pb 4) AHIND IIf,
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Tabla 1: Comparacion entre la prediccion de exones/intrones por bioinforméatica y por
alineamiento entre secuencias ADN/ARN obtenidas por amplificacién con primers para
cistein proteasa madura

Exon 1 ‘ Exon 2 Exon 3 Exon 4
Comparacion 4-79 138-359 1125-1285 1359-1554
ADN/ARN (76 nt) (222 nt) (161 nt) (196 nt)

GenScan 1.0

4-83 135-359 1123-1285 1352-1554
(80 nt) (225nt) (163 nt) (203nt)

\ ADN e

ARN maduro de 655 pb

Figura 6: Esquema de la organizacion de la porcién correspondiente a la proteina
madura del gen de Eg-CLP1.

El alineamiento de la secuencia genémica y de EQCLP1 por bl2seq
(BLAST) coincidio con los sitios predichos del analisis in silico de dnabaser.
Dichas secuencias tienen una identidad de 100%, el porcentaje de covera-
ge es de 41% y el e-value es de 4 e-120. La identidad y los e-value para los
exones 1-4 es de 99% con un e-value 7 e-38, 100% con un e-value 4 e-120,
100% con un e-value 1 e-85y 99% con un e-value 7 e-103 respectivamente.
Solamente en el exon 4 hay un Gap.

Geles de actividad

Se ensayaron diferentes condiciones para detectar la presencia de acti-
vidad proteolitica en el sonicado de protoescdlices y en los productos de
excrecion y secrecion de los co-cultivos y cultivos, para su posterior identifi-
cacion y caracterizacion por SDS-PAGE.

La cuantificacion proteica obtenida para el liquido hidatidico de origen
porcino del animal 1 (LP1) fue de 69.2 pg/ml, para el liquido hidatidico de ori-
gen porcino del animal 2 (LP2) 79.2 ug/ml, para el sonicado de protoescoélices
de origen porcino del animal 2 (SP2) 2.24 ug/mly para el liquido hidatidico de
origen bovino del animal 1 (LC1) 51 pg/ml.
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Se comparé el patrén electroforético del sobrenadante de PE con el
patron del liquido hidatidico, mediante un gel de poliacrilamida al 12.5%
(SDS-PAGE) en condiciones nativas. La comparacion de bandas por SDS-
PAGE, muestra la presencia una mezcla compleja de bandas en un rango
desde 11 KDa a 170 KDa en todas las muestras analizadas. Para el liquido
hidatidico las bandas mas predominantes fueron un complejo entre 57-60
KDa, que se corresponden con la movilidad electroforética del Antigeno 5
(Ag5) y con menor intensidad la bandas de 8-16 y 32 KDa correspondientes al
Antigeno B (AgB), ademas se observa bandas de alto peso molecular que se
corresponden con las inmunoglobulinas del hospedador. El patron obtenido
para LP2y SP2 es idéntico, excepto que difieren en la concentracion de cada
fraccion. La comparacion de bandas proteicas de la misma fuente proteica
(liquido hidatidico) obtenido de diferentes animales de una misma especie y
diferentes especies de hospedador muestra un patréon diferencial (datos no
mostrados).

Hasta el momento no se ha podido observar actividad proteolitica
(ausencia de coloracion debido a la incapacidad de degradar a la gelatina) en
las muestras y condiciones analizadas por geles de actividad.

Resultados de expresion de proteinas recombinantes

La figura 7 muestra los western-blot de las colonias recombinantes con
el fragmento amplificado con primers genéricos. Solamente la colonia 2
expreso la proteina fusionada con tiorredoxina con una masa molecular teéri-
ca de 67 KDa. El analisis de las secuencias de los plasmidos recombinantes
evidencio que hubo una insercién en la secuencia nucleotidica provocando
un corrimiento del marco de lectura, de manera que se produce un codon
stop previo a la expresion de las histidinas que se utilizan para purificar la
proteina recombinante. Impidiendo de esta forma la purificacion en columnas
de afinidad de Ni quelado.

Con respecto al fragmento amplificado que codifica la proteina madura,
se logro obtener colonias recombinantes pero estas no fueron viables en
las condiciones de cultivo a 37°C aun en varios ensayos realizados. En este
caso si bien se obtuvieron colonias que por PCR poseian el inserto, dichas
colonias no originaron cultivos viables. Se ensayo el crecimiento bacteriano a
30°C (condiciones de baja actividad proteolitica), pensando que tal vez algun
producto generado pudiera ser toxico para las mismas, sin éxito. Ademas se
realizé la clonacion varias veces, incluyendo controles para descartar causas
relacionadas con las bacterias competentes en si.
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Figura 7: Western-blot utilizando como anticuerpo primario anti-tiorredoxina. SI:
sin inducir, I: inducido. M: marker. C+: Control positivo. Los nimeros identifican
las colonias. La flecha azul indica la proteina de fusion recombinante..

Modelado por homologia

La alineacion entre la secuencia de la proteina que se usa como molde
para el modelado y la secuencia que se desea modelar es clave para obtener
un buen modelo a estudiar. Evidencias experimentales demuestran que a
partir de una identidad mayor al 40%, la prediccion de la estructura es con-
fiable.

La identificacion de la secuencia de EQCLP1m con templados de
estructuras muy similares mostré una identidad de 56% con e-value 2 e-85
y solamente 2 Gaps con la secuencia (3HWN_A) de Cathepsin L cadena A
madura de Homo sapiens, (cristalizada con Az13010160 como ligando) de
258 aa de longitud. La estructura fue analizada por difraccion de Rx con una
resolucién de (resolucion 2,5 A) usando Blast contra la base de datos curadas
de estructuras tridimensionales proteicas.

Por otra parte el programa Swiss-Model adjudico para la secuen-
cia aminoacidica traducida de EgCLP1 como mejor molde, la estructura de
1CS8A, también correspondiente a la pro-Cathepsin L de H. sapiens.

La figura 8 muestra el alineamiento multiple entre la secuencia pro-
teica de referencia de la Catepsina L de H. sapiens (PO7711) y la HWN-A.
Ademas, el alineamiento multiple permitié determinar la conservacion de la
triada catalitica (C, H y N), residuos funcionales de las Cathepsin L.

La figura 9 muestra el modelado de EgCLP1 por Swiss-Model.
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

3HWN. EPLFYEAPRSVDWREKGYVTPVKNQGQCGSCWAFSATGALE-
GQMFRKTGRLISLSEQNLV 60

PO7711. EPLFYEAPRSVDWREKGYVTPVKNQGQCGSCWAFSATGALE-
GQMFRKTGRLISLSEQNLYV 60

EgCLP1. RPTRMLVPDSIDWRKKGLVTPIKDQGDCGSCWAFSATGALE-
GQLKRKKGKLISLSEQQLYV 60

3HWN. DCSGPQGNEGCNGGLMDYAFQYVQDNGGLDSEESYPYEATEESC-
KYNPKYSVANDAGFVD 120

PO7711. DCSGPQGNEGCNGGLMDYAFQYVQDNGGLDSEESYPYEATEESC-
KYNPKYSVANDTGFVD 120

EgCLP1. DCSTDMGNEGCNGGYMNDAFRYWMQNG-AESESDYPYTAMDGKC-
KFNSSKVVTKVSKFVK 119

3HWN. IPKQ-EKALMKAVATVGPISVAIDAGHESFLFYKEGIYFEPDCSSED-
MDHGVLVVGYGFE 179

PO7711. IPKQ-EKALMKAVATVGPISVAIDAGHESFLFYKEGIYFEPDCSSED-
MDHGVLVVGYGFE 179

EgCLP1. VPKKREDQLKLSVAQVGPVSVAIDAASSGFMLYKKGIYQDNTCS-
QQYLDHAVLVVGY--- 176

3HWN. STESDNNKYWLVKNSWGEEWGMGGYVKMAKDRRNHCGIASAA
221

PO7711. STESDNNKYWLVKNSWGEEWGMGGYVKMAKDRRNHCGIASAA
221

EgCLP1. DADMAGQKYWIVKNSWGEDWGQRGYIWMARDKGNMCGIATMA

218

e akkkukkkkkkh.kk kk. Rkok. ok kkkk. ok

Figura 8. Alineamiento multiple entre: 3HWN secuencia proteica de la estructura cris-
talina de la cathepsina L de H. sapiens con Az13010160, PO7711 secuencia proteica
de la Cathepsina L1 de H. sapiens y EQCLP1 secuencia aminoacidica traducida de
cathepsina L de E. granulosus. Las flechas muestran la triada catalitica (C, Hy N).
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Figura 9. Modelo tridimensional de Eg-CLP1m obtenida por Swiss-Model. Se presen-
tan dos vistas con los aminoacidos de la triada catalitica identificados (Cys, Asn, Hys)
y su estructura molecular.

Cultivos de colageno

Con el objetivo de estandarizar un sistema de cultivo in vitro para ensa-
yar la interfase hospedador parasito y tratar luego de identificar en esta inter-
fase la accion de cistein proteasas parasitarias, se ensayaron distintas con-
diciones y configuraciones de cultivos mixtos de células con protoescodlices
y colageno.

Las observaciones mas relevantes fueron: en todas las configuraciones
los PE alcanzaron a vesicularizarse, aunque en la celda de PE sin células
fueron muy pocos los vesicularizados y los parasitos murieron al dia 12. En
general se observo que los PE de las configuraciones con células RH- pre-
sentaban un desarrollo mas tardio que con las células COS-7. En las confi-
guraciones PEout una menor proporcion de parasitos se vesicularizé y sus
tamafos resultaron menores que los parasitos de las configuraciones PEin,
donde los PE estaban en contacto directo con las células. Cronologicamente,
al primer dia se vio movilidad de los PE y vesicularizacién en todas las confi-
guraciones. Al dia 6 las configuraciones PEin con células COS-7 presentaron
zonas de aparente hidrdlisis de colageno (Figura 10A). Al dia 7 esas mismas
celdas presentaron “tuneles” en la capa superior de colageno (Figura 10B);
para la misma configuracion con células RH- los tuneles aparecieron en el
dia 12. Se observaron PE en el interior de algunos de estos “tuneles”. Se vio
que éstos no poseian ya ganchos, aunque conservaban las ventosas y el
rostelo.

Una vez completados estos experimentos se llevaron a cabo estudios
similares sin células, observandose también que los protoescolices atrave-
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saban las capas de colageno. Para estas placas de cultivo se usaron los mis-
mos espesores de colageno, pero una vez que se formé la capa inferior y se
dejé gelificar se colocaron los PE en buffer PBS. Se absorbié la mayor canti-
dad posible del buffer usando papel de filtro autoclavado durante 40 minutos.
Eliminada la mayor cantidad de liquido posible, se coloco la segunda capa
de colageno, cubriendo los PE en los casos en que corresponda. A los PE
en configuracién PEin se los colocé sobre la capa inferior de colageno de
1,25 mm de espesor. Estos cultivos se contaminaron al dia 5, pero de todas
formas se vio la presencia de tuneles y el movimiento de los PE a través del
colageno. En todos los casos se recolecté sobrenadante para evaluar en el
mismo la actividad proteasa.

Figura 10: A) Micrografia de configuracion PEin con células C)S-7¢ Las flechas
indican los limites de las zonas de probable hidrdlisis. B) Micrografia de la “boca” de
uno de los “tuneles”. La flecha muestra un gancho.

CONCLUSIONES

Este es el primer reporte de identificacion y caracterizacion de una cistei-
na proteasa a partir de protoescolices de E. granulosus (EQCLP1). El analisis
de los fragmentos amplificados demuestra que la secuencia corresponde a
la familia de la Catepsina C1 (PF00112), la triada catalitica esta conservada
y tiene similitud de secuencia con organismos relacionados, proviniendo de
un ancestro comun.
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La gendmica comparativa propone que a partir de los sitios conservados
de familias de proteinas se identifiquen en otros organismos, proteinas homo-
logas. Utilizando este enfoque se partio del disefio de primers genéricos que
amplifican cisteina proteasas de eucariotas. Posteriormente se emplearon
primers disefiados a partir de una proteasa madura en E. multilocularis.
En ambos casos a partir de ADNc se obtuvieron fragmentos, que pudieron
ser secuenciados. Con el segundo juego de primers se identific6 ademas
la estructura del gen, coincidiendo los resultados de secuenciacion con los
estudios de prediccion bioinformaticos. El conocimiento de la estructura géni-
ca, como asi también la ampliacién de la misma a regiones no estudiadas en
este trabajo, permitiria conocer aspectos de regulacion de la expresion (ver
mas abajo expresion estadio-especifica).

El fragmento que codifica a la probable proteina Eg-CLP1 segun el anali-
sis de filogenia divergié de un ancestro comun, junto con la proteina ortéloga
de Em-CLP1. Ambas se encuentran en un nodo separado de las proteinas
homodlogas del hombre y de hospedadores del parasito.

La expresion de la proteina recombinante no pudo realizarse con éxito
debido a que probablemente el producto generado, aun sin induccion, resul-
taria toxico para las bacterias. No contamos con cepas bacterianas alterna-
tivas, ni otros sistemas de clonacion para poder expresar el fragmento que
codifica la proteasa madura. Estas son acciones que se tomaran en el futuro
con el fin de conseguir la expresion recombinante. Por otra parte, para reali-
zar los estudios bioquimicos y funcionales es necesario obtener la proteina
completa y expresarla en un sistema eucariota como levaduras, ya que este
tipo de proteinas poseen modificaciones postraduccionales que estan direc-
tamente implicadas en la funcién bioldgica. Estamos actualmente desarro-
llando las herramientas para lograr esta expresion.

Si bien no se pudo identificar efectivamente a la proteasa en la interfase
hospedador-parasito, se disefié y probé por primera vez un sistema de cul-
tivo que emula un componente principal de la matriz extracelular, donde se
evidencio la migracion de protoescoélices. Esta migracién podria darse por
medios mecanicos, pero en algunas imagenes al microscopio parece haber
zonas de hidrdlisis de colageno alrededor del parasito. Si bien es necesario
contar con anticuerpos u otras herramientas para identificar la expresion de
la proteasa, el sistema disefiado permitiria evaluar in vitro la localizacién en
esta interfase hospedador-parasito.

La imposibilidad de expresar la cistein proteasa no permitié tampoco el
analisis de su actividad. Por otra parte, tampoco se envidencioé por geles de
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actividad, accion de enzimas proteoliticas en liquido hidatidico. Este resulta-
do coincide con los trabajos de protedmica de Monteiro y col. (2010) y Aziz
y col. (2011) donde no se identificé Catepsina L en el liquido hidatidico en
distintas especies de hospedadores. La identificacion de Catepsina B, enzi-
ma que interviene en mecanismos apoptoticos, se evidencio exclusivamente
en liquidos hidatidicos infértiles (ausencia de PE), lo que apoya la hipétesis
del incremento del stress celular y apoptosis como causa de su infertilidad
(Aziz y col. 2011). Este resultado junto con el hallazgo de ARN de Eg-CLP1
en protoescolices podria indicar una expresion estadio-especifica, siendo
probablemente expresada en las etapas previas o iniciales de formacion del
quiste y no detectable en etapas siguientes. La existencia de una regulacion
estadio-especifica fue probada para enzimas similares en otros parasitos
(Robinson y col., 2008)

El ensayo de inhibidores requiere contar con la proteina nativa o recom-
binante para realizar las pruebas in vitro. En este caso no fue posible por las
razones detalladas anteriormente. De todas formas, hoy estan disponibles
herramientas bioinformaticas que permiten modelar la proteina y su interac-
cién con diferentes ligandos, ya que la accion de estos esta directamente
vinculada a la estructura.

Resulta claro que aunque los resultados obtenidos en este trabajo son
preliminares y plantean la profundizacion de varios aspectos del conocimien-
to de la proteina identificada, representan un avance importante en el campo
de la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas, diagnosticas e inmuno-
profilacticas en el tratamiento y prevencion de la hidatidosis humana.
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RESUMEN

La contaminacion por Escherichia coli de fuentes de agua o de cursos
superficiales destinados a recreacion representa un riesgo para la salud
humana ante la posibilidad de la existencia de cepas patégenas de este
microorganismo. El objetivo del presente trabajo fue detectar la presencia de
E. coli diarreogénicas mediante el reconocimiento de sus factores de virulen-
cia a través de la técnica de PCR y determinar su distribucion en los diferen-
tes compartimentos acuaticos de la provincia del Chaco. Se estudiaron 305
muestras de agua a partir de las cuales se recuperaron 120 cepas de E. coli,
cada una de ellas procedentes de una fuente diferente. E. coli enteroagrega-
tiva fue el patotipo mas recuperado en todas las fuentes estudiadas.

INTRODUCCION

La contaminacién del agua y los alimentos es un problema comun y per-
sistente que amenaza la salud publica y es la principal causa de morbilidad
y mortalidad en el mundo entero. Las enfermedades diarreicas son respon-
sables de 1,8 millones de muertes al afo, principalmente en los paises en
vias de desarrollo. Los grandes asentamientos, la falta de tratamiento de los
efluentes urbanos e industriales degradan la calidad de los recursos hidricos,
superficiales y subterraneos, del mundo entero (Egli 2002; Ishii 2008).

Los patégenos bacterianos son considerados como una de las mayores
amenazas para las fuentes de agua, ante la creciente demanda en cantidad
y calidad de la misma. Es competencia de los laboratorios relacionados a la
salud publica la evaluacién y seguimiento de los cambios observados en los
ambientes acuaticos. Existe limitado conocimiento sobre los principios que
gobiernan su desarrollo y prevalencia; la correcta deteccion, identificacion y

[223]
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cuantificacién requiere la combinacion de los métodos clasicos y molecula-
res (Cotruvo 2004; Kong 2009).

Los recientes avances en las técnicas moleculares aplicadas a la detec-
cién de microorganismos, en la etapa de control del tratamiento de aguas,
permite asegurar la calidad y seguridad del agua de bebida. (Brettar 2008;
Clasen 2007)

La calidad microbiolégica del agua destinada al consumo humano es
evaluada mediante la deteccion y enumeracion de organismos indicadores
de contaminacion. El Codigo Alimentario Argentino establece como indica-
dores de calidad del agua destinada a consumo humano a los coliformes
totales, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Por otra parte la Sub-
secretaria de Recursos Hidricos de la Nacion establece como indicadores
de la calidad del agua destinada a contacto primario a Escherichia coli 'y
Enterococcus spp (CAA 1994).

La contaminacion de fuentes de agua o de cursos superficiales desti-
nados a recreacion por Escherichia coli representa un riesgo para la salud
humana ante la posibilidad que este germen se propague con otros microor-
ganismos patégenos o a la existencia de cepas patdgenas de este microorga-
nismo que se describen a continuacion (Baba 2006; Orsi 2007).

Es ampliamente reconocido que E. coli es causante de diferentes enfer-
medades humanas, sin embargo su rol como patégeno entérico se exacerbd
con la aparicion de E. coli O157H7 y su asociacion con colitis hemorragica y
sindrome urémico hemolitico (Nataro 1998).

Las cepas de E. coli causantes de enteritis se han clasificado en cinco
grupos principales, a los cuales se les agrega E. coli de adherencia difusa
(ECAD); cada uno de ellos engloba diferentes serotipos, genes y mecanismo
de accion. Asi, segun los genes de virulencia presentes en cada cepa, se
pueden clasificar en (Hunter 2003; Kaper 2004; Kuhnert 2000):

Escherichia coli enteropatéogena (ECEP) principal causa de diarrea en
nifios menores de dos afos.

Escherichia coli enteroinvasiva (ECEI) penetra en la célula intestinal y
causa seguidamente necrosis de la misma.

Escherichia coli enterotoxigénica (ECET) produce dos clases de ente-
rotoxinas: LT y ST y es causante de la diarrea del viajero y también afecta a
nifos mayores de dos afios en paises tropicales.

Escherichia coli enterohemorragica (ECEH) posiblemente resulta en uno
de los patégenos emergentes mas importantes de la ultima década, produce
diarrea sanguinolenta y en nifios puede causar SUH.
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Escherichia coli enteroagregativa (ECEAG) al igual que el patotipo ante-
rior es considerada un patégeno emergente, agente causal de brotes severos
de diarrea persistente en el mundo entero, tanto en la poblacion adulta como
en nifios y en paises desarrollados como en vias de desarrollo. Actualmente
se las reconoce también como agente etiolégico de brotes agudos y como
causales de diarrea en pacientes infectados con el VIH. Los brotes de dia-
rrea asociados a este microorganismo estan relacionados a la ingesta de ali-
mentos y agua contaminada (Harrington 2006; Huang 2006; Villaseca 2005).
Escherichia coli enteroagregativa engloba un grupo heterogéneo de genes
de virulencia, ya que se demostré que no existe una secuencia Unica presen-
tes en todos los aislamientos de este microorganismo (Elias 2002; Weintraub
2007). En 1987 el grupo de investigacion encabezado por Nataro realizan la
primera descripcion de estas cepas separando de esta manera ECEAg de
ECAD.

El objetivo del presente trabajo fue detectar la presencia de E. coli dia-
rreogénicas mediante el reconocimiento de sus factores de virulencia a tra-
vés de la técnica de PCR y detectar su distribucion en los diferentes compar-
timentos acuaticos de la provincia del Chaco.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras se tomaron en botellas estériles de 150-250 cm3 de capa-
cidad dejando un espacio aéreo para facilitar la homogeneizacién antes del
estudio. Las muestras a estudiar procedieron de la red, cisternas 6 tanques
de almacenamiento, fuentes profundas como pozos o perforaciones y fuen-
tes superficiales como rios 6 lagunas. Se mantuvieron refrigeradas hasta su
llegada al laboratorio donde se realiz6 su analisis. El mismo se llevo a cabo
siguiendo la técnica de presencia/ausencia, modificacion de la técnica de
tubos multiples, para lo cual se prepararon caldo tripticasa de soya modifica-
do con novobiocina y medio EC modificado, ambos a doble concentracion,
se los fraccioné en alicuotas de 50 ml en botellas que posteriormente se
esterilizaron en autoclave. Esta técnica brinda informacioén cualitativa sobre
la presencia o ausencia de microorganismos. Posteriormente, y de acuerdo a
la turbidez de la muestra, se procedié segun una de estas dos metodologias:

a) En aquellas muestras de turbidez apreciable se agregé igual volumen
de la muestra, previamente agitada, al medio de cultivo.
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b) Las muestras que no presentaron turbidez apreciable fueron filtradas
através de una membrana de 0,45 um de poro la que posteriormente se colo-
co6 en el recipiente que contenia el medio de cultivo estéril.

Una vez inoculadas las botellas con las muestras, se incubaron a tempe-
raturas de 35+0,5°C y se inspeccionaran a las 24 y 48 horas.

A partir de aquellas botellas donde se produjo desarrollo bacteriano, se
realizaron resiembras en placas de Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) y en
Agar Mac Conkey Sorbitol las que se incubaron a 35+0,5°C durante 24 horas
para la recuperacioén de E. coli.

Todos los aislamientos sospechosos fueron identificados mediante las
siguientes pruebas bioquimicas: produccion de SH2 y gas, utilizaciéon de glu-
cosa, lactosa, sacarosa y citrato, produccién de ureasa e indol, decarboxi-
lacién de aminoacidos, produccién de oxidasa y reaccién de ortonitrofenil-
galactopirandsido (ONPG), reaccion de Rojo de Metilo y Voges-Proskawer,
motilidad, produccién de fenilalaninadesaminasay prueba de sorbitol en tubo.

Las cepas bioquimicamente identificadas como E. coli se sometieron a
amplificacion mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utili-
zando el método de PCR muiltiple. Se utilizaron 6 pares de iniciadores que
detectan 6 genes codificantes de factores de virulencia, lo cuales correspon-
den a cinco tipos patogénicos: E. coli Enterotoxigénica —ECET (elt y est), E.
coli Enteropatégena — ECEP (eae), E. coli Enterohemorragica — ECEH (eae 'y
stx), E. coli Enteroinvasiva — ECEI (ijpaH), E. coli Enteroagregativa — ECEAg
(aggR). Se incluyeron cepas control cony sin factores de patogenicidad sumi-
nistradas por el personal del Servicio de Fisiopatogenia del INEI — ANLIS
“Dr. Carlos G. Malbran”. Para el desarrollo del presente trabajo se utilizé un
protocolo descrito previamente (Toma 2003). La electroforesis se realizé en
gel de agarosa al 2,5%, posteriormente los geles se colorearon con bromuro
de etidio y se tomd registro fotografico bajo luz UV. El andlisis de las bandas
se realizé con el programa UVI Pro. (APHA 1992; OMS 1995; Toma 2003).

DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente trabajo se estudiaron 305 muestras de agua de la provin-
cia del Chaco a partir de las cuales se recuperaron 120 cepas de Escherichia
coli, cada una de ellas procedentes de una fuente diferente. En el gréafico 1 se
presenta el porcentaje de los genes de virulencia recuperados.
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Porcentaje de genes de virulencia de Eschericliia coli en
ambientes acuaticos

1

Genes de virulencia

@ ipaH W eze W elt O est @ stx O aggR

A partir de las fuentes superficiales estudiadas se recuperaron 73 cepas
de este microorganismo; siendo 55 de ellas (75%) negativas para todos los
genes de virulencia estudiados, en tanto que en 18 aislamientos (25%) se
detectaron los siguientes genes: una cepa (1,4%) presento el gen eae corres-
pondiéndose al patotipo de ECEP, 2 cepas (2,7%) fueron identificadas como
ECET ya que se detectd el gen elt. Finalmente en 15 de los aislamientos
(20,5%) se detectd en la presencia del gen aggR de ECEAg, constituyéndose
en el patotipo mas frecuente en esta clase de fuente de agua.

En las fuentes subterraneas estudiadas se recuperaron 19 cepas de E.
coli; de ellas 12 (63,1%) fueron negativas para los genes estudiados. Al igual
que en el caso anterior, en las fuentes subterraneas, el patotipo mas frecuen-
te fue ECEAg recuperandose 6 cepas (31,6%) portadoras del gen aggR. En
esta fuente de agua también se recuperé una cepa (5,3%) portadora del gen
eae correspondiéndose al patotipo de ECEP.

En los estudios que se realizaron de las muestras de bajadas de tanque
y de red se recuperaron 19 cepas; de ellas 15 (79%) no presentaron ninguno
de los genes de virulencia estudiados, en tanto que 4 (21%) fueron positivas
para el gen aggR, que se corresponde con el patotipo de ECEAg. A diferencia
del trabajo de Ram y col., en esta clase de muestras no se detectaron cepas
portadoras del gen stx (Ram 2008).
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Finalmente se recuperaron 9 cepas de natatorios, de ellas 6 (66,7 %) fue-
ron negativas y 3 (33,3%) fueron positivas e identificadas como ECEAg.

E. coli Enteroagregativa fue el patotipo que se recuperd con mayor fre-
cuencia en todas las fuentes de agua estudiadas. Se caracteriza por su gran
variabilidad genética, lo que lleva a que no exista un gen comun presente
en todas las cepas de este germen dificultando su diagnéstico, por ello, el
porcentaje presente en el ambiente podria ser ain mayor desde el momento
que en este estudio s6lo se analizé uno de los genes de virulencia. En virtud
de los resultados se considera a este patdgeno como emergente, coinciden-
temente con otros autores, al tiempo que se requiere ampliar los estudios
evaluando a los otros genes de virulencia (Bouzari 2005; Cerna 2003; Huang
2007).

En el grafico 2 se presentan los porcentajes encontrados de ECEAg
segun fuente de agua estudiada.

Distribucion de ECEAg por fuente de agua

0250%

03%

m12,50%

m5,00%

@ Superficial @ Subterranea O Bajada tanque/red O Natatorios

En el presente trabajo se detectd un 1,4 % de cepas, recuperadas de
fuentes superficiales, portadoras del gen eae y compatible con ECEP y no
se detectaron cepas portadoras del gen stx. El resultado obtenido es concor-
dante a los trabajos de Ishii y cols (Ishii 2007) y Lauber y cols (Lauber 2003)
quienes también determinaron que es mas frecuente el aislamiento de cepas
de EPEC en el ambiente, situacién posiblemente determinada por el mayor
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namero de reservorios animales.

En ninguna de las fuentes estudiadas se detecté el gen indicador de E.
coli Enteroinvasiva (ipaH), si bien en la bibliografia esta descripta estarutay
la de los alimentos como las principales vias de exposicién de estas cepas,
su aparicion esta relacionada a brotes y casos esporadicos (Kuhnert 2000).

En el presente estudio se detectd una cepa de E. coli portadora el gen
eae, clasificada en el presente estudio como ECEP, y 6 con el gen aggR
(ECEAQ) en las muestras de fuentes subterraneas. La presencia de las mis-
mas es un factor que podria contribuir al incremento de los casos de gas-
troenteritis, particularmente en la poblacion pediatrica, que consume la mis-
ma sin previo tratamiento (Rogan 2009; Strauss 2001).

En 2 de las 73 muestras de agua superficial (2,7%) se detecto la presen-
cia del gen elt correspondiente a ECET, si bien este porcentaje es inferior al
30% determinado por el grupo de Begum y cols (Begun 2007) esta acorde a
la bibliografia que indica al agua como una de las principales vias de expo-
sicion de este patotipo (Kaper 2004). Durante mucho tiempo se considerd
que este microorganismo tenia una corta sobrevida fuera del huésped, pero
recientes estudios demuestran que la presencia de nutrientes y las calidas
temperaturas reinantes en climas subtropicales, como el de la Provincia del
Chaco, le permitirian en una mayor sobrevida en el ambiente, con el riesgo
sanitario que ello implica (Ishii 2007; Winfield 2003).

CONCLUSIONES

La deteccidn de Escherichia coli en fuentes de agua requiere particular
atencion. Sibien la presencia de cepas no patogénicas son un claro indicador
de mala higiene, las cepas portadoras de genes de virulencia representan
una amenaza a la salud publica; principalmente, a la luz de los presentes
resultados, en muestras de natatorios, bajada de tanque y red constituyen
un riesgo para la salud de la poblacién expuesta debiéndose incrementar
los controles de la integridad del sistema de distribucion del agua como asi
también la calidad del agua del natatorio.

Las técnicas moleculares se presentan como una nueva herramienta, a
implementar en el control de microorganismos patégenos, para asegurar la
calidad y seguridad del agua destinada al consumo humano y poder determi-
nar la presencia de patégenos emergentes no detectables por los indicado-
res vigentes actualmente en nuestro pais.
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Finalmente, los resultados obtenidos en el presente trabajo evidencian
que las diferentes fuentes de agua de la Provincia del Chaco podrian actuar
como reservorios de ECEAg, patdgeno emergente en el mundo entero.

SUMMARY

The contamination of water sources or surface watercourses for recre-
ational uses by Escherichia coli represents a risk to human health due to
the possible existence of pathogenic strains of this organism. The aim of this
study was to detect the presence of diarrheagenic E. coli through recognition
of their virulence factors by PCR and determine its distribution in the different
aquatic compartments of the province of Chaco. We studied 305 samples of
water from which 120 strains of E. coli were recovered from different sources.
Enteroaggre-gative E. coli was the most frequently recovered pathotype in all
sources studied.
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RESUMEN

Introduccion: La infeccién con Helicobacter pylori (H. pylori) esta asocia-
da con el desarrollo de diferentes enfermedades gastroduodenales. Varios
genes de virulencia de H. pylori se han relacionado con mayor riesgo de
enfermedad gastrica. Los 3 principales factores de virulencia son la toxina
vacuolizante (VacA), el gen de la citotoxina asociada al producto (CagA) y la
proteina de adhesién (babA?2).Debido a la diversidad geografica de preva-
lencia de H. pyloriy sus factores de virulencia, el objetivo de este trabajo fue
detectar estos genotipos de H. pylori en muestras de biopsia gastrica en una
poblacion adulta, a través de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Métodos: H. pylori fue identificado en biopsias gastricas por PCR.
Los genes vacA, cagA y babA2 fueron detectados por PCR multiplex.
Resultados:LabiopsiaH. pyloripositivosfueron 17 (34 %).LascepasdeH. pylori
quefuerongenotiposvacA+70,60%;cagA+52%ynosehallarongenesbabA2+.
Conclusion: Estos resultados muestran la eficacia de la PCR en el diagnos-
tico y genotipificacion de cepas de H. pylori en pacientes de nuestra region
que padecen gastropatias. Demostrando por primera vez en infeccién por H.
pylori de genotipos de alta virulencia cagA y vacA en nuestra poblacion.

INTRODUCCION

Helicobacter pylori es un bacilo gramnegativo microaerdfilo que coloniza
la mucosa gastrica de humanos'2. La infeccidn con esta bacteria ocurre en
todo el mundo y la prevalencia varia segun la region geografica, lo que se ha
asociado con el nivel socio-econdmico de la poblacion3. En los paises en vias
de desarrollo, la prevalencia de la infeccidn alcanza ~80% y la mayoria de las

[233]



234 Anales 2008-2010

personas adquiere la infeccién a temprana edad45.

La evolucién clinica de la infeccion es muy variable y depende de fac-
tores ambientales y del hospedero, asi como de factores de virulencia de la
bacteria, los cuales pueden llegar a ser importantes en el desarrollo diferen-
cial de las patologias gastroduodenales 3.6.7. Inicialmente la infecciéon aguda
puede inducir gastritis crénica no atréfica que eventualmente progresa hacia
gastritis crénica atrdfica, Ulcera péptica, metaplasia intestinal, displasia y car-
cinoma gastrico o hacia linfoma tipo MALT 3.4.

Varios genes de H. pylori se han asociado con virulencia y mayor riesgo
de enfermedad gastrica grave, en particular se han estudiado genes relacio-
nados con la produccion de citotoxina bacteriana, la induccién de citocinas
proinflamatorias y la adhesion de la bacteria al epitelio8.El gen vacA codifica
la citotoxina vacuolizante vacA; esta presente en todas las cepas de H. pylori;
las cepas que portan el tipo vacA s1 son mas virulentas, tienen mayor activi-
dad citotdxica y se asocian con mayor actividad citotdxica y se asocian con
mayor riesgo de Ulcera péptica, gastritis atréfica y cancer®.El gen asociado a
la citotoxina (cagA) es un marcador de la presencia de un islote de patogenici-
dad (cag PAI) de 40 kb; las cepas cagA positivas se asocian con mayor riesgo
de Ulcera péptica, gastritis atrofica y cancer19.El gen babA2 que codifica una
adhesina BabA2 que se une a antigenos Lewis b de alta expresién en epite-
lio gastrico, se asocia con mayor riesgo de Ulcera péptica, adenocarcinoma
gastrico distal y gastritis con alto grado de actividad se han reportado también
variaciones en la prevalencia de cepas babA2 positivas entre los paises occi-
dentales y asiaticos’".

El propdsito del este estudio fue detectar la presencia de Helicobacter
pylori en muestras de biopsias gastricas en una poblacion adulta a través
de la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y detectar los
genotipos especificos (cagA, vacA, babA2 que presentan mayor potencial
carcinogeénico, en pacientes que concurren al servicio de gastroenterologia
del hospital Dr. Julio C. Perrando de Resistencia, Chaco.

Materiales y métodos

Se incluyeron en el estudio 50 pacientes que asistieron al servicio de
gastroenterologia del hospital Dr. Julio Perrando de la ciudad de Resistencia,
Provincia del Chaco, Argentina, entre los meses de marzo de 2009 y mayo
de 2010. Todos los individuos que participaron, presentaban un cuadro de
dispepsia, se les habia indicado la realizacion de una endoscopia alta y firma-
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ron el consentimiento informado. Se excluyeron pacientes con enfermedades
cardiovasculares y respiratorias, y aquellos que hubieran recibido antiacido
12 horas antes del procedimiento, bloqueadores de la bomba de protones
y H2 quince dias antes de la endoscopia y antimicrobianos durante los tres
meses previos a la toma de la muestra. El protocolo de trabajo fue aprobado
por el Comité de Etica de la institucién participante.

Durante el procedimiento endoscépico, el médico gastroenterélogo tomo
una biopsia del antro gastrico, destinado a la realizacién de las pruebas mole-
culares y 4 a 6 biopsias para la realizacién del estudio por biologia molecular.

Extraccién de ADN a partir de la biopsia de antro gastrico, usando el kit
Aqua Pure Genomic DNA de (Bio-Rad®) '2de acuerdo con las indicaciones
del fabricante.

Tipificacién de factores de virulencia

La determinacion de los genotipos de H. pylori se baso en la amplifica-
cién de los genes vacA, cagA, babA2 mediante PCR, de acuerdo con los
protocolos descriptos previamente’2.13.Los iniciadores para la amplificacion
de estos genes se presentan en el cuadro1. Cada reaccion de PCR contenia
solucién tampén PCR (Tris HCI 20 nM pH 8,4, KCI 50mM, MgCI22,5 Mm,
0,2Mm de cada desoxinucledétido (ANTPs) y 0,625 U de Taq DNA polimerasa
(Gibco BLR) en un volumen final de 25 pl y de 1 a 2(] yl de ADN gendmico.
Para la amplificacion del gen babA2 se realizé una desnaturalizacion inicial
de 4 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de: 1 minuto a 94°C, 1 minuto a
50°C y 1 minuto a 72°C, con un paso final de extension de 4 minutos de 72°C.
Las condiciones de PCR para los alelos s1/s2, m1y m2 del gen vacA y para
el gen cagA, se baso en protocolos descriptos previamente'4.Se amplificd un
fragmento de 820 pb del gen UreC para confirmar la calidad del ADN extraido
para amplificar los fragmentos largos's.En los aislamientos en los que no se
observo una sefal clara de amplificacion de este gen no se tipificaron el gen
babA2 puesto que para este gen el producto esperado es de 800 pb.

Visualizacion y analisis de los productos de amplificacion. Los produc-
tos de amplificacion -fueron separados mediante electroforesis en geles de
agarosa. La deteccion y visualizacion se realizé con bromuro de etidio bajo
luz UV, en un sistema de documentacion de geles ChemiDoc system XRS
de BioRad®. Para el procesamiento y analisis de las imagenes se utiliz el
programa Quantity One de BioRad®.
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Analisis estadisticos. Para el analisis estadistico se empleo el programa
Excel de Window XP. Se consideré estadisticamente significativa una proba-
bilidad (p) < 0,05.

RESULTADOS

Se analizaron biopsias gastricas provenientes de 50 pacientes, 25
hombres y 25 mujeres, con edad promedio de 41 afios. La presencia de H.
pylori se detecté en 17 de las 50 muestras de biopsias endoscopicas gas-
tricas analizadas (34%) por medio de la amplificacion de un fragmento del
gen 16S ADNr especie-especifico. Acoplada a esta reaccion de PCR, se
realizd la deteccion del factor de virulencia BabA2, mediante la amplificacion
de un fragmento del gen babA2; el producto esperado de esta reacciéon no
fue observado en muestras H. pylori positivas; los genotipos hallados fueron
vacA + 70,60 %; cagA + 52 %.

Teniendo en cuenta que se ha reportado la existencia de factores inhibi-
dores de la PCR en biopsias gastricas, se realizé la amplificacion del gen de
la IL-1B humana con el fin de descartar falsos negativos. El producto espera-
do de esta reaccion se encontré presente en todas las muestras analizadas,
lo que indica la ausencia de factores inhibidores.

Los valores de p siempre fueron mayores a 0,05.

DISCUSION

El diagndstico de la infeccion por H. pylori es de gran importancia, dado
que su presencia ha sido asociada con el desarrollo de algunas enfermeda-
des gastroduodenales?5.16.17. Existen diferentes pruebas para diagnosticar la
infeccion por H. pylori, cada una de ellas con ventajas y desventajas’8. Los
métodos de deteccion se han dividido tradicionalmente en métodos invasores
y no invasores, segun si requieren o no de una endoscopia con toma de biop-
sial6.17. La reaccion de PCR permite confirmar el diagndstico de la infeccion,
mediante la deteccién y amplificacion de un fragmento de ADN especifico
de H. pylori'6.17. Dada la especificidad de los iniciadores y la capacidad de
la técnica de amplificar exponencialmente el ADN blanco presente en una
muestra, se ha reportado que presenta una alta especificidad y sensibilidad,
ofreciendo un diagnostico rapido y confiable de la infeccion, que es de gran
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utilidad en la deteccion de microorganismos de dificil cultivo como es el caso
del H. pylori. Adicionalmente, la aplicacion de esta técnica se extiende a la
deteccion de factores genéticos responsables de la virulencia y en la eva-
luacion de mutaciones especificas asociadas a la resistencia a antimicrobia-
nos19.20,

En este estudio se observo una prevalencia del 34% de infeccion por H.
pylori mediante la aplicacion de la técnica de PCR para la amplificacion de
un fragmento del gen 16S ADNr de H. pylori; su prevalencia a nivel mundial
es de 30 a 50%, y existe una relacién inversa entre el grado de infeccion con
esta bacteria y el nivel socioecondmico de la region, este hallazgo coincide
con lo reportado por otros autores?1.22, El 70,60% de las cepas de H. pylori
fueron positivos para el gen vacA, en nuestro estudio; estas cepas bacterianas
vacA + expresan la citotoxina vacA, capaz de causar injuria celular gastrica
in vitro e in vivo y el 52% de las cepas de H. pylori resultaron positivas para el
gen cagA, el cual esta asociado a un mayor grado de severidad de gastritis,
dafo epitelial superficial, Ulcera duodenal, metaplasia intestinal y atrofia de la
mucosa gastrica23. La prevalencia reportada en otros estudios de América del
Sur es similar a la hallada en este estudio?4 y en los paises asiaticos?5. El gen
babA2, participa en la adhesion de H. pylori a los antigenos Leb en humanos
las células epiteliales gastricas, este gen no fue hallado en nuestro estudio,
la frecuencia de este gen varia en los paises de América latina26, ademas es
importante sefalar que la deteccidn por PCR de babA2 de H. pylorino siempre
se correlaciona con sus propiedades adhesivas y, por el contrario, el fracaso
para detectar babA2 por PCR no significa que la cepa es no adherentes, ya que
hay una considerable variacion alélica en babA2 gen27-29,

La asociacion de genes cagA y vacA observado en nuestro estudio
fue del 52,94%, este hallazgo es importante pues los genotipos cagA(+) y
vacA(s1/m1) se asociacion con incremento del riesgo para desarrollar ulcera
péptica, lesiones precursoras e inclusive cancer gastrico30.Por lo tanto, la
identificacion de los genes vacA y cagA permite identificar las cepas con
mayor virulencia y por tanto asociadas con cuadros clinicos mas severos. En
este sentido, estudios de genotipificacion del microorganismo, asi como la
caracterizacion de factores genéticos del hospedero, en pacientes con pato-
logias gastricas leves e infeccion activa por H. pylori son de gran importan-
cia dado que un porcentaje significativo podrian desarrollar alguna patologia
gastroduodenal de mayor gravedad.
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CONCLUSION

Estos resultados muestran la eficacia de la PCR en el diagnéstico y
genotipificacion de cepas de H. pylori en pacientes de nuestra region que
padecen gastropatias. Demostrando por primera vez en infeccion por H. pylo-
ri de genotipos de alta virulencia cagA y vacA en nuestra poblacion.

ABSTRACT

Background: Helicobacter pylori has been strongly associated with chronic
gastritis, peptic and duodenal ulcers, and it is a risk factor for gastric cancer.
Three major virulence factors of H. pylori have been described: the vacuolating
toxin (VacA), the cytotoxin-associated gene product (CagA) and the adhesion
protein BabA2. Since considerable geographic diversity in the prevalence of H.
pylori virulence factors has been reported, the aim of this work was to establish
the H. pylori and vacA, cagA and babA2 gene in adult patients, the aim of this
work was to detect these genotypes of H. pylori in samples of gastric biopsy in
an adult population, across chain reaction of the polymerase (PCR).

Methods: H. pylori was identified in gastric biopsies by nested PCR.
vacA, cagA and babA2 genes were detected by multiplex PCR.

Results: The biopsy H. pylori positive were 17 (34%). The strains of H. pylo-
ri vacA genotypes were 70.60% +, cagA + 52% and found no genes babA2 +.
Conclusion: These results show the effectiveness of PCR in the diagnosis
and genotyping of strains of H. pylori in patients in our region that have gas-
tropathy. Demonstrating for the first time in infection by H.pylori High virulence
genotypes vacA and cagA in our population.
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SINDROME UREMICO HEMOLITICO: RELEVAMIENTO
SEROEPIDEMIOLOGICO DE ANTICUERPOS ANTI-
ESCHERICHIA COLI 0157 PRODUCTOR DE TOXINA SHIGA, EN
DIFERENTES GRUPOS POBLACIONALES.

Elizabeth Miliwebsky, Isabel Chinen, Marta Rivas
Servicio Fisiopatogenia, Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas-ANLIS “Dr.
Carlos G. Malbran

INTRODUCCION

Las principales estrategias de virulencia de Escherichia coli productor de
toxina Shiga (STEC) son la habilidad de colonizar el intestino y la produccion
de toxina Shiga (Stx). Sin embargo, la respuesta inmune inducida por STEC
esta poco estudiada. Los anticuerpos con caracteristicas protectoras induci-
dos por STEC, deben inhibir la colonizacion intestinal y/o neutralizar a la Stx
antes que esta alcance las células blanco y se desarrolle una enfermedad
severa como el sindrome urémico hemolitico (SUH). Desde el punto de vista
epidemioldgico, el hecho de que la edad de mayor incidencia de infeccion por
STEC y sus complicaciones severas como el SUH ocurra en nifios menores
de 10 afos, sugiere un probable aumento de la inmunidad a lo largo de los
anos. Desde el punto de vista clinico, la baja frecuencia de re-infecciones con
STEC, asi como la rara ocurrencia de un segundo episodio de SUH puede ser
una evidencia de una eficiente respuesta inmunoldgica y con capacidad pro-
tectora contra Stx. En nuestro pais, a pesar de la alta incidencia de SUH, hay
muy pocos estudios sobre el porcentaje de individuos sanos que presentan
anticuerpos anti-LPS de STEC y/o anti-Stx y/o anti-proteinas de adherencia.
Existen distintos métodos para determinar anticuerpos con diferentes espe-
cificidad, sensibilidad y complejidad (1; 2). Entre ellos, se pueden citar los
ensayos en cultivos celulares para medir anticuerpos neutralizantes anti-Stx,
enzimoinmunoensayos para la deteccion de anticuerpos anti-LPS y protei-
nas secretadas, el Western Blot para la deteccién de anticuerpos anti-LPS,
anti-Stx, anti-enterohemolisina, anti-flagelo y anti- proteinas de membrana
externa. El desarrollo de técnicas serologicas permitiria contar con herra-
mientas diagnosticas para establecer la infeccion por STEC en pacientes con
enfermedad severa principalmente cuando el patégeno no puede ser detec-
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tado, y para evaluar grupos susceptibles a la infeccion por STEC. Brindaria
ademas importantes aportes en la identificacion de grupos de riesgo para
establecer estrategias de prevencion y control, asi como también informacion
para la seleccion de proteinas inmunogénicas para ser utilizadas en férmulas
vacunales.

OBJETIVOS

1. Desarrollar las metodologias de ELISA y Western Blot para la detec-
cion de anticuerpos anti-E. coli O157 (anti-Lipolisacarido 0157, anti-Stx
y anti-proteinas que intervienen en la adherencia al epitelio intestinal), en
sueros de origen humano.

2. Seleccionar la técnica seroldgica cuyas caracteristicas de sensibilidad y
especificidad permitan utilizarla como parte de la metodologia diagnés-
tica en ausencia del aislamiento del patégeno.

3. Detectar proteinas generadoras de inmunidad protectora capaces de ser
utilizadas como probables inmundgenos.

MATERIALES Y METODOS

ELISA para la deteccidén de anticuerpos anti- LipopolisacaridoO157
(LPSO157)

El desarrollo del ELISA se fundamento en los protocolos descriptos por
Chart (3), Guth (4) y Thirumalapura (5). Se definieron las siguientes etapas:
Sensibilizacion del soporte con LPSO157; incorporacion de la muestra (suero
del paciente); incorporacion de anticuerpo anti-IgG humano conjugado con
peroxidasa; incorporacion del sustrato; y lectura de absorbancia a 450 nm.
Para cada etapa se evaluaron las concentraciones de los reactivos y los para-
metros de temperatura y tiempos de incubacién. Se trabajo en la preparacion
de un pool de sueros positivos y de un pool de sueros negativos, para ser
utilizados como suero control positivo y negativo, respectivamente. Se utiliza-
ron placas de polyestireno (Nunc polysorp) de 96 hoyos, LPSO157 comercial
(List Biological Laboratorios INC, USA), y anticuerpos anti-human conjuga-
dos con peroxidasa (Chemicon International, USA). Se realizé la calibracion
de micropipetas y se estandarizoé la forma de lavado manual. Con el objetivo
de ajustar la absorbancia correspondiente al punto de corte de lectura se
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procesaron un total de 59 sueros de individuos con infeccion por E. coli 0157
y 83 sueros negativos.

Western Blot (WB) para la deteccién de anticuerpos anti-LPSO157

El desarrollo del WB se fundamento en el protocolo descripto por Towbin
(6) con modificaciones. Muestras de LPSO157 de diferentes concentraciones
(1, 0,5y 0,1 mg/ml) fueron hervidas a 70°C y 100°C por 30 min. Se realizd
la siembra y la electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS
(SDS-PAGE). EI LPS se transfiri6 a membrana de nitrocelulosa. Se realizo
el bloqueo y lavado de la membrana transferida. El suero diluido 1/100 en
PBS-BSA 0,1% Tween 0,05% fue incubado con la membrana por 2 h a tempe-
ratura ambiente (Ta). Se agregd el conjugado IgG de cabra anti-lgG humano
1/1000, por 1 h a Ta. La membrana se reveld con Diamino bencidina tetrahi-
droclorato (DAB) (Sigma Chemical CO.) y H,0,. Se tomd como resultado
positivo la aparicion de patrones de banda de color. Se ensayo el protocolo
con un suero proveniente de un individuo con infeccién por E. coli O157.

Preparacion y purificacion de Stx

El procedimiento de purificacion se fundamento en los protocolos previa-
mente descriptos por Head (7) y por Ishikawa (8), con modificaciones. Para la
obtencion de toxina se trabajé con la cepa de E. coli DH5a transformada con
el plasmido conteniendo el inserto para Stx2, gentilmente cedida por la Dra.
Ibarra (Catedra de Fisiologia, Facultad de Medicina, UBA). Un subcultivo (1/50)
de una colonia E. coli DH5a /Stx2 se sembro en caldo Luria mas ampicilina
(100 ug /ml). Luego de la incubacion a 37°C por 18 h y centrifugacion, se preci-
pitaron las proteinas del sobrenadante con SO,NH, (60%). El pellet resuspen-
dido se dializé6 por membrana de 3,500 MWCO. Se utilizé polietilenglicol para
concentrar el liquido dializado. El ensayo de neutralizacion citotoxica en células
Vero con anticuerpos monoclonales anti-Stx2 (MAbC5BB12) se realizé para
confirmar la extraccion de Stx2, mientras que el titulo de toxina se determind
realizando diluciones al medio del extracto y siembra en microplaca con célu-
las Vero. Luego de la incubacion a 37°C por 72 h en estufa con 5% de CO, se
determiné el titulo de Stx2 como la inversa de la dilucion mas alta que presentd
destruccion en el 50% de la monocapa (CD50) (9).

Western Blot para la deteccion de anticuerpos anti-Stx
El desarrollo del WB se fundamenté en el protocolo descripto por Lud-
wing y col. (2) con modificaciones. Se realizé SDS-PAGE del extracto de
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toxina. La transferencia a la membrana de difluoruro de polivinilidina (PVDF)
(Bio-Rad Laboratories, Calif. USA) se realiz6é a 20 V por 18 h. Luego del blo-
queoy los lavados, cada uno de los cortes realizados a la membrana o “strips”
fue incubado con una muestra de suero diluido 1:100 en buffer Tris 50mmol/L;
pH 7.4 con 5% de suero de cabra (SC) y 5% de leche descremada (LD) a 4°C
durante 18 h. Después de los lavados, los strips fueron incubados con el anti-
cuerpo anti-humano IgG conjugado con peroxidada diluido 1:10000 en buffer
50mmol/L; pH 7.4 con 3% de SCy 3% de LD a 37°C durante 1 h. Luego de
los lavados se reveld la unién del anticuerpo humano anti-Stx con el anticuer-
po anti-humano conjugado con peroxidasa por quimioluminiscencia en placa
radiografica (AGFA X-Ray Film). Se procesaron 2 sueros de pacientes con
infeccidon por STEC Stx2 y un suero de un individuo no infectado por STEC.

Western Blot para la deteccion de anticuerpos anti-proteinas
involucradas en la adherencia de STEC al epitelio intestinal: Int280y
y EspA (proteinas estructurales de membrana externa) y TccP, Tir y
Map (proteinas efectoras)

Este ensayo fue desarrollado segun lo descripto por Towbin y col. (6) con
modificaciones. Las membranas de nitrocelulosa transferidas con las protei-
nas recombinantes TCCP, Tir, EspA, Map, e Int280y fueron cedidas por el Dr.
Frankel (Division de Biologia celular y molecular Colegio Imperial de Londres,
Inglaterra). Luego del bloqueo y los lavados, cada uno de los strips fueron
incubados con un suero diluido 1:300 en buffer PBS 0,1% pH 7.3 con 5% de
LDy 0,1% Tween 20 a Ta, con agitacion durante 2 h. Después de los lavados,
los strips fueron incubados con el anticuerpo anti-humano IgG conjugado con
peroxidada diluido 1:7.500 en buffer PBS-0.1% Tween 20 y con 0,1% de DA a
Ta durante 2 h. La membrana se revel6 con DAB y H,0,. Un suero fue conside-
rado reactivo si se detectaba una de las bandas correspondiente a una de las
proteinas estudiadas. Cada suero positivo fue considerado con 1+, 2+ y 3+ de
acuerdo a la intensidad de la banda. Se procesaron 24 sueros de pacientes con
infeccion por E. coli 0157 y 12 sueros de individuos no infectados por STEC.

RESULTADOS

ELISA para la deteccion de anticuerpos anti-LPSO157
Para evaluar la concentracion del antigeno LPSO157 a fijar en las placas
se definié como parametro fijo el anticuerpo de cabra anti-humano conjugado
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con peroxidasa. Mediante este ensayo, se evalué en los pocillos utilizados
como blanco de antigeno, el efecto “background” debido al pegado inespe-
cifico de anticuerpos (sueros control +y/o -) y del conjugado a las proteinas
que quedan adheridas en los pocillos en la etapa de bloqueo y cuyo valor de
OD,50nm Promedio obtenido fue < 0.08, tanto al evaluar el suero control (+)
como el suero control (-). Asimismo, en los pocillos sin suero control (+) y/o
(-), se evaluo el efecto “background” que se genera por pegado inespecifi-
co del conjugado, obteniéndose valores de OD 54, < 0.064. La concentra-
cion seleccionada a ser utilizada en el protocolo estandarizado fue de 2ug
LPSO157/ pocillo. Con el suero control positivo se evaluaron las curvas gene-
radas al trabajar con diluciones seriadas a fin de seleccionar la curva sigmoi-
dea de mayor pendiente lo que permitié establecer el punto de corte para una
lectura 6ptima. El parametro fijo para esta determinacion fue el conjugado,
y los parametros variables fueron el suero control positivo y el antigeno. Se
observoé que el punto de corte dptimo se obtuvo utilizando 2ug LPS O157/
pocillo y una dilucién de suero control 1:400.

Protocolo definitivo

Sensibilizar las placas con 200 pl/hoyo del LPS (10ug/ml) diluido en
buffer carbonato, pH 9.6, a 4°C durante 18 h.

Retirar la solucion del LPS y bloquear la placa con BSA al 2% en buffer
PBS 1X Ta durante 1 h.

Realizar 3 lavados con Tween 20 al 0.05% en buffer PBS 1X

Agregar 100 pl/hoyo de diluciones seriadas al 2 partiendo de una dilu-
cion inicial de 1/20 del suero del paciente (de la linea A a la H) en buffer PBS
1X con Tween 20 al 0.05% y 0.5% de BSA. Incubar a Ta durante 1 h.

Realizar 3 lavados con Tween 20 al 0.05% en buffer PBS 1X

Agregar 100 pl/hoyo del antisuero anti-human conjugado con peroxidasa
diluido 1:1000 en PBS 1X con 0.05% de Tween 20y 0.1% de BSA. Incubar a
Ta durante 1 h.

Realizar 3 lavados con Tween 20 al 0.05% en buffer PBS 1X.

Agregar 100 pl/hoyo del sustrato (10 ml buffer citrato pH 4.5, 10 mg de
OPD, 10 pl H,0, 30 vol). Incubar a Ta en ausencia de luz por 10 min.

Leer en espectrofotdmetro a 450 nm.

Luego de realizar los ensayos con 83 sueros negativos se obtuvieron lec-
turas comprendidas entre 0,1 y 0,5 de DO en la dilucion de punto de corte de
1/400. Mientras que con el procesamiento de 59 sueros positivos se obtuvo
una DO promedio de 0,741.
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Western Blot para la deteccion de anticuerpos anti-LPSO157

En tres calles de la membrana de nitrocelulosa se observaron, patrones
de bandas de diferentes intensidades, correspondientes a la precipitacion
del complejo formado por el antigeno LPSO157 (1, 0,5y 0,1 g/ml previamente
calentado a 100°C) con los anticuerpos anti-LPSO157 presentes en el suero
ensayado. No se observo bandas de precipitacion en aquellas calles donde
se habia sembrado el LPSO157 calentado a 70°C.

Preparacion y purificacion de Stx

Por el ensayo de neutralizacién de la citotoxicidad en células Vero uti-
lizando anticuerpos monoclonales anti-Stx2 (MAbC5BB12) se confirmé la
extraccion de Stx2. El extracto presento un titulo de CD50 =46080.

Western Blot para la deteccion de anticuerpos anti-Stx

De acuerdo con el protocolo descripto se pudieron completar todas las
etapas del WB excepto la correspondiente al revelado de la quimioluminis-
cencia con placas radiograficas. La eficiencia de las etapas de SDS-PAGE
y de transferencia fue controlada con la tincion con el colorante Coomassie
R-250. En la etapa del revelado se pudo observar la fluorescencia originada
de la reaccion con la enzima peroxidasa del anticuerpo conjugado indicando
la union del anticuerpo anti-Stx de los dos sueros positivos ensayados con
la proteina Stx unida a la membrana. Mientras que con el suero negativo no
se observo fluorescencia. Sin embargo no pudo lograrse la captacion de la
quimioluminiscencia por la placa radiografica.

Western Blot anti-proteinas involucradas en la adherencia de STEC
al epitelio intestinal: Int280y y EspA (proteinas estructurales de
membrana externa) y TccP, Tir y Map (proteinas efectoras)

Se ha observado que el 50% de los sueros de los casos con infeccion por
STEC y 25 % de los sueros de los casos asintomaticos presentd respuesta
inmune para Int280y, EspA, TccP, Tir y Map. Sin embargo no se observo
diferencias significativas entre ambos grupos. Las proteinas Tir y EspA mos-
traron mayor intensidad de respuesta que el resto de las proteinas. El 95,8%
de los sueros de los casos (+) por STEC (23/24), y todos los sueros de los
casos (-), mostraron respuesta inmune de gran intensidad anti estas dos pro-
teinas. Mientras que fue variable la respuesta anti TccP, Map y Int280y. Para
Tcep, 13 de 18 (72%) casos mostraron una intensidad entre 2+ y 3+ mientras
que para los sueros (6/6, 100%) de los nifios asintomaticos fue de 1+. Para
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Map, 10 de 19 (52,6%) sueros de los casos mostraron una respuesta entre
2+ y 3+ mientras que para los sueros de los nifios asintomaticos (5/5, 100%)
fue de 1+. Para Int280y 9 de 16 (56,2%) sueros de los casos mostraron una
respuesta de 2+ mientras que para los sueros de los nifios asintomaticos
(9/10, 90%) fue de 1+.

DISCUSION

En este trabajo se han desarrollado las técnicas seroldgicas de ELISA y
WB para la deteccidn de anticuerpos anti-E. coli 0157 (anti-LPSO157, anti-
Stx y anti-proteinas que intervienen en la adherencia al epitelio intestinal), en
sueros de origen humano. Cada uno de estos ensayos presenté particulari-
dades a destacar. El ELISA para la deteccién de anticuerpos anti-LPSO157
fue el ensayo mas sencillo para su aplicacion. Este se realiza sobre un sopor-
te solido y se completa en un solo dia. Se debe destacar ademas que resulté
ser el ensayo mas versatil para ser aplicado al diagnédstico. La deteccion de
IgM permitiria detectar los casos agudos y diferenciarlos de infecciones ante-
riores. Sin embargo requirié de una compleja estandarizacion quedando aun
pendiente el ajuste de la lectura correspondiente al punto de corte. EL WB
para la deteccion de anticuerpos anti-LPSO157 en contraste con el ELISA fue
mas complejo. Consta de diferentes etapas como SDS-PAGE, transferencia
y deteccidn de los anticuerpos que se completan en dos dias de ensayo. Se
observé ademas la necesidad que el LPS debe ser precalentado a 100°C
para extraerlo de las micelas que forma en su estado original y forzar de esta
manera a que se expongan cargas eléctricas necesarias para realizar la elec-
troforesis. EI WB para la deteccion de anticuerpos anti-Stx, fue la técnica mas
extensa teniendo en cuenta ademas, que al no disponerse de toxina comer-
cial hay que sintetizarla. Para este fin se debe contar con un laboratorio con
equipos que permitan procesar grandes volumenes de cultivo del microorga-
nismo. En nuestro laboratorio se trabajé con la capacidad maxima disponible
pero ademas se utilizaron estrategias para la concentracion del extracto de
Stx. La deteccioén de anticuerpos anti- Stx mediante WB esta descripta como
una técnica sensible, sin embargo en este proyecto se observaron dificulta-
des en el revelado mediante quimioluminiscencia. De todas maneras durante
este estudio se pudo identificar y definir nuevos reactivos para el revelado que
se experimentaran para complementar este estudio en posteriores ensayos
que permitan superar esta limitante. Por lo desarrollado hasta el momento, se
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considera que el ELISA por sus caracteristicas de sensibilidad, especificidad
y aplicabilidad seria la técnica seroldgica de eleccidn para ser utilizada como
parte de la metodologia diagndstica en ausencia del aislamiento del patége-
no y para brindar informacion sobre la respuesta inmune humoral anti-E. coli
0157 en poblacion sana y en nifios con infeccion por STEC O157. Por otro
lado los resultados del WB para la deteccion de anticuerpos anti-proteinas
involucradas en la adherencia de STEC al epitelio intestinal mostraron que 1)
Las proteinas Tir y EspA presentaron mayor intensidad de respuesta que el
resto de las proteinas. Esto podria indicar que estas proteinas poseen mayor
antigenicidad y capacidad de inducir respuesta inmune. 2) La respuesta anti
TccP, Map y Int280y es de menor intensidad en nifios asintomaticos que en
sueros de los casos con infeccién por STEC. De acuerdo a estos resulta-
dos, se pudo observar que la respuesta inmune anti-estas proteinas podrian
tener una funcion protectora en la poblacién general y podria ser utilizada
como estrategia para reducir la colonizacion de STEC en terneros y en nifios
resultando una medida de prevencion importante de la enfermedad severa
causada por STEC en areas endémicas de Argentina.

ABSTRACT

The aim of this project was develop the LPSO157 enzyme-linked immu-
nosorbent (ELISA) and western blot (WB) assays to detect anti-LPSO157,
anti-Shiga toxin and anti- intestinal adherence proteins, antibodies. Our pre-
liminary results suggest that the LPSO157 ELISA for its characteristics of
sensitivity, specificity, applicability and versatility would be one of the best
serological techniques to be used as part of the diagnostic methodology in
the absence of pathogen isolation. In addition, this assay also would provide
important information about the humoral immune response anti-E. coli 0157
in healthy and in children with severe 0157 infection. On the other hand, by
intestinal adherence proteins (Int280y, EspA, TCCP, Tir and Map) WB, was
observed thatimmune response against these proteins may have a protective
function in the general population and could be used as a strategy to reduce
the colonization of STEC reinforcing the prevention of severe diseases in
endemic areas of Argentina. Further studies should be performed to confirm
theses hypothesis.
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PROCOPIN (Programa de control de las parasitosis intestinales y nutricion).
Catedra de Microbiologia y Parasitologia. Facultad de Ciencias Médicas.
Universidad Nacional de La Plata.

El desarrollo de este estudio implico seis fases:
FASE I: PARASITOSIS INTESTINALES
INTRODUCCION

Numerosos estudios epidemioldgicos han registrado la presencia de
parasitosis intestinales en poblaciones infantiles de Latinoamérica (1-6).
Existe ademas una amplia variedad de especies parasitarias dentro de las
regiones y dentro de cada pais (7).

Si tenemos en cuenta los datos reportados por diversas publicaciones en
Argentina, podemos hablar de un problema “no resuelto” en el ambito de la
Salud Publica (8-11). Estudios realizados en la ultima década revelan preva-
lencias cercanas al 50% en poblaciones vulnerables de la provincia de Buenos
Aires y de Neuquén, indicando que los diferentes factores ambientales (climay
suelo especialmente) de las diversas regiones de Argentina, no se relacionan
con las frecuencias de esta patologia (12-14). Sin embargo, estas condiciones
ambientales se asocian a la diversidad de especies parasitarias presentes en
cada region. En la region Sur son mas frecuentes los protozoos (13,15), en el
Norte los helmintos (19,10) y en el Centro se presenta una combinacion de
ambos grupos parasitarios (16). Pero en todas las publicaciones siempre se
registra la presencia de Giardia intestinalis, protozoo reconocido en muchas
reuniones cientificas de nuestro pais como “el parasito nacional” (17)

G. intestinalis (G. lamblia, G. duodenalis) es el protozoo productor de dia-
rrea no bacteriana diagnosticado con mas frecuencia en todo el mundo (18).

[251]
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Actualmente, es una especie compleja con caracteristicas morfoldgicas simila-
res pero con heterogeneidad fenotipica y genotipica (19). En afios recientes, la
clasificacion genotipica ha sido aplicada para la identificacion de este parasito
y su posible relacion con la clinica y la epidemiologia de giardiasis (20-22).
Numerosos investigadores han reportado que los genotipos A 'y B de Giardia
se aislan en muestras humanas y presentan diferencias bioldgicas y patogé-
nicas (23,24). Aun no existe consenso sobre la relacion entre el genotipo de
G. intestinalis y las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de esta protozoosis
(25,26). En un estudio previo del grupo llevado a cabo en las localidades de La
Plata (urbana) y General Mansilla (rural) de argentina se detectd una prevalen-
cia de 93% de genotipo B y 7% de All, este ultimo solo presente en area urbana
y asociado a formas asintomaticas de giardiasis (27).

El presente trabajo se realizé en un municipio lindante con las localida-
des mencionadas, dentro del marco del PROCOPIN (Programa de Control
de las Parasitosis Intestinales y Nutricidn) (28). Especificamente se seleccio-
no un barrio que presenta permanente inmigracion proveniente del norte de
nuestro pais (aborigenes) y de paises limitrofes (Bolivia, Paraguay), circuns-
tancias que permiten estudiar las posibles diferencias en la circulacién de
especies parasitarias y de genotipos de Giardia (Figura 1).

El objetivo de este trabajo fue determinar la prevalencia de los parasitos
intestinales y de los genotipos de Giardia intestinalis y analizar las caracteris-
ticas clinico-epidemioldgicas en escolares de Berisso, provincia de Buenos
Aires, Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Durante 2009 se realiz6 un estudio descriptivo-transversal en escolares
de, Berisso, provincia de Buenos Aires. Se convoco a la poblacion a través del
establecimiento escolar de la zona, siguiendo los lineamientos de la Organi-
zacién Mundial de la Salud que recomienda el desarrollo de estudios pobla-
cionales ingresando a la comunidad por intermedio de las escuelas (29). Las
autoridades educativas difundieron la convocatoria a los padres/tutores de
los 352 nifios matriculados en tres establecimientos educativos del municipio.
Mediante entrevista personal se relevaron variables demograficas (edad, sexo)
y variables socioculturales y ambientales: tipo de vivienda (chapa/madera o
cemento), tipo de piso (tierra o cemento), recoleccion de residuos domiciliarios
(si/no), tipo de agua de consumo (red o bomba), eliminacion de excretas (red
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cloacal o letrina), hacinamiento (si -cuando duermen mas de 3 personas por
habitacion-/no) y anegamiento de la vivienda (si/no). Se registrd la presencia/
ausencia en la Ultima semana previa a la encuesta de los siguientes signos/sin-
tomas (si o no): diarrea, vomitos, prurito anal, pérdida de apetito, decaimiento y
dolor abdominal. También se registré la practica de conductas de riesgo como
no lavado de manos antes de comer y después de ir al bafio, onicofagia y andar
frecuentemente descalzo. Cada padre/tutor firmo un consentimiento informado
para el desarrollo de este trabajo. Los procedimientos desarrollados en este
proyecto fueron aprobados por los Comités respectivos de las cuatro entidades
que financiaron el proyecto. Ademas se conto con la autorizacion escrita de las
autoridades escolares y del municipio de Berisso.

Simultanemente se entregaron los recipientes para la realizacion de un
seriado coproparasitologico y escobillado anal seriado a cada uno de los
nifos que participaron en el estudio (30,31). Las indicaciones de la toma de
muestra fueron dadas verbalmente y por escrito a los padres/tutores. Breve-
mente, para el seriado coproparasitolégico, se coloca diariamente una por-
cion de materia fecal en un mismo frasco con conservante, durante cinco dias
consecutivos. Para el escobillado anal seriado, se pasa por los margenes del
orificio anal una gasa doblada y humedecida previamente en agua al desper-
tarse en la mafiana durante cinco dias consecutivos y las gasas se colocan
en un mismo frasco. El procesamiento y la observacion de los extendidos se
realizaron segun metodologia publicada previamente (16).

Posteriormente se seleccionaron las muestras fecales con quistes de
Giardia para la genotipificacion. Los quistes se concentraron en gradiente de
sacarosay se conservaron a 4°C. La ruptura de los quistes, la purificacion del
DNA y la genotipificacion se desarroll6 mediante el procedimiento publicado
por Molina et al. (32).

Para el analisis estadistico se estimaron las prevalencias de parasitosis
total y especificas y las frecuencias de todas las variables registradas. Las
posibles asociaciones se analizaron mediante test de Chi cuadrado y de Fis-
her. En las asociaciones que resultaron significativas (p < 0,05) se calculé la
razén de probabilidad (OR, Odds Ratio) y el intervalo de confianza del 95%
(IC 95%). El analisis multifactorial para relacionar las caracteristicas demo-
graficas, socioculturales, ambientales y clinicas con las parasitosis detecta-
das se realizdé mediante modelo de regresion logistica utilizando el software
SPSS® 11.5 (Statistical Package for the Social Sciences, version 11.5).

Para relacionar los signos/sintomas con genotipos de Giardia se selec-
cionaron solamente los nifios monoparasitados con este protozoo para evitar
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el sesgo que podria resultar por la presencia concomitante de otros parasitos
intestinales.

RESULTADOS

A las entrevistas concurrieron los padres/ tutores de 296 niflos. Comple-
taron todos los estudios presentados en este trabajo 244 escolares entre 3 'y
11 afios, 126 varones (51.6%) y 118 nifias (48.4%). El 49.2% (120/244) habi-
taban viviendas de chapa/madera, 28.3% (69/244) tenian piso de tierra en el
interior de sus hogares; 6.1% (15/244) no poseian recoleccion domiciliaria de
residuos; 72.9% (178/244) poseian agua corriente, 56.5% (138/244) tenian
letrina, 63.5% (155/244) presentaron hacinamiento, y en el 57.8% (141/244)
las viviendas se anegaban con frecuencia.

Se registraron 37/244 (15.2%) nifios con diarrea, 15/244 (6.1%) con vomi-
tos, 92/244 (37.7%) con prurito anal, 53/244 (21.7%) con pérdida de apetito,
31/244 (12.7%) con decaimiento y 87/244 (35.6%) con dolor abdominal.

Respecto a las conductas de riesgo, 40.6 % (99/244) no se lavaba las
manos antes de comer, 52.0% (127/244) no se lavaba las manos luego de ir
al bafo, 90.6% (221/244) practicaba onicofagia y 73.4% (179/244) andaba
descalzo con frecuencia.

Se detectaron 179/244 (73.4%) nifios parasitados; 30.3% monoparasita-
dos, 28.3% biparasitados, 12.7% triparasitados y 2.0 % tetraparasitados. En
la Tabla | se presentan las prevalencias parasitarias especificas detectadas
en la poblacion. No hubo diferencias estadisticas segun sexo y edad. La pre-
sencia de parasitosis intestinales solamente se asocio con el anegamiento de
la vivienda (p= 0.050, OR=2.25, IC= 0.983-5.157).

Unicamente la deteccion de G. intestinalis se asocié con personas
que carecian de recoleccion domiciliaria de residuos (p=0.005, OR=4.894,
1C=1.492-16.055), eliminacion de excretas por letrina (p=0.001, OR=2.724,
IC=1.468-5,055) y anegamiento de la vivienda (p=0.027, OR=2.089,
IC=1.082-4.033).

Se registro la presencia de signos/ sintomas en 62,0% (111/179) de los
nifos parasitados y en 57,9% (37/65) de aquellos no parasitados, diferencia
que no fue significativa. En las Tablas Il y Ill se presentan las frecuencias de
los signos/sintomas en los nifios de manera general y de manera particular
con cada parasito. Tampoco se encontrd asociacion entre las conductas de
riesgo y la deteccion de parasitos intestinales. Enla Tabla IV y V se presentan
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las frecuencias de las practicas de riesgo detectadas en los nifios parasita-
dos y no parasitados, y con cada parasito en particular.

El coeficiente de regresion logistica selecciond la presencia de G. intesti-
nalis con las variables letrina (coef 0.828, P=0.019; OR=2.29) y anegamiento
(coef 0.630, p= 0.075, OR= 1.88); y la presencia de E. vermicularis con edad
entre 6 y 11 afios (coef 1.340, p= 0.010, OR= 3.82)

Se realizé PCR a las 83 muestras que presentaron quistes de G. intes-
tinalis por microscopia dptica. Se logro la amplificacion gendmica en 70/83
de las muestras, correspondiendo 65.7% (46/70) a G. intestinalis genotipo B,
31.4% (22/70) a genotipo All y dos muestras (2,8%) con infeccion mixta (All +
B). Las muestras procedentes de nifios entre 3 y 5 afios fueron 36/70 y las de
nifos entre 6 y 11 afios 34/70 (Tabla VI). Los genotipos All y B se detectaron
en ambos grupos etareos sin diferencias significativas. Hubo 41 muestras
pertenecientes a varones y 29 a nifias (Tabla VII). No se demostroé diferencias
estadisticamente significativas entre genotipos y sexo.

Tanto Giardia genotipo All y B se asociaron aleatoriamente con otros
protozoos. Si bien no se obtuvo asociacion significativa, la infeccion con otros
helmintos como Hymenolepis nana, Ascaris lumbricoides y/o Enterobius ver-
micularis se observé en mayor medida en los escolares infectados con el
genotipo B. No se demostré asociacidn entre genotipos y variables ambien-
tales y socioculturales investigadas.

De las 70 muestras genotipificadas, 24 correspondieron a nifios infec-
tados unicamente con Giardia. Doce/24 nifios fueron asintomaticos, siendo
58.3% (7/12) genotipo All. Siete nifios manifestaron dolor abdominal, siendo
el 57,1% (4/7) genotipo B. En dos escolares se registré diarrea; en uno vomi-
tos y en otro decaimiento. Lo cuatro tenian genotipo B. El dolor abdominal
combinado con diarrea se detectd en un nifio con infeccién mixta de genoti-
pos (All + B). Ningun padre/tutor reporté pérdida de apetito en los escolares
infectados exclusivamente por Giardia.

DISCUSION

En Latinoamérica, el movimiento de poblaciones rurales hacia las areas
urbanas es altamente frecuente (6). Consecuentemente ha habido un incre-
mento del nimero de personas pobres que viven en asentamientos precarios
donde las condiciones basicas de infraestructura edilicia y saneamiento son
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inexistentes. Tales circunstancias favorecen la transmision de enfermedades
infecciosas, tales como las parasitosis (33).

Los barrios relevados son comunidades con permanente inmigracion
que proviene de la region norte de nuestro pais y de paises limitrofes. En
estas comunidades, ademas de las deficientes condiciones sanitarias se
suma el hacinamiento y, de este modo, la transmision de las parasitosis se
ve incrementada. Como muchos habitantes son indocumentados, no llevan
a sus nifos a las Unidades Sanitarias para el Control periddico de Salud. No
obstante, estas personas siempre envian a sus nifios a la escuela porque en
ella se les ofrece un almuerzo gratuito en el comedor escolar. Esta es larazén
por la cual el grupo de trabajo ingreso a la comunidad a través de la escuela
del barrio y, al ofrecer gratuitamente el analisis parasitoldgico, la mayoria de
los padres prestaron su consentimiento. Asi se logro relevar a la mayoria
(69,3%) de los nifios asistentes a los establecimientos escolares.

Analizando las condiciones socioculturales y ambientales de estas
comunidades, se registré que el anegamiento estuvo estadisticamente aso-
ciado a la condicion de “estar parasitado”. Pero las variables vivienda de cha-
pa/madera, hacinamiento y presencia de letrina tienen elevada frecuencia,
constituyendo factores que agravan las condiciones sanitarias, favorecien-
do la diseminacion parasitaria. Si bien la mayoria de la poblacién registra
suministro de agua corriente, debemos aclarar que los habitantes de estos
asentamientos precarios se conectan de manera clandestina a las caferias
de distribucién de agua potable de la red municipal. Estas conexiones son
precarias y realizadas por personal no idéneo, razon por la cual no se puede
asegurar la potabilidad del agua de consumo.

Estas variables socio ambientales constituyen factores que impactan
sobre las condiciones de salud de estos nifios, exponiéndolos no solamente
a las parasitosis sino también a otros patdégenos entéricos. La carencia de
normas de higiene individual detectada en estos nifios tales como no prac-
ticar el lavado de manos, comerse las uias y andar descalzos favorecen
aun mas la transmision de los agentes infecciosos. Ademas, las conexiones
clandestinas no aseguran la calidad del agua que utilizan aquellos nifios que
registraron adecuados habitos de higiene individual.

El registro de signos y sintomas presentes en la semana previa a la
encuesta reveld que entre un 6 y un 37% de los nifios presentaron manifes-
taciones clinicas que deberian ser motivo de consulta en la Unidad Sanitaria
local. Los nifios no son llevados por sus padres/tutores a la consulta médica
a pesar del evidente cuadro clinico. Esta situacion revela un grave problema
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de vinculacién entre esta comunidad y el Servicio de Atencién Primaria de la
Salud, el cual debe buscar la manera de incentivar a los pobladores a concu-
rrir a este Centro. Por otra parte, estos nifios enfermos siguen concurriendo
a los establecimientos escolares porque, en muchos casos es alli donde reci-
ben la Unica racién alimentaria que consumen en el dia.

Mas del 70% de los nifios estaba parasitado y concurrian a las escuelas
constituyendo una fuente constante de infeccion para el resto no parasita-
do. Los tres parasitos con prevalencias cercanas al 50% fueron Blastocystis
hominis, Giardia intestinalis y Enterobius vermicularis, los cuales se hayan
asociados fundamentalmente a la transmision hidrica y directa persona-
persona; asociados a su vez a la carencia de agua potable y al hacinamien-
to detectados en estos nifios. La deteccion de quistes de Entamoeba coli y
Endolimax nana en esta poblacion refuerzan el riesgo que constituye el agua
no potable que abastece a esta localidad.

Los geohelmintos Ascaris lumbricoides y Trichuris trichiura presentaron
frecuencias inferiores al 4% y el cestodo Hymenolepis nana inferior al 1%. Si
consideramos que el 40% de las familias de los barrios son inmigrantes del
norte de nuestro pais y de paises limitrofes como Bolivia y Paraguay donde
los geohelmintos son muy frecuentes (34), podriamos pensar que las con-
diciones ecoldgicas de este barrio no son favorables para la transmision de
estos parasitos (35).

En un estudio de prevalencia hospitalaria de infecciones intestinales por
parasitos llevados a cabo en Argentina por la Red Nacional de Enteroparasi-
tos, Salomon et al. (17) reportan las siguientes frecuencias: G.lamblia 12,5%,
Entamoeba coli 7,5%, E. vermicularis 13.5%, geohelmintos 2,5% y cestodos
1,68%. La comparacién de estos datos con nuestros resultados revela que
las frecuencias parasitarias encontradas en el estudio poblacional son mayo-
res que a nivel hospitalario, denotando un subregistro de nifios parasitados a
nivel de las entidades publicas de salud.

En este estudio no se registro diferencias significativas de los signos y
sintomas registrados entre nifios parasitados y no parasitados. Es evidente
que esta comunidad infantil no solo se ve expuesta a la infeccion parasitaria
sino también a otros patdgenos bacterianos y virales que se asocian a pato-
logias digestivas y que presentan cuadros clinicos similares. Se observa que
solo concurren a la consulta hospitalaria los casos emergentes con cuadros
infecciosos graves que representan “el iceberg” de la comunidad

Giardiasis, una infeccidn intestinal frecuente ha concentrado mayor
atencion tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo (36). La
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genotipificacion de este parasito ha permitido recabar datos epidemioldgicos
relacionados con los genotipos en numerosos paises del mundo (26,37-40).

En las muestras fecales amplificadas de los aislamientos obtenidos se
detectaron los genotipos zoondéticos All y B, con predominio de este ultimo.
Estos resultados concuerdan con el predominio global de genotipo B en el
mundo (19,24,41,42). Se ha reportado que nifios con infecciones por genoti-
po B liberan mas quistes que aquellos infectados con genotipo A (26). Esta
situacion podria ocurrir en los nifios de este barrio, que se ven mas expuestos
al genotipo B. La ocurrencia de infeccion mixta ha sido publicada en diversos
paises como Australia, Inglaterra, India, Italia y Etiopia con porcentajes que
varian entre 2'y 21%, siendo mayor en paises con menor desarrollo econémi-
Co (24,43-45). Si bien las condiciones de vida de las comunidades evaluadas
eran precarias, solo se encontraron dos nifios de 3 afios de edad con ambos
genotipos.

La diversidad de parasitos en materia fecal asociada a los genotipos de
G. intestinalis no tuvo diferencias estadisticamente significativas, pero en las
personas infectadas con genotipo B hubo una mayor tendencia de asociacio-
nes parasitarias, especialmente con helmintos.

Varios reportes han postulado la relacion entre genotipo de Giardia y
la sintomatologia. En Turquia, (46) detectaron que el 85% de los pacientes
con diarrea tenian genotipo A y el 94% de los pacientes asintomaticos pre-
sento infeccion con genotipo B. Resultados similares obtuvieron Sahun et al
(47) en Mexico y Perez Cordon et al (48) en Peru. Sin embargo, los grupos
de investigadores no evaluaron la presencia de otros patégenos intestinales.
En nuestro trabajo seleccionamos solamente los nifios monoparasitados con
Giardia. La mitad de estos nifios no refirieron sintomas, distribuyéndose simi-
larmente ambos genotipos en este grupo. Este hecho remarca la importancia
epidemioldgica que tienen los portadores asintomaticos de Giardia. Para los
niflos que reportaron sintomas, el mas frecuente fue el dolor abdominal que
se distribuy6 de igual manera para ambos genotipos. La diarrea, los vomitos
y el decaimiento se registraron en nifios con genotipo B. Se necesitan mas
numero de casos para saber si estas asociaciones son significativas.

En un estudio previo llevado a cabo por nuestro grupo de trabajo sobre
genotipos de Giardia, detectamos una prevalencia de 7% de genotipo All
y 93% de genotipo B. El estudio fue llevado en las localidades de La Pla-
ta (urbana) y General Mansilla (rural), situadas en la region central-este de
nuestro pais, aproximadamente a 50 km de Berisso (27). Respecto a ese
estudio, el presente trabajo detecté mayor presencia de genotipo All en la
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poblacion y se reportaron infecciones mixtas. Esta situacion implica variacio-
nes geograficas en la prevalencia de genotipos en nuestro pais que hacen
necesario conocer los factores que determinan esta variabilidad

Los resultados del presente estudio revelan un alto porcentaje de nifios
escolares parasitados que habitan en una regién suburbana del centro de
Argentina de pobres condiciones sanitarias, que no concurren a la consulta
médica a pesar de presentar signos y sintomas asociados a patologia diges-
tiva. Esta situacion avala la necesidad de continuar con programas comuni-
tarios que permitan mejorar la calidad de vida y controlar las parasitosis en
estas poblaciones vulnerables de nuestra region.

Tabla 1. Prevalencias especificas en la poblacion relevada.

Tipo de parasito Numero de nifios %
N=179

Blastocystis hominis 105 58.6
Giardia intestinalis 83 46.4
Entamoeba coli 25 14.0
Endolimax nana 8 4.5
Enterobius vermicularis 95 53.0
Ascaris lumbricoides 7 3.9
Hymenolepis nana 1 0.5
Trichuris trichiura 1 0.5

Tabla 2. Registro de signos y sintomas en la semana previa al estudio coproparasi-
toldgico.

Parasito (+) Parasito (-) P
N=179 N=65

Diarrea 27 10 0.95
Vémitos 10 5 0.54
Prurito anal 71 21 0.30
Pérdida de apetito 39 14 0.97
Astenia 20 11 0.23
Dolor abdominal 63 24 0.79
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Tabla 3. Registro de signos y sintomas en la semana previa al estudio coproparasito-
I6gico en relacién a cada especie parasitaria.

B. hominis (+) | G. intestinalis (+) | E.vermicularis (+) | A.lumbricoides (+)
N=105 N=383 N=95 N=7
Diarrea 15 16 15 1
Voémitos 6 7 3 1
Prurito anal 47 29 42 3
Pérdida de apetito 25 18 26 2
Astenia 10 10 1 1
Dolor abdominal 36 20 33 4
Tabla 4. Registro de conductas de riesgo.
Conducta de riesgo Parasite (+) Parasite (-) p
N=179 N=65

No lava las manos antes de comer 80 19 0.13

No lava las manos luego de ir al bafio 94 33 0.95

Onicofagia 160 61 0.98

Anda descalzo con frecuencia 127 52 0.14

Tabla 5. Registro de conductas de riesgo en relacion con cada especie parasitaria.

Conductade | B. hominis (+) | G. intestinalis (+) | E.vermicularis (+) | A.lumbricoides (+)
riesgo N=105 N=383 N=95 N=7

No lava las

manos antes 44 39 45 3

de comer

No lava

las manos 49 38 46 1

después de ir

al bafio

Onicofagia 96 65 90 3

Anda

descalzo con 63 58 65 5

frecuencia
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BERISSO

Figura 1. Ubicacion de Berisso, provincia de Buenos Aires.
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FASE II: EVALUACION ANTROPOMETRICA DEL ESTADO
NUTRICIONAL DE LOS NINOS

INTRODUCCION

La nutricidn es la base de la salud y el desarrollo. La interaccién de la
infeccidn y la malnutricion esta bien documentada. Una mejor nutricion sig-
nifica sistemas inmunoldégicos mas fuertes, menos enfermedades y mejor
salud. Los nifios saludables aprenden mejor. Las personas sanas son mas
fuertes, mas productivas y mas capaces de crear oportunidades para romper
gradualmente los ciclos de la pobreza y el hambre y lograr una mejor calidad
de vida. Paralelamente, el mundo también asiste a un fuerte aumento de
otras formas de malnutricién caracterizadas por la obesidad y sus conse-
cuencias a corto y largo plazo sobre la salud.

Todas las formas de la malnutricion se asocian con morbilidad y mortali-
dad y conllevan costos econdmicos. En particular en los paises en desarrollo,
donde la carga de obesidad y desnutricion coexisten. Las consecuencias son
severas. Los principales “productos” de la malnutriciéon durante la infancia
son el deterioro del desarrollo psicolédgico e intelectual, la morbilidad y mor-
talidad. También hay importantes consecuencias en la vida adulta, que se
traducen en menor tamafo corporal, menor capacidad laboral y reproductiva
y mayor riesgo de enfermedades croénicas. Los jovenes que crecen adecua-
damente durante su infancia también tendran mejor desempefio escolar que
aquellos que crecieron pobremente. Esto no es una relacion causal, pero
refleja el hecho de que alterando el “ambiente” para promover la salud redun-
dara en el conocimiento y desarrollo de capacidades para que los nifios y
jévenes sean miembros productivos de la sociedad.

Frecuentemente la malnutricion se concibe como parte de un ciclo vicio-
so que incluye también la pobreza y la enfermedad; los tres componentes
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estan relacionados entre si y cada uno de ellos contribuye a la presencia y
persistencia de los otros. Las modificaciones socioeconémicas y politicas
que mejoran las condiciones sanitarias y nutricionales pueden romper el ciclo
del mismo modo que las intervenciones especificas en la nutricion, la salud y
sectores afines. En este informe se efectia una descripcion general de uno
de estos aspectos, dado que la interpretacion adecuada de la antropometria
no puede ser realizada sin una comprensién mas general de tales problemas.

Mediciones, indices, indicadores

Una de las formas de medir el estado nutricional del individuo es median-
te la evaluacién antropométrica. Esta incluye un conjunto de técnicas de
medicion del cuerpo humano que, durante la nifiez y la adolescencia, son la
expresion del crecimiento fisico. Las mas frecuentes son el peso y la talla. La
medicion y andlisis del peso y la talla han sido reconocidos como indicadores
generales de la salud durante muchos afios. Sin embargo, es relativamente
mas reciente que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estableciera
criterios para evaluar el bajo peso y el sobrepeso tanto en nifios como en
adultos (WHO 1995).

Los indices son, como su nombre lo indica, una medida que asocia dos
mediciones. Los mas frecuentes son el peso y la talla en relacion a la edad
(P/E, T/E), el peso para la talla (P/T) y el indice de masa corporal (peso/
talla?). Es frecuente expresar estos indices en puntaje z (o puntuacion de
desvio estandar). Un valor z indica en qué medida un individuo se desvia de
la mediana de la poblacion de referencia o percentil 50), dividido el desvio
estandar de la poblacion de referencia. Por lo tanto un valor de z expresa la
desviacion (de signo positivo o negativo) en forma estandarizada.

El término indicador refiere al empleo o aplicacion de un indice. La antro-
pometria proporciona algunos de los indicadores mas importantes usados en
la vigilancia nutricional.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un relevamiento antropométrico en una muestra de 280 nifios
(131 varones y 149 mujeres) comprendidos entre los 3,0 y 11,9 afios de edad
(Media: 6,8 £+ 2,5 afios). Los menores de 5 afios correspondieron al Jardin
904 y los nifios mayores a la Escuela Virgen de Loreto, ambos de la localidad
de Berisso. Para la realizacién de las mediciones se obtuvo el consentimiento
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escrito de los padres o tutores. Las mediciones se llevaron a cabo siguiendo
protocolos estandarizados (Cameron, 2004).

El peso fue registrado en kilogramos con balanza digital de precision
con el nifio descalzo y vistiendo ropa ligera. La talla se registré en centi-
metros empleando un estadiometro portatil, con el nifio descalzo, de pie y
con la cabeza orientada segun el plano de Frankfort. Con estos valores se
obtuvo el indice de Masa Corporal (IMC = peso(kg) / talla(m)2) (se acompa-
fa registro fotografico). La fecha de nacimiento se obtuvo de los registros
escolares. Con este dato y la fecha de relevamiento se obtuvo la edad exac-
ta o decimal.

Para la determinacion del estado nutricional se consideraron tres indices
antropométricos: (1) talla para la edad, (2) peso para la edad e (3) indice de
masa corporal (IMC). Aunque los tres indices estan relacionados entre si,
cada uno tiene un significado especifico en términos de la evolucion o los
resultados del deterioro del crecimiento. Ademas, los margenes de la defi-
ciencia del estado fisico basada en cada indice varian mucho en las distintas
poblaciones. Por ejemplo, en situaciones que no son de emergencia, los gra-
dos de prevalencia del peso bajo para la edad tienden a ser considerable-
mente superiores a los del peso bajo para la talla (WHO, 1995).

indices empleados como indicadores de estado nutricional de la

comunidad:

(1) Talla parala edad (T/E): refleja el crecimiento lineal alcanzado y sus defi-
ciencias indican un déficit acumulativo de la salud o la nutricion a largo
plazo. La “baja estatura” es la definicion descriptiva de la talla baja para
la edad, aunque no indica nada acerca de su origen (normal o patolégico)
en tanto que “detencion del crecimiento” implica una falla en el alcance
del potencial del crecimiento lineal como resultado de condiciones sani-
tarias y nutricionales no 6ptimas. Por lo tanto el uso de uno u otro térmi-
no, dependera de las condiciones de la poblacion bajo estudio.

(2) Peso para la edad (P/E): refleja la masa corporal en relacién con la edad
cronoldégica. Es influido por la talla del nifio y por su peso, y por su carac-
ter compuesto es compleja su interpretacion. En ausencia de elevada
consuncién en una comunidad, el peso y la talla para la edad proporcio-
nan informacion similar pues ambos reflejan la experiencia nutricional y
de salud a largo plazo del individuo o la poblacién. Como el peso bajo
para la edad refleja la talla baja para la edad o el peso bajo para la talla a
menudo se describe a éste como un indicador de “malnutricion global”.
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(3) Indice de masa corporal (IMC): es el parametro que con mas frecuencia
se utiliza para la deteccién del exceso de grasa corporal por su rapida
determinacidén y su correlacion con la grasa corporal. Los valores del
IMC varian durante la infancia y la adolescencia dependiendo de la edad
y del sexo.

Puntos de corte

La antropometria normal se define estadisticamente como un valor
antropomeétrico por debajo de -2 desviaciones estandar (DS) o puntuaciones
z, 0 por encima de +2 DS o puntuaciones z con respecto a la mediana de
la poblacion de referencia. Estos valores limites definen el 95% central de
la distribucion de referencia como intervalo de valores de la “normalidad”.
Asi, 2.3% es la linea de base o prevalencia esperada. Los puntos de corte
empleados para definir sobrepeso y obesidad en el adulto son >25 y >30 kg/
m2, respectivamente. En nifios y adolescentes, la Internacional Obesity Task
Force (IOTF), en base a curvas percentiladas de IMC, propuso puntos de
corte del IMC por edad, extrapolando los valores del adulto. En relacion a
estos valores centilares se hallé que los valores de IMC correspondientes a
+1DS a los 5 afios diferian de 0.0 kg/m? a 0.1 kg/m2. A los 19 afos, los valores
de IMC que se corresponden a +1 DS son 25.4 kg/m?en varones y 25.0 kg/m?
en mujeres. Por lo tanto estos valores son equivalentes a los puntos de corte
adulto de sobrepeso y obesidad (25 y 30.0 kg/m?, respectivamente).

Procesamiento de los datos: Los datos fueron estandarizados a puntaje
Z de la mediana de la referencia OMS 2007 (WHO AnthroPlus 1.02). Esta
base es una reconstruccion de la referencia National Center for Health Sta-
tistics (NCHS)/WHO de 1977, suplementada con los nuevos estandares de
crecimiento infantil de la OMS (MGSR) para nifios menores de 5 afios (de
Onis et al., 2008). La serie resultante contiene datos de talla para la edad
(5-19 afos), peso para la edad (5-10 afios) e indice de masa corporal para la
edad (5-19 afos).

RESULTADOS

Las prevalencias de déficit en peso para la edad (P/E), talla para la edad
(T/E) e IMC parala edad (IMC/E) se calcularon en base a un valor de z <-2DS
de la mediana de la poblacién de referencia. Las prevalencias de P/E para los
10-11 afios no se presentan puesto que no estan disponibles en la referencia.
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Esto es porque muchos nifios experimentan el empuje puberal en este perio-
do y pueden ser clasificados con exceso de peso previo al estirén puberal.
El sobrepeso y la obesidad se determinaron en base a +1 y +2DS respecti-
vamente. Peso para la edad: Las prevalencias de bajo peso por edad fueron
inconstantes. La prevalencia total fue 2.7% en varones y 2.4% en mujeres,
indicando correspondencia con las esperadas bajo la curva normal. La dis-
tribucion de este indicador mostré superposicion con la curva de referencia.

Talla para la edad: Las prevalencias de baja talla por edad fueron incons-
tantes. La prevalencia total fue 3.1% en varones y 6.0% en mujeres, indicando
en las nifas valores superiores a los esperados bajo la curva normal. La
distribucion de este indicador mostré que tanto varones como mujeres se
desvian hacia la izquierda de la curva de referencia indicando menor talla en
los nifios de Berisso.

indice de masa corporal para la edad: El 25% de los nifios fueron clasi-
ficados con sobrepeso. La obesidad definida con un IMC por encima de +2
DS de la mediana de referencia fue de 10.7 y 8.1 en varones y mujeres, res-
pectivamente. La curva de distribucién del IMC estuvo sesgada a la derecha
de la curva de la referencia indicando que la masa corporal de estos nifios es
mayor a la de los nifios de la poblacién de referencia.

Los resultados obtenidos mediante muestran que ninguno de los indica-
dores de déficit (P/E y T/E) superan el 6.0% de los nifios. Pero este porcen-
taje puede no expresar claramente la situacion nutricional de esta poblacion,
donde la distribucién z indica que la baja talla es un fendmeno evidente en
la poblacién. Por otra parte, las prevalencias de sobrepeso y obesidad son
superiores a las esperadas. Este resultado se evidencié también en la dis-
tribucion del IMC en la poblacion estudiada. Se concluye que existiria una
tendencia no arménica en el crecimiento resultante del incremento del peso
en relacion a la talla, que eventualmente incrementan el riesgo de sobrepeso
y obesidad en estos nifios.
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Se presenta enla Figura 1 la curva de desvio Z correspondientes a Peso/
Edad. De todos los nifios encuestados
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En la Figura 2 se presenta la diferencia hallada entre nifios y nifias
encuestadas
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Nifios

Nifios

En las Figura 3 y 4 se presenta la curva de desvios Z correspondientes a
la relacion talla/ edad de los nifios encuestados

45 %

30 %

25%

20%

15 %

10%

5%

0%

45%

40 %

35%

30%

20%

15 %

10 %

— Estd de s OMS (r

8 60 meses).

=== Todos los nifios en la encuests ‘I.E_ZTS)

de s OMS 2007 (61 meses s 19 sfios).

— 3 de ls OMS
= Famenino (n=1439)
o Masculino (n=130)

8 60 meses),

de s OMS 2007 (61 meses s 19 sfios)

Puntaje z




Fundacién Alberto J. Roemmers 273

Se puede concluir lo siguiente:

Peso para la edad: Las prevalencias de bajo peso por edad fueron
inconstantes. La prevalencia total fue 2.7% en varones y 2.4% en mujeres,
indicando correspondencia con las esperadas bajo la curva normal. La dis-
tribucion de este indicador mostré superposicion con la curva de referencia
(Figuras 1y 2).

Talla para la edad: Las prevalencias de baja talla por edad fueron incons-
tantes. La prevalencia total fue 3.1% en varones y 6.0% en mujeres, indicando
en las nifias valores superiores a los esperados bajo la curva normal. La
distribucion de este indicador mostré que tanto varones como mujeres se
desvian hacia la izquierda de la curva de referencia indicando menor talla en
los nifios de Berisso (Figuras 3y 4).

FASE Ill: ANEMIA, EOSINOFILIA'Y ANTICUERPOS ANTITOXOCARA

Con el consentimiento informado de los padres/tutores se realizaron
extracciones de sangre a los escolares. Las mismas se llevaron a cabo por
puncion venosa del pliegue del codo y se recolectaron dos tubos, uno con
EDTAKS y otro sin anticoagulante. Los extendidos de sangre fueron secados
al aire y coloreados con Giemsa. Las muestras de sangre entera se conser-
varon a 4°C y fueron analizadas en el dia. El suero fue separado antes de la
dos horas de recolectada la muestra y conservado a -20° C hasta su proce-
samiento. La concentracion de hemoglobina (HB), el volumen corpuscular
medio (VCM) y la distribucion de eritrocitos (RDW) se midieron en contador
hematolégico automatico (Sysmex-K21N). El porcentaje de eosindfilos fue
calculado a partir del recuento de eosindfilos en microscopio 6ptico (400X).
La determinacion seroldgica de anticuerpos antitoxocara se realizé mediante
la aplicacién del kit Toxocara Microwell FERUM ELISA (IVD Research INc.
Carlsbad, USA):

Poblacion estudiada: Se extrajo sangre a 97 nifios concurrentes al Jardin
de infantes y 76 concurrentes a la Escuela Primaria.

—Se registré anemia en el 9,3% (9/97) de los nifios del Jardiny en el 9,2
% (7/76) de la Escuela.

—Registraron eosinofilia el 11,3% (11/97) de los nifios del Jardin y el
28,9% (22/76) de la Escuela.
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—Resultaron seropositivos 15,5% (15/97) nifios del Jardiny 14,5% (11/76)
de la Escuela.

FASE IV: TRATAMIENTOS ESPECIFICOS E INDIVIDUALES

Los nifios parasitados y/o con anemia concurrieron a la Unidad Sanitaria
donde se les otorgd tratamiento gratuito. Este tratamiento fue erogado por la
Secretaria de Salud Publica de la Municipalidad como se habia acordado pre-
viamente al desarrollo de este estudio (convenio firmado entre la Secretaria
de Salud Publica y la Catedra).

FASE V: INTERVENCION EDUCATIVA

Se capacitaron 65 estudiantes voluntarios de la carrera de Medicina de
la Facultad de Ciencias Médicas de la UNLP. Los estudiantes fueron capaci-
tados sobre morfologia y biologia de los parasitos, morbi-mortalidad de las
enfermedades parasitarias mas frecuentes, mecanismos de transmision,
ciclos evolutivos, métodos de diagnéstico y medidas de prevencion. Las
parasitosis que se abordaron fueron las prevalentes de la comunidad. Con la
colaboracion de los estudiantes capacitados se evaluaron los habitos riesgo-
sos (no saludables) y saludables ejercidos en la comunidad, se identificaron
las fuentes y vias de transmision de las parasitosis, los reservorios parasi-
tarios y las barreras que pudieran contrarrestar la diseminacion parasitaria.
Se establecieron cuales eran las modificaciones necesarias para generar un
cambio de situacion que constituiran los mensajes fundamentales en cada
encuentro educativo con la comunidad.

- Con el asesoramiento del Colegio de Nutricionistas de la provincia de
Buenos Aires los estudiantes se capacitaron sobre conductas que pueden
modificarse en nifios con trastornos de la alimentacion teniendo en cuenta la
realidad socioecondémica de la comunidad.

- Los estudiantes formaron seis grupos para interactuar con los diferen-
tes grupos etareos de la comunidad.

- Al final de cada actividad educativa se entregaron un triptico y un mini-
poster para que cada nifio llevara a su casa y comentara en su hogar lo que
habia comprendido de cada actividad. También se entregd a cada nifio un
jabon para que llevara a su casa y/o lo utilizara en la escuela.
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FASE VI: CONTROL POST-INTERVENCION

Durante el afio 2010 se realizé el control post-intervencion.

Se realizaron 120 entrevistas con entrega de material para la toma de
muestras para control coproparasitoldgico y registro de conductas modifi-
cadas en la comunidad intervenida durante 2009. La frecuencia parasitaria
bajo al 25 % cuando en el 2009 habia sido del 73,4%. Los profesionales de la
US local revelaron que también disminuyeron las diarreas de otras etiologias
como consecuencia del cambio de habitos de higiene.
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MICROAMBIENTE CELULAR Y DEL ESTROMA EN PIEL
LESIONAL DE PACIENTES CON ESCLEROSIS SISTEMICA
PROGRESIVA.

Gabriela Fernanda Mora, Eduardo Santini Araujo. Stella Mans Vidal.
Roémulo Cabrini. Graciela Schlegel.
Hospital Militar Central

INTRODUCCION

La esclerosis sistémica progresiva 6 esclerodermia (ESP) es una enfer-
medad rara, con una prevalencia anual de alrededor de 3 nuevos casos por
100.000 pacientes, y predomina en el sexo femenino (1, 2). La fibrosis gene-
ralizada que caracteriza a la enfermedad guarda similitudes con un proceso
descontrolado de curacion de heridas, autoperpetuado en el tiempo, y en
cuyo desarrollo intervienen elementos celulares del sistema inmunoldégico,
del tejido conectivo, factores de crecimiento, citoquinas, quimioquinas, pro-
teinas de la matriz extracelular, etc. El mediador celular clave en la fibrosis
es el miofibroblasto, que cuando es activado sirve como célula primordial
productora de colageno. Los miofibroblastos se generan de una variedad
de fuentes que incluyen a las células mesenquimaticas residentes, célu-
las epiteliales y endoteliales en procesos denominados transicion epitelio/
mesenquimatica endotelio/mesenquimatica, como también de células circu-
lantes llamadas fibrocitos, derivadas de células madre de médula ésea (3, 4).
Aunque los tratamientos actuales para enfermedades fibréticas como fibrosis
pulmonar idiopatica, cirrosis hepatica, esclerodermia, enfermedad renal pro-
gresiva y fibrosis cardiovascular tipicamente hacen blanco en la respuesta
inflamatoria, existe evidencia creciente de que los mecanismos que llevan
a la fibrosis son distintos de aquellos que regulan la inflamacioén. El rol de la
matriz extracelular y los fibroblastos que la producen en el desarrollo de un
microambiente favorable al desarrollo y progresion de la fibrosis es critico.
El rol de las células precursoras mesenquimaticas en el desarrollo de fibro-
sis y su compromiso hacia el linaje fibroblastico, determinaria qué poblacién
de fibroblastos (residentes, precursores mesenquimaticos) predomina en el
escenario fibrético de la esclerodermia.

[277]
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OBJETIVOS

Estudiar las caracteristicas histolégicas/inmunohistoquimicas de la piel
esclerodérmica en comparacion con las de la piel normal en epidermis y en
dermis realizando las inmunomarcaciones correspondientes para caracteri-
zar a las distintas poblaciones celulares: fibroblasticas, endoteliales, inmuno-
I6gicas, precursores mesenquimaticos en matriz extracelular.

PACIENTES Y METODOS

Diseio del estudio

Se trata de un estudio transversal sobre poblacién ambulatoria de con-
sultorio y hospitalaria de biopsias de piel de pacientes con diagndstico de
esclerosis sistémica progresiva segun criterios del American College of
Rheumatology —

ACR comparadas con biopsias de piel de donantes sanos de regién de
antebrazo sometidos a cirugia ortopédica de miembro superior. Se calcula
una proporcion de 3 casos por cada control.

Se estudiaron pacientes con diagnéstico de Esclerosis Sistémica Progresi-
va segun criterios del ACR (1), que integran la poblacion de pacientes ambula-
torios y del sector internacion del Departamento de Medicina del Hospital Militar
Central Cirujano Mayor Doctor Cosme Argerich, y del Servicio de Reumatologia
del Hospital Bernardino Rivadavia, Ciudad Auténoma de Buenos Aires.

Muestreo

Debido a que se trata de una enfermedad rara, y no se conocen las
tasas de prevalencia de la misma en la poblacién hospitalaria, no se realizara
muestreo aleatorio sino consecutivo de los pacientes. Se realizara un pareo
por edad y sexo entre pacientes y controles.

a) Casos

Criterios de Inclusion
—Pacientes mayores de 18 aios.
—diagnostico de ESP de acuerdo con criterios de clasificacion del
ACR (1980)
—Firma de consentimiento informado.
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Criterios de exclusion

—Pacientes mayores de 75 afios.

—Pacientes con coagulopatias

—Pacientes cursando infecciones cutaneas y/o sistémicas de cual-
quier etiologia.

—Pacientes con riesgo quirurgico elevado (enfermedad coronaria,
hipertension arterial no controlada, insuficiencia respiratoria, etc).

—Embarazo y lactancia.

Criterios de eliminacion
—Voluntad del paciente de retirar su colaboracion con el estudio.
—Ausencia de lesiones esclerodérmicas en el estudio histopatoldgico.

b) Controles

Criterios de Inclusion
—Pacientes mayores de 18 aflos sometidos a cirugia ortopédica de
miembro superior.
—Firma de consentimiento informado.

Criterios de exclusion

—Pacientes mayores de 75 afios.

—Pacientes con patologia cutanea de cualquier etiologia.

—Pacientes con coagulopatias

—Pacientes cursando infecciones cutaneas y/o sistémicas de cual-
quier etiologia.

—Pacientes con riesgo quirurgico elevado (enfermedad coronaria,
hipertension arterial no controlada, insuficiencia respiratoria, etc).

—Embarazo y lactancia.

—Pacientes con antecedentes de enfermedades pulmonares créni-
cas: asma, EBOC, fibrosis pulmonar, CA de pulmén, otras causantes de alte-
raciones de la funcién pulmonar.

Criterios de eliminacion
—Voluntad del paciente de retirar su colaboracion con el estudio
—Diagnéstico histopatolégico de enfermedad cutanea de cualquier
etiologia.
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Se realizaron tomas de biopsia escicional por losange de 1.5a 2 cm de
piel lesionaj de piel de antebrazo de pacientes con diagnodstico de esclerosis
sistémica progresiva y de pacientes sin diagnostico de enfermedades autoin-
munes sometidos a cirugia ortopédica de miembro superior.

Se realizé una revision de las caracteristicas clinico—humorales de la
enfermedad:

1. Tipo de esclerodermia (de acuerdo con criterios del ACR). Escleroder-
mia difusa (ED), esclerodermia limitada (EL), sindrome de superposicion
(SS), enfermedad injerto contra huésped (EICH).

2. Tiempo desde el diagndstico (en meses).

3. Anticuerpos antinucleares (FAN) y anticentromero (ACA) por inmu-
nofluorescencia indirecta con sustrato Hep2 (valor de corte positivo para
titulos superiores a 1/40); anticuerpos antitopoisomerasa | (ATA) por
inmunodifusion radial (cualitativo).

4. Capacidad pulmonar de difusién de mondxido de carbono (DLCO) (cla-
sificada como 0=normal; I=leve disminucién; 2=moderada disminucion;
3=severa disminucion).

5. Tomografia computada de térax de alta resolucion (HRCT) (clasifica-
da segun los hallazgos: 0=normal; 1=refuerzo intersticial periférico;
2=alveolitis; 3=fibrosis).

6. Tratamientos inmunosupresores: D—penicilamina (D—Pen), metotrexate
(MTX), glucocorticoides (GC), ciclofosfamida (CFM), etc.

Todos los pacientes incluidos firmaron un consentimiento informado
para la realizacion y utilizacion de las biopsias de piel de antebrazo y el acce-
S0 a sus datos clinico—demogréaficos.

La realizacion del trabajo contd con la aprobacién del Departamento de
Docencia e Investigacién ambas instituciones.

Analisis histolagicohistométrico
1) Se realizé el recuento celular en los cortes analizados teniendo en
cuenta los siguientes parametros:

— Seconsidero “campo” a un area de 0.45 mm2 observada con un objetivo
de 40 X en un microscopio Zeiss S.A.P.
— Serealiz6 una observacion de cada muestra con el objetivo |0X.
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— Serealizé el recuento de células positivas en la inmunohistoquimica en
10 campos 40X por cada muestra.

— Alosfines histométricos, se dividieron los cortes observados en 3 areas:
epidermis, dermis superficial —yuxtaepidérmica— y dermis profunda —
incluyendo anexos.

— Seclasifico la intensidad de la tincion utilizando la siguiente escala cuali-
tativa: 0= sin tincion; 1=tincion leve; 2=tincion moderada; 3=tincion inten-
sa. Los elementos considerados para la aplicaciéon de la escala fueron:
epidermis, miofibroblastos y otros elementos celulares aislados, muscu-
lo piloerector, epitelio glandular y periacinar, endotelio.

Inmunohistoguimica

Se incubaron los cortes histologicos con los anticuerpos monoclonales
correspondientes: anticuerpos monoclonales murinos anti :alfa actina de
musculo liso, anti CD45+R0O, anti CD34+, anti CD105+ —Leica—.

Como controles positivos se utilizaron: para AML: cortes de adenocar-
cinoma de colon; para CD45+R0O, cortes de amigdala normal, para CD34+,
cortes de angiosarcoma.

Como controles negativos se utilizaron los slides correspondientes,
incubados con PBS.

RESULTADOS

Se incluyeron en el estudio 19 pacientes con diagnéstico de escle-
rodermia —10 con la forma difusa de la enfermedad, 7 con escleroder-
mia limitada, 1 sindrome de superposicidon —todas de sexo femenino—y 1
enfermedad injerto contra huésped crénica esclerodérmica —varén—. La
edad promedio de los pacientes fue de 49 afios (rango 18-74). El pro-
medio de tiempo desde el diagndstico al momento del estudio fue de 79
meses (4—360). Las caracteristicas clinicodemograficas de los pacientes
se muestran en la tabla 1.

El recuento total de fibroblastos en los casos (n=19) fue en promedio de
65,8 por campo de 400X. El recuento total de fibroblastos en los controles
(n=7), fue de 23 por campo.

El recuento de fibroblastos positivos para los distintos anticuerpos mono-
clonales no adopté una distribucion estadistica normal. El promedio de fibro-
blastos positivos para alfa actina de musculo liso (AML+) en los casos fue de
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54,9, ES = 12,4. Paralos controles, los fibroblastos AML positivos por campo
fueron en promedio 12,4, ES = 4,6. (T de Student = 2,4; p < 0,05). (Figura 1).

El promedio de fibroblastos positivos para CD45+RO en los casos fue
de 48, ES = 8,3. No hubo expresion de CD45+RO en fibroblastos de piel del
grupo control. (Figura 2.)

El promedio de fibroblastos positivos para CD34+ en los casos fue de
13,2; ES = 8,3. En los controles, no hubo expresion de CD34+ en fibroblastos
(Figura 3.).

Ninguna de las muestras observadas fue positiva para CD 105+.

No se hallé correlacion significativa entre la expresion de AML, CD34,
CD105 y ninguna de las variables clinicas de los pacientes. Se mostré una
tendencia a la correlacién entre la expresion de AML y CD45RO+ en fibro-
blastos de piel esclerodérmica (r = 0,6) (Grafico 2.). La presencia de anticuer-
pos antinucleares mostré una tendencia a asociarse con la expresion de AML
en fibroblastos esclerodérmicos (p=-0,06).

DISCUSION

La deposicion excesiva de matriz extracelular en la piel y 6rganos inter-
nos es una de las caracteristicas de la esclerodermia. Las fuentes tisulares
de los fibroblastos en el proceso fibrético no son completamente conocidas
pero se ha sugerido que el pool de fibroblastos residentes contiene diferentes
clones que pueden influir en la patologia de la esclerodermia (5). Adicional-
mente, el reclutamiento de células circulantes progenitoras de fibroblastos
como los fibrocitos, y la participacién de la transicion epitelio—mesenquima-
tica han sido propuestos como fuentes complementarias al pool de fibro-
blastos residentes tisulares en las enfermedades fibroticas (6—9). El término
fibrocito fue utilizado por primera vez en 1994 para definir a una subpoblacion
de leucocitos que se acumulan en sitios de injuria tisular y muestran propie-
dades de los fibroblastos (10). En el reporte inicial, los fibrocitos mostraron
expresion de CD34 y CD105, marcadores de células madre hematopoyéti-
cas, y CD454R0+, el marcador leucocitario comin —panhematopoyético— asi
como varios marcadores de linaje monocitico junto con vimentina y colage-
no (10, 11). La combinacion de la produccién de colageno y la expresion de
CD45 y uno de los antigenos hematopoyéticos, como CD34 es considerado
criterio suficiente para discriminar fibrocitros de leucocitos, células dendriti-
cas, endoteliales y fibroblastos tisulares residentes, in vitro e in vivo (11-17).
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Una vez que los fibrocitos completan su maduracion desde célula mononu-
clear CD14+, continua diferenciandose en células ultraestructural y fenotipi-
camente similares a fibroblastos maduros, promovido por estimulacién via
TGFR (10, 12,15) y endotelina—1 (15) La poblacién celular resultante produce
mas colageno y fibronectina que los fibrocitos (12, 15), expresa el marcador
de miofibroblastos alfa actina de musculo liso (11. 15, 18), down-regulando
la expresion de CD34 y CD45 (15, 18). En este estudio se pudo observar
una importante proporcién de fibroblastos esclerodérmicos que expresaban
actina de musculo liso, CD45R0O y CD34, aunque solo la expresiéon de AML
fue estadisticamente significativa respecto de los controles (p<0,05). Esto
esta en concordancia con los datos hallados por otros autores respecto del
rol de los fibrocitos en el desarrollo de fibrosis en la esclerodermia (7, 11).
Es probable que debido al pequefio numero tanto de casos como de con-
troles, no se haya encontrado asociacion entre la expresion de estos anti-
genos y caracteristicas propias de la actividad de la esclerodermia, como
el compromiso pulmonar (TCAR y DLCO) a excepcion de la presencia de
anticuerpos antinucleares, que mostraron una tendencia a asociarse con la
expresion de AML (coeficiente de correlacion de Pearson=0.6; p=0.06). Se
pudo observar una tendencia a correlacionarse la expresion de CD45R0O y
AML en los fibroblastos de piel de pacientes con esclerodermia (coeficiente
de correlacion de Pearson=0.6; p=0.06). (Este dato sera estudiado mediante
inmunofluorescencia con microscopia confocal). Es destacable que a pesar
de no comprobarse una asociacion estadistica, si pudo observarse que en
las biopsias correspondientes a pieles esclerodérmicas en fases activas de
la enfermedad, habia un mayor nimero de fibroblastos CD45R0O positivos
(paciente 9, figura 2.), junto con un gran infiltrado inflamatorio.

CONCLUSIONES

» Las biopsias de piel lesionaj de pacientes con esclerodermia mostraron
una mayor expresion de actina de musculo liso en fibroblastos respecto
de los controles (p<0,05).

*  Hubo una tendencia a correlacionar la expresion de actina de musculo
liso y CD45R0O+ en fibroblastos esclerodérmicos, lo que inferiria que
podria tratarse de una subpoblacion de fibroblastos con caracteristi-
cas fenotipicas de precursores mesenquimaticos, como los fibrocitos
(p=0.06).
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No hubo correlacién entre las caracteristicas clinicas de los pacientes
esclerodérmicos con la expresion de AML, CD45RO+ ni CD34. Si existio
una tendencia a la asociacion entre la expresion de AML y la presencia
de anticuerpos antinucleares (p=0.06).

Ninguna de las muestras observadas expreso el antigeno CD105+.
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Tabla 1.
Caracterlsticsas
clinico—humorales
de los casos con
esclerodermia;
EICH: enfermedad
injerto contra
huésped; ED:
esclerodermia
difusa; EL:
esclerodermia
limitada; SS:
sindrome de
superposicion;
Tiempo Dx: tiempo
de diagndstico;
TCAR: tomografia
computada de
alta resolucion;
DLCO: capacidad
de difusion

de monoxido

de carbono;
SEGD: seriada
eséfagogastro—
duodenal; ANA:
anticuerpos
antinucleares;
DNA: anticuerpos
anti ADN; ACA:
anticuerpos
anticentromero;
ATA: anticuerpos
anti—
topoisomerasa

I; TTO:
tratamiento; GC:
glucocorticoides;
CFM:
ciclofosfamida;
MTX: metotrexate;
D—Pen: D—
penicilamina. NR:
no realizado.
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Correlacion Expresion AML — CD45ROFibroblastos Esclerodermicos
250
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—e— Fibroblastos AML+ —&— Fibroblastos CD45RO+

Grafico 1. Correlacion entre la expresion de actina de musculo liso
y CD45RO+ en fibroblastos esclerodérmicos.

Figura 1. Expresion de actina de
musculo liso en fibroblastos.

A. piel esclerodérmica con abun-
dantes fibroblastos positivos
—400X(flechas).

B. Pielnormal, con escasos fibro-
A blastos positivos —400X(flecha).

C. Detalle de miofibroblastos
esclerodérmicos —1000X-.
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Figura 2 Expresion de CD45RO0 en fibroblastos de piel.

A. Piel esclerodérmica —paciente 9—. Abundantes fibroblastos positivos
rodeados de infiltrado inflamatorio —400X~..

B. Piel normal. Escasos fibroblastos positivos —400X-.

Figura 3. Expresion de CD34 en fibroblastos de piel.

A. Piel esclerodérmica. Se observan fibroblastos dérmicos positivos —400X~-.
B. Piel normal. No se observan fibroblastos positivos —400X—.
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Figura 4. Expresion de CD1 05 en fibroblastos de piel.
A. Piel esclerodérmica. No se observan fibroblastos positivos —400X.
B. Piel normal. No se observan fibroblastos positivos —400X~-.






AISLAMIENTO DE TRYPANOSOMA CRUZI DE MADRES
CHAGASICAS CRONICAS QUE NO TRANSMITIERON LA
INFECCION CONGENITA A NINGUNO DE SUS HIJOS: PUESTA A
PUNTO DE UNA TECNICA MEJORADA DE HEMOCULTIVO PARA
SER USADA EN PACIENTES CRONICOS

Maria Celia Mora, Olga Sanchez Negrette*, Federico Ramos, Cintia
Fernandez, Miguel Angel Basombrio.
Instituto de Patologia Experimental (IPE). Facultad de Ciencias de la Salud.
Universidad Nacional de Salta. Salta Capital.

En nuestro Instituto fueron estudiados mas de veinte aislados de Trypa-
nosoma cruzi obtenidos de cordon umbilical o puncidén venosa de recién
nacidos, hijos de madre chagasica. Mora et al. (2005). A partir de los mismos
se realizé la caracterizacion isoenzimatica para conocer la filogenia a la que
pertenecian los mismos. Corrales et al. (2009). A través de este proyecto
nos propusimos aislar parasitos de madres chagasicas seropositivas que no
transmitieron la infecciéon congénita a ninguno de sus hijos. Con estos aisla-
dos y los anteriores se podra estudiar la Enfermedad de Chagas Congéni-
ta desde el parasito, y asi poder conocer las caracteristicas y capacidades
de los mismos, que hacen que unos atraviesen la barrera transplacentaria y
otros no. La gestacién es un factor de riesgo para el aumento de la parasi-
temia, evidenciada por la mayor positividad de hemocultivos de las mujeres
gestantes en relacion a las no gestantes, y por el elevado nimero de parasi-
tos circulantes entre las primeras. Avelar et al. (2007), Hermann et al. (2004).

La técnica que se aplicé para aislamiento de tripomastigotes sanguineos
es el hemocultivo (HC). Se utilizé el protocolo de Chiari et al. (1989), modifi-
cado por Luz et al. (1994). El mismo es mas laborioso que el del HC de uso
corriente, y se aplica a estudios de pacientes chagasicos crénicos especi-
ficamente. Luz publicé también resultados muy alentadores utilizando esta
técnica (1998 y 1999).

Los HC son importantes técnicas para el aislamiento de parasitos Chiari
et al. (1989). La deteccion de T. cruzi es dificil debido al escaso numero de
formas tripomastigotes circulando en esa fase las cuales son recuperadas
solo de un limitado numero de pacientes por métodos parasitolégicos tanto
el xenodiagndstico como el HC. Ambos son métodos indirectos, diferidos y
multiplicadores de parasitos. Estos métodos son altamente especificos pero
presentan baja sensibilidad (50-74%) ademas que son mas complicados, len-

[291]
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tos y dilatados en el tiempo, y no son de uso rutinario en el hacer clinico.
Castro et al. (2002).

Para nuestro laboratorio dedicado prioritariamente al estudio de la Enfer-
medad de Chagas tanto en forma basica como aplicada, poner a punto esta
técnica de HC resulta una herramienta muy valiosa para iniciar otros estudios
a partir del parasito.

El mejor conocimiento del rol del T.cruziy su persistencia en pequefio
numero en sangre periférica a través del tiempo de vida del huésped humano
infectado puede desenmaraniar la evolucion de la enfermedad.

El diagnoéstico de la Enfermedad de Chagas en pacientes en fase croni-
ca, es realizado principalmente a través de tests seroldgicos convencionales
debido a los menores niveles de parasitemia caracteristicos de esta fase de
la enfermedad. Rassi y Luquetti (2003), Manual para la atencién del infecta-
do chagasico (2005). La parasitemia entonces no soélo es escasa, sino que
ademas, algunos de los individuos infectados pueden no tener parasitos cir-
culantes por cortos periodos de tiempo. Castro et al. (2006).

Aun cuando se aplique el tratamiento especifico, la serologia puede per-
manecer positiva por largos periodos de tiempo a pesar de que los parasitos
hubieren sido eliminados. Sanchez Negrette et al. (2008). Por eso la intro-
ducciéon de metodologias capaces de evidenciar al T. cruzi en este tipo de
pacientes con el objeto de discriminar por ejemplo, curados y no curados, es
fundamental. Luz et al. (1994). Asimismo esta técnica permite el aislamiento
de tripomastigotes de pacientes crénicamente infectados para realizar estu-
dios de resistencia al tratamiento. Es en este momento cuando necesitamos
aplicar criterios de curacién y la busqueda debe ser exhaustiva. Nos permite
estudiar también la asociacién de parasitos con el tropismo a ciertos 6rga-
nos y su relacion con determinadas caracteristicas y particularidades de esta
patologia, incluso respecto a ciertas areas geograficas.

También se busca lograr el aislamiento de parasitos para poder llevar
adelante estudios bioquimicos, y de caracterizacion de T. cruzi en humanos,
animales domésticos y silvestres.

La necesidad de evidenciar al T. cruzi en pacientes ha hecho de esta
técnica una sensible herramienta para muchas investigaciones.

Durante afios los HC no fueron corrientemente realizados para el diag-
nostico de Enfermedad de Chagas crénica, porque se obtenian bajos niveles
de positividad como por ejemplo, 6.3%. Pifano et al. (1954).

Desde que Chiari y Brener (1966) obtuvieron casi un 26% de cultivos
positivos en LIT (Liver Infusion Tryptosa Medium), cambié la opinién acer-
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ca del método y aparecieron nuevas posibilidades de investigacion. Ayuddé
mucho el medio liquido, principalmente con siembra directa o después de la
centrifugacion del material.

Diferentes intentos han sido hechos para perfeccionar el diagnosti-
co parasitologico de la Enfermedad de Chagas humana por hemocultivo.
Mourao y Mello (1975) estuvieron comprometidos en el desarrollo de su idea
de remover el plasma para lavar las células con el propésito de sacar los anti-
cuerpos y otros factores inhibitorios del crecimiento del T. cruzi.

A fin de ese afio Chiari y Dias (1975) reprodujeron la técnica anterior
y comenzaron un proyecto piloto cambiando el volumen de 10 a 30 ml para
obtener mejor positividad temprana. Minter-Goedbloed, E. et al. (1978)
aumentaron las lecturas por un término de 6 meses.

Ya en 1989 Chiari et al. emplearon para el aislamiento un volumen de
30 ml de sangre extraida con heparina de pacientes positivos por serologia,
centrifugando a 2000 r.p.m. 30’ y separando el plasma. Lavaban con LIT o
PBS (Phosphate Buffered Saline) y hacian otra centrifugacion a 2000 r.p.m.
15. Este grupo comenzo6 a trabajar conservando las muestras en frio. El
material era distribuido en 6 tubos con 6 ml de LIT cada uno. Con agitaciones
de las muestras cada 2 dias y examenes los dias 15, 30, 45, y 60. Se proce-
saban sin tener en cuenta el tiempo, removian el plasma y leian muestras de
100 microlitros, obteniendo 55% de hemocultivos positivos.

En 1994 Luz et al. realizaron estudios parasitolégicos en pacientes
chagasicos crénicos no tratados, positivos por tres reacciones seroldgicas.
En estos estudios se disminuy6 el tiempo de procesamiento de la sangre y
el manipuleo de la muestra con homogeneizacion suave. Hicieron tres HC
seriados por persona. El volumen de extraccion de sangre fue de 30 ml, la
centrifugacion inmediata a 4000 g 10’ y 20’ respectivamente, y siempre tra-
bajaron a 4°C. Retiraban el plasma y usaban medio LIT. Ademas guardaban
el sedimento de centrifugacion del plasma centrifugado en iguales condi-
ciones, al que se le agregaba medio y se lo incubaba también. Resuspen-
dian todo el paquete celular en 10 ml de LIT y distribuian este material en
tubos con 2 ml de LIT cada uno. El tiempo de realizacién era de 30 minutos
y se cultivaban a 28° C. Se homogeneizaban los tubos 1 vez por semana
y la lectura era de 10 microlitros de suspension, examinada mensualmente
durante 120 dias. La proporcion de HC positivos en una sola toma de mues-
tra fue de 79%.

En 1998 y 1999 también Luz trabaj6é con muestras de sangre inmediata-
mente después de extraida, en un procedimiento que no debia pasar los 30°
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y con baja temperatura. Extraia 30 ml de sangre heparinizada, centrifugaba a
1000 g 10’ a 4° C y luego hacia un Unico lavado. El paquete de células sangui-
neas era alicuotado desde lo alto hacia el botodn, en el 1° tubo va el buffy- coat.
Este es un término inglés que puede traducirse por capa leuco-plaquetaria
que se observa después de la centrifugacion o de la sedimentacion de la
sangre total entre el plasmay los gldbulos rojos. También se la conoce como
la capa leucocitaria, componente sanguineo formado por centrifugacion de
una unidad de sangre total, que contiene la mayor parte de sus leucocitos
y, segun el sistema de centrifugacion sus plaquetas. Junto a ese estrato de
formas sanguineas quedan los tripomastigotes, si los hubiera, por su peso
especifico. La siembra del mismo trae mas resultados positivos que los otros
tubos. La concentracion de parasitos en el buffy-coat permite simplificar la
técnica y hace al test mas tentador para el diagnoéstico. Lavaba con LIT y
seguia con la lectura por 120 dias. Repitié los tests de HC y sin embargo, ya
en el primero consiguio un 76 % de resultados positivos.

Castro et al. (2002) repitio la técnica descripta anteriormente, excepto la
lectura que hacia hasta los 150 dias. Agitaba los cultivos 2 veces por semana,
realizaba la lectura entre porta y cubreobjetos tomando 10 microlitros de la
suspension de los tubos, que habian sido cultivados en estufa a 26°C. Hizo
repeticion de la técnica con tres extracciones por paciente pero la deteccién
de hemocultivos positivos en la primera de ellas fue de un 40%.

La propuesta de este trabajo fue encontrar un método ideal que fuera
simple y practico dando un rapido crecimiento de los flagelados. Podemos
decir que la mayor positividad del HC depende de la naturaleza del medio de
cultivo, de la técnica empleada y de las modificaciones que se van realizando
a la metodologia.

Nosotros modificamos la técnica en algunos puntos: trabajamos con la
mitad del volumen de sangre que la escuela brasilera, se homogeneizaron
las muestras dos veces por semana, se leyeron hasta los seis meses y la
observacion se realizé a partir de 10 microlitros levantados del fondo del
tubo y leidos entre porta y cubreobjetos. Le prestamos especial atencién a
la observacion de dos tubos de la serie de siete: el primero, donde se cultiva
el buffy- coat y el séptimo, donde se cultiva el sedimento de centrifugacién
del plasma. Este ultimo tiene la misma composicién celular del primer tubo
puesto que al levantar el plasma la primera vez indefectiblemente se levantan
muchas células de esa capa leuco-plaquetaria. Todo el remanente celular
de hematies se reparte en 5 tubos con 4 ml de medio LITHSP (Tryptosa
Liver Infusion, Hemina, Penicilina-Estreptomicina, Suero Bovino Fetal). Por
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lo demas se siguieron las pautas principales de la técnica: trabajar con mues-
tras sanguineas de no mas de cuatro horas de obtenidas, procesar en no mas
de 30"y lavar con LITHSP siempre. En todo momento se conservé la muestra
a temperatura no superior a 4° C para evitar que los parasitos sean lisados
por el complemento.

Con esta metodologia usada en las 22 muestras que finalmente se
utilizaron en la investigacion de esta técnica, 4 resultaron positivas. Esto
representa un 18.18% de muestras positivas, a pesar de estar trabajando en
muchas oportunidades con la mitad del volumen de sangre que con el que
trabajaron los expertos brasileros.

Nuestros resultados muestran que con la técnica de HC empleada y con
las modificaciones en la metodologia introducidas y reajustadas durante la
realizacion de este trabajo se puede lograr un porcentaje muy interesante de
muestras positivas y el aislamiento de buen nimero de parasitos. Estamos
frente a una excelente herramienta para futuros trabajos y esto es muy pro-
misorio para nosotros.

Objetivo: Poner a punto y optimizar una técnica parasitolégica sensible
para la deteccion de Trypanosoma cruzi de madres chagasicas cronicas: el
hemocultivo segun un protocolo especial para pacientes créonicos con pocos
parasitos en sangre.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Reclutar madres chagasicas cronicas registradas a partir de un estudio
previo, con dos tests seroldgicos positivos y cuyos hijos nacieron sin infec-
cion en la totalidad.

Obtener sangre de esas mujeres y aplicar una técnica de aislamiento de
parasitos.

Poner a punto la misma: aislar Trypanosoma cruzi y amplificar dicho
cultivo.

Producir stocks de estos parasitos y congelarlos en nitrégeno liquido
para posteriores estudios de caracterizacion isoenzimatica, bioquimica y
genética, etc.

MATERIALES Y METODOS:
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Se realizé un método parasitolégico, el hemocultivo, con un procedi-
miento especial para ser usado en pacientes crénicos con pocos parasitos
circulantes.

Pacientes: Fueron estudiadas 24 madres chagasicas cronicas que no
transmitieron la infeccidon congénitamente a ninguno de sus hijos, y que eran
positivas por dos técnicas seroldgicas: HAIl (Hemaglutinacién Indirecta) y
ELISA (Ensayo Inmunoenzimatico). Las muestras pertenecian a pacientes
residentes en la Ciudad de Salta y no sometidos a reinfecciones.

Se realizaron los estudios en camara de flujo laminar vertical. Se utilizé cen-
trifuga refrigerada, y bafio de hielo. Estufa de cultivo a 28°C y microscopio optico.

El medio de cultivo utilizado es LITHSP (Tryptosa Liver Infusion- Hemi-
na-Penicilina- Estreptomicina y Suero Bovino Fetal).

Se confecciono un consentimiento informado que fue aprobado por el
Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias de la Salud.

Procedimiento para realizar el hemocultivo:

La técnica utilizada fue basada en la descripta por Chiari et al. 1989, y
modificada segun Luz et al. 1994, 1998, 1999.

Extraer 20 ml. de sangre venosa por muestra con jeringa heparinizada.
Procesar antes de las 4 hs. de la extraccion, y en ese periodo sera mantenido
en bafio de hielo. Centrifugar a 2500 rpm durante 10 min. a 4°C en centrifuga
refrigerada y retirar el plasma. En tubo aparte centrifugar el plasma retirado
de igual forma. Separar el plasma para serologia y al sedimento celular que
queda, agregarle 3 ml de LITHSP, que es el medio utilizado. Ese tubo sera el
n°® 7, de los 7 tubos de cada paciente.

Agregar al sedimento de la primera centrifugacion igual volumen de
LITHSP que el del plasma eliminado, para lavar el paquete de células hema-
ticas. Vortexear.

Centrifugar a 2500 rpm durante 10 min. a 4°C en centrifuga refrigerada.

El sobrenadante sera descartado y el pellet celular se fraccionara en
alicuotas de 1 ml aproximadamente, con pipeta Pasteur de plastico. Se dis-
tribuiran en 6 tubos plasticos de 15 ml, tubos Falcon, conteniendo 4 ml de
medio LITHSP.

Por cada muestra se haran 7 tubos. El 1° contendra el buffy-coat y el 7°
el pequefio pellet del centrifugado del plasma, que son células levantadas del
buffy- coat y que quedan al retirar el plasma. Del 2° al 6° son globulos rojos
que deben ser cuidadosamente alicuotados.
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El procedimiento no debe alargarse por mas de 30 min.

Se haran dos homogeneizaciones por semana de los tubos, pero nunca
el dia de lalectura. Estos tubos seran mantenidos en estufa de cultivo a 28°C.

Se realizara una muestra por persona. Y por cada muestra se sembraran
7 tubos.

Lectura:

Se llevara a cabo los dias 30, 60, 90, 120, 150, y 180 post-siembra o
hasta que sea positivo.

Tomar 10 microlitros del fondo cénico del tubo Falcon.

Colocar 10 microlitros del pellet entre porta y cubreobjetos, y observar
con microscopio 6ptico a 400 x. Esto se hace con cada uno de los 7 tubos
Falcon correspondientes a cada muestra.

En caso de resultar positivo tomar el resto del pellet y repicar a tubos con
LITHSP.

A partir de los hemocultivos realizar cultivos masivos en medio LITHSP
y posteriormente criopreservar en N2 liquido a - 196 °C.

RESULTADOS:

Dos de esas muestras se perdieron por contaminacién. Por lo tanto, las
muestras se redujeron a 22. Cuatro de ellas resultaron positivas lo que repre-
senta un 18.18% (4/22).

El volumen de sangre extraido fue en promedio 12.5 ml (desde 10 a 20 ml)

El tiempo transcurrido entre la fecha de siembra de la muestra y el diag-
nostico del resultado positivo de las cuatro muestras fue el siguiente: una a
los 30 dias, dos a los 60 dias y una a los 90 dias.

En dos muestras positivas el nimero de tubos con parasitos fue de 3, y
en las otras dos hubo 2 tubos positivos.

En las dos muestras con 3 tubos positivos, el orden de los mismos fue en
el 1°,2°y 3°.Y en las dos muestras con 2 tubos positivos el orden fue en una
el2°yel 7°yenelotro el 1°y el 7° respectivamente.

El lapso de tiempo entre la entrega y el procesamiento fue siempre
menor de 4 horas.

Se uso centrifuga refrigerada en 16 muestras y en 8 centrifuga comun.
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DATOS DE LAS MADRES Y VARIABLES
CODIGO N°HIJOS RESULTADO FINAL T LECT1°t+ T ENTREGAY SIEMBRA
1 8 Positivo 30 dias Correcto
2 3 Negativo Correcto
3 4 Negativo Correcto
4 3 Negativo Correcto
5 2 Negativo Correcto
6 2 Positivo 60 dias Correcto
7 3 Negativo Correcto
8 2 Negativo Correcto
9 7 Negativo Correcto
10 3 Negativo Correcto
1" 3 Negativo Correcto
12 6 Negativo Correcto
13 4 Positivo 90 dias Correcto
14 3 Negativo Correcto
15 7 Positivo 60 dias Correcto
16 2 Negativo Correcto
17 3 Negativo Correcto
18 3 Negativo Correcto
19 2 Negativo Correcto
20 2 Negativo Correcto
21 7 Negativo Correcto
22 3 Negativo Correcto
23 7 Negativo Correcto
24 5 Negativo Correcto

* Primer Nivel de Atencién. Salud Publica. Ciudad de Salta
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MEDIDAS EN LAS MUESTRAS ESTUDIADAS

TIPO CENTR. CONTAMIN. ml. MUESTRA | N°TUBOPOSIT. | ORDEN TUB.POS.
10
20
Refrig. NO 13 3 3°
Refrig. NO 12 0
Refrig. NO 12 0
Refrig. NO 12 0
Refrig. NO 20 0
10
20
Refrig. NO 12 3 3°
Refrig. NO 10 0
Refrig. NO 12 0
Refrig. NO 12 0
Refrig. Sl 10 0
Refrig. NO 12 0
Comtn Sl 10 0
20
Comun NO 13 2 7°
Comin NO 14 0
10
Refrig. NO 12 2 7°
Refrig. NO 10 0
Comun NO 10 0
Comun NO 12 0
Comin NO 10 0
Comdn NO 10 0
Comin NO " 0
Refrig. NO 12 0
Refrig. NO 20 0
Refrig. NO 10 0
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DISCUSION:

Si bien en principio se planifico extraer de cada madre 20 ml de sangre,
aproximandonos asi al volumen de las muestras de la bibliografia tomada
como modelo, se obtuvieron solo dos muestras con el volumen deseado,
y el volumen promedio fue de 12 ml. Pese a tener un consentimiento infor-
mado aceptado por un Comité de Etica no se pudieron obtener muestras
de mayor volumen. Los motivos son la reticencia de las mismas madres a
dar mucha sangre, que es un problema cultural y a que en nuestra provincia
no es habitual hacer extracciones de esos volumenes a los pacientes. En
Brasil obtienen volimenes mayores, 30 ml de sangre por extraccion, en
investigaciones como ésta. Casi toda la bibliografia en la que hemos apoya-
do nuestra estudio es brasilera, se ve alli que grandes grupos de diferentes
partes de ese pais desde hace 40 afios manejan esos volumenes. El hecho
de haber trabajado con poco volumen de sangre fue una enorme desventa-
ja en nuestro trabajo.

Se obtuvo s6lo una muestra por cada madre, no hubo repeticiones. La
poblacion estudiada es un grupo muy acotado de personas: madres con
infeccidon chagasica créonica que no transmitieron la infeccion congénitamen-
te a ninguno de sus hijos. Esto requiere tener un muy buen registro y manejo
de técnicas serologicas puestas a punto para la selecciéon de madres y con-
trol de todos sus hijos. Por otra parte las muestras tomadas segun la buena
voluntad de las pacientes fue muy restringida.

El medio utilizado para cultivos y lavados fue LITHSP en todas las mues-
tras. Ocho se procesaron en centrifuga comun.

Se retird el plasma que posee factores inhibidores del crecimiento del
parasito y se prolongo el tiempo de cultivo a seis meses como sugiere Min-
ter-Goedbloed et al. (1978) y Fernandes et al. (1995) quienes sostienen que
aumenta el numero de muestras positivas encontradas cuanto mas tiempo
son incubadas.

Se uso el buffy-coat y el sedimento del plasma extraido. Se homogenei-
zaron dos veces por semana todas las muestras.

El tiempo de procesamiento fue variable. Se intentd procesarla en 30 min.

Con el uso de esta técnica se disminuyo la manipulaciéon de la muestra,
como sugirieron Barbosa et al. (1983), Luz et al. (1994) y Fernandes et al.
(1995). Ellos observaron que a menor manoseo de la muestra se conseguia
mayor viabilidad de los parasitos y que los mismos estuvieran en condiciones
favorables para su multiplicaciéon. Castro et al. (2006).
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Levantamos el plasma, factor con inhibidores del crecimiento del parasi-
to. Mourao y Mello (1975), Chiari et al. (1989) y Luz et al. (1994).

Se conservo la linea de frio a 4°C Chiari et al. (1989), Luz et al. 1994 y
1999.

Se homogeneizaron todas las muestras 2 veces por semana. Castro et
al. (2002).

La centrifugacioén duplica o triplica los hallazgos. Barbosa et al. (1983) y
la centrifugacion del plasma también suma mucho al aislamiento de parasi-
tos. Luz et al. (1994).

Otro camino bien conocido para aumentar la positividad es aumentar el
numero de examenes por pacientes Luz et al. (1994), Castro et al. ( 2002).
Estos deben ser repetidos en diferentes momentos. Diferentes autores mos-
traron que repitiendo hemocultivos en un mismo paciente podia aumentarse
la sensibilidad de la técnica: Albuguerque et al. (1972), Mourao and Chiari
(1975), Luz et al. (1994), Luz (1998), Luz (1999); Castro et al. (2002). En nues-
tro pais Jorg y Baez (1993) lograron una positividad de un 86.8% repitiendo
tomas de muestras en un mismo paciente, hasta 8 muestras de una misma
persona. No se hicieron repeticiones en nuestro proyecto.

De las cuatro muestras positivas, dos de ellas tuvieron dos de los siete
tubos positivos, compatible con parasitemia baja y las otras dos muestras
tuvieron 3 tubos positivos compatible con parasitemia alta. A esta clasifica-
cion de los pacientes segun la carga parasitaria la hace Luz et al. (1994) y
habla de baja parasitemia cuando hay solo 1 o 2 tubos positivos y alta parasi-
temia cuando 3 o mas tubos son positivos de los siete sembrados.

Nosotros le dimos una importancia especial al orden del tubo positivo.
En dos casos fueron positivos el 1°, 2°, y 3°. El primero es el tubo donde
indefectiblemente se inoculd el buffy-coat y los subsiguientes son aquellos
en donde se sembro el material préximo a él ya que por el peso especifico
del parasito al centrifugar la muestra, se ubicara entre la capa de glébulos
blancos y hematies de la muestra. En las otras 2 muestras positivas el orden
de los tubos positivos es, en una el 2°y 7° y en otro en 1°y 7°. Ya explicamos
la razén de los primeros tubos positivos. Respecto del 7° tubo recordemos
que en el mismo se alojaba el pellet de centrifugacion del plasma con células
del buffy-coat al cual se le agregé medio.

Hemos comprobado que el uso del buffy-coat da significativamente mas
resultados positivos que otros tubos. Esto fue sostenido por Luz en 1998 en
su tesis doctoral. La concentracion de parasitos en el mismo permitiria sim-
plificar la técnica ya que podria ser usado un nimero mas pequefio de tubos



302 Anales 2008-2010

por paciente, haciendo al test mas eficiente y la lectura mas estimulante para
el diagndstico o el aislamiento parasitologico.

Otro aporte importante es la busqueda de los parasitos en el fondo del
tubo. Los tripomastigotes fisiolégicamente respiran y lo hacen mejor en la
superficie. Nadan en la parte superior. Al reproducirse, las formas epimasti-
gotes quedan en grumos en el fondo del tubo si hay pocos, y levantarlos del
fondo cdnico del tubo es mas facil en el momento de la lectura.

Comentarios de Luquetti A. y Castro A. M..

En general se detectan mas positivos al dia 30, y en orden decreciente el
dia 60y el 90 Luz et al. (1994). Nosotros detectamos una muestra positiva al
dia 30, dos al dia 60 y una al dia 90.

Se pudo aislar el parasito de cuatro madres de las 22 estudiadas que
representan 18.18 % (4/22). Las muestras no fueron voluminosas, no obs-
tante se obtuvo muy buen porcentaje de positividad si comparamos nuestro
trabajo con el trabajo de Sirano et al. (2007) que consigue 18.4 % de hemo-
cultivos positivos de madres infectadas no gestantes basados en las mismas
técnicas que nosotros usamos pero con mas del doble del volumen.

Seguramente si se aplicara este protocolo en trabajos semejantes a los
realizados por nosotros con sangre de cordones umbilicales de nifios hijos
de madres chagasicas se elevaria el nUmero de aislados obtenidos. Mora et
al. (2005).

Conseguimos con varias dificultades y modificaciones sobre la marcha
una positividad de 18.18%, esto significa que ajustando las variables y con
esta experiencia se puede mejorar mucho la deteccion de T. cruzi. Mas adn
si se repiten las extracciones por paciente.

Conclusiones: se puede aumentar el numero de hemocultivos positivos,
aumentando el volumen de la muestra, disminuyendo el lapso colecta-siem-
bra, centrifugando y separando el plasma, empleando un tiempo de proce-
samiento de no mas de 30 min, disminuyendo el manoseo de la muestra y
conservando la linea de frio en 4° C, usando el medio LIT completo para el
lavado, sembrando el buffy-coat y las células sedimentadas en el fondo del
tubo de centrifugacién del plasma, y prologando la lectura hasta los 180 dias.
Las lecturas se haran tomando el material del fondo del tubo y colocando
entre porta y cubreobjetos para las lecturas mensuales.

Hemos puesto a punto una técnica que nos abrira muchas posibilida-
des. Con la experiencia adquirida y las modificaciones implementadas con-
seguiremos aislar en un proximo trabajo mas Trypanosoma cruzi a partir de
esta metodologia.
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SUMMARY

A parasitological technique, Hemoculture (HC), was implemented due
to the need of isolating Trypanosoma cruzi from chronic chagasic women,
whose children were born without congenital infection. This technique was
adapted to patients in the chronic phase.

HC is commonly used because of its low levels of circulating parasites in
the chronic phase of the disease. This indirect method is highly specific, but in
general, its sensitivity is rather low.

The technique of Chiari et al. (1989) modified by Luz Z. et al. (1994-1999)
and by us, aiming to increase its sensitivity, was used as follows: aprox 12 ml.
of venous blood was collected into syringe containing sodium heparin and
centrifuged for 10" at 1.000 g and 4 °C to separate red blood cells from plas-
ma. Supernatant plasma was centrifuged and 3 ml of Liver linfusion Tryptose
Medium, Hemine, Peniciline — Streptomicine, Foetal Serum Bovine LITHSP)
added to pellet. Packed red blood cells were washed by centrifugation in
LITHSP at 4°C and 1.000 g for 10 min, and distributed into six plastic tubes
(Falcon) each containing 3 ml LITHSP. All tubes were kept at 28°C, mixed
gently twice a week, and examined monthly during 180 days. A total of 10
microlitres of each preparation, taken from the tube’s bottom, was examined
microscopically. There were no further repetitions.

The parasites were isolated — 4 out of 22 mothers (18.18%), showing that
HC is a sensitive method for the parasitological diagnosis of Chagas disease
as well as ideal for monitoring cure in treated patients.

In conclusion, a higher positivity of HC can be attained: using LITHSP
medium, using buffy-coat, increasing the period of culture up to 180 days,
reducing time-period between collection and inoculation of samples, pro-
cessing blood more rapidly, reducing manipulation of blood samples.
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The present protocol has been improved during the development of the
project. The isolated parasites should outnumber in future studies and be
used in further investigations.
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Cecilia Maria Parodi Ramoneda
Instituto de Patologia Experimental (IPE) - CONICET

GRUPOS DE PACIENTES ESTUDIADOS

Para realizar el analisis fenotipico de las poblaciones linfoides, se toma-
ron y procesaron muestras de sangre periférica de 76 pacientes, de los cua-
les, luego de realizar el diagndstico, se descarto la Leishmania como agente
causal en 19 de los mismos. El resto se clasificd dentro de dos formas clinicas
de la Leishmaniasis Tegumentaria Americana (LTA), 29 pacientes presenta-
ron clinica compatible con L. Mucocutanea (LMC) y 28 con L. Cutanea (LC).

Debido a que la enfermedad de Chagas es endémica en las mismas
zonas geograficas que la Leishmaniasis, resultd de gran importancia deter-
minar por enzimoinmunoensayo el porcentaje de pacientes que concomitan-
temente con la LTA presentaban infeccion por el protozoario T. cruzi. EI 39.29
% de los pacientes con LMC present6 infeccion por T. cruzi, mientras que
un menor porcentaje de infeccion mixta se observo en los pacientes con LC
(20.69 %) (Tabla 1).

Tabla 1. Relacion entre formas clinicas de LTA y la infeccion por T. cruzi

Forma de presentacion Infeccion por T. cruzi Total
Sl NO
LC 6 (20.69 %) 23 (79.31 %) 29 (100 %)
LMC 11 (39.29 %) 17 (60.71 %) 28 (100 %)
Total 17 (29.82 %) 40 (70.18 %) 57 (100 %)

Analisis del perfil fenotipico de las células linfoides periféricas de
los pacientes con L. Cutanea (LC) y con L. Mucocutanea (LMC)

Se determiné por citometria de flujo el porcentaje de expresion de dife-
rentes receptores relativos a diferenciacion y memoria sobre los linfocitos
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T CD8+ y T CD4+ de pacientes que sufren LC (n= 16) y LMC (n= 25) con
lesiones activas y de un grupo control (GC, n= 12) compuesto por sujetos
sanos sin historia de Leishmaniasis. Al progresar en los estadios de diferen-
ciaciéon T se produce la pérdida de moléculas como CD27, CD28, CD127 y
CD45RA, entre otras, y la ganancia de otros receptores en membrana, como
ser el marcador de senescencia CD57 y moléculas citoliticas como perfori-
na y granzima en el citoplasma de los linfocitos (Appay et al 2002; Appay &
Rowland Jones, 2004). El analisis de estos marcadores resulta de interés, ya
que segun diversos estudios acerca de infecciones virales crénicas o de la
enfermedad de Chagas, relacionan el estadio de diferenciacién en el que se
encuentran los linfocitos, con la mejoria clinica o con progresion y severidad
de las patologias.

En la figura 1 se muestran los principales hallazgos encontrados. Ambos
grupos de pacientes (LC, LMC), mostraron un porcentaje disminuido de célu-
las “early” o tempranas, caracterizadas por la co-expresiéon CD27+, CD28+
sobre los linfocitos T CD8+ y T CD4+, respecto al grupo control (Fig. 1A). Lo
mismo se observo con la expresion de otro marcador temprano, CD127 (Fig.
1B) en ambas subpoblaciones linfoides. Por otra parte, al analizar al marca-
dor CD27 conjuntamente con el de memoria CD45R0O, se pudo demostrar
que en el grupo control prevalecen las células T CD27+, CD45R0O-, es decir
las células virgenes (Fig. 1C), mientras que en los pacientes que sufren LC
y LMC, estas células se encuentran en menores porcentajes mientras que
se observa un porcentaje estadisticamente mayor de células de memoria
CD45R0O+ con ausencia de CD27 en membrana (Fig. 1D).

La pérdida de CD27 también se observa al analizar la co-expresion
CD27-, CD28-, caracteristica de células “late” o tardias, ya que los pacientes
presentan un porcentaje significativamente mayor de dichas células respecto
al grupo control (Fig. 1E). La caracterizacion de células en estadios termina-
les de diferenciacion en los pacientes se completa con la determinacién de
un mayor porcentaje de expresion del receptor CD57 (Fig. 1F) y de moléculas
citoliticas como perforina en el interior de los linfocitos T CD8+ (Fig. 1G).

Respecto a la funcionalidad de las células T CD8+, se determind el por-
centaje de IFN-y luego de la estimulacion con mitégenos (PMA + ionomicina)
en los grupos en estudio. En este caso, los pacientes con LC presentaron
porcentajes intracitoplasmaticos de esta citoquina similares al grupo control.
No obstante se observaron diferencias altamente significativas entre estos
grupos y el de pacientes con LMC activa (Fig. 1H), quienes demostraron los
mayores porcentajes de IFN-y.
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Las diferencias fenotipicas se encuentran mas pronunciadas en los linfo-
citos T CD8+, que en los linfocitos T CD4+. Es importante destacar también,
que independientemente de las distintas formas clinicas de LTA, ambos gru-
pos de pacientes mostraron un fenotipo de diferenciacion T tardio. Como se
trata de pacientes que presentan lesiones activas, ya sea a nivel cutaneo o a
nivel nasofaringeo, el fenotipo encontrado puede estar asociado a un estado
de estimulacion inmune debido principalmente a la presencia del parasito en
el organismo. El fenotipo de diferenciacién T terminal se asocia, segun diver-
sos estudios a cronicidad y progresion de la patologia. A su vez, células alta-
mente diferenciadas presentan signos de senescencia durante infecciones
crénicas presumiblemente debido a agotamiento luego de re-estimulacién
persistente (Hinrichs et al, 2006; Barber et al, 2006). Es por este motivo que
otro objetivo del proyecto es determinar que sucede cuando se produce la
curacion o mejoria clinica, lo que lleva a la disminucion de la carga parasitaria
en el organismo, luego de la administracion de la terapia especifica.

Influencia de la coinfeccion con T. cruzi en los hallazgos fenotipicos
de pacientes con LMC

Debido a que durante la enfermedad de Chagas también se producen
cambios en el fenotipo de los linfocitos T de los pacientes, quisimos determinar
si la infeccién por T. cruzi tenia influencia en los resultados expuestos para los
pacientes con LMC. Para esto, realizamos la determinacién de anticuerpos
anti-T. cruzi mediante enzimoinmunoensayo comercial (con Antigenos recom-
binantes) en el plasma de los pacientes. De 25 pacientes analizados, 16 mos-
traron serologia negativa, mientras que en 9 se determind la positividad para
anticuerpos contra T. cruzi. Luego de dividir los grupos en LMC y LMC-Cha-
gas+ analizamos los principales receptores de diferenciacion sobre linfocitos T
CD8+y pudimos determinar que no se observan diferencias significativas entre
ambos grupos (Tabla 2), lo cual indica que los hallazgos encontrados no estan
influenciados por la infeccion con T. cruzi concomitante.

Tabla 2. Diferencia entre receptores de diferenciacién T en pacientes con LMC y en
pacientes con LMC que concomitantemente presentan infeccién por T. cruzi

Formas de Receptores de membrana sobre linfocitos T CD8+ (%, X + ES)
presentacion | cp27+ CcD28+ CD127 CD57 CD27-,CD28- | Perforina IFN-y
LMC (n=16) 39,13+3,17 | 58,47+4,18 | 36,22+2,85 | 37,63+2,61 |38,97+5,93| 53.85+5.51
LMC-Chagas+| 35,48+5,31 |47,98+3,97 | 43,22+3,46 | 4577+4,59 |53,99+1,80| 57.10+4.42
(n=9)
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Progresion de la LTA en los pacientes estudiados y su relaciéon con el
fenotipo de diferenciacion T

La Leishmaniasis es una patologia dificil de diagnosticar, a su vez los
pacientes generalmente provienen del interior de la provincia y luego de
lograr el diagndstico y recibir el tratamiento, muchas veces no es posible
localizarlos nuevamente para realizar su control clinico. En el caso de los
pacientes estudiados (n= 57), pudimos determinar su evolucion en 28 de los
mismos. En el caso de los pacientes con LC, 34.48 % presentaron buena
respuesta al tratamiento, 6.90 % (2 casos) no cicatrizaron las heridas y no
pudimos realizar el seguimiento del resto (58.62 %). El 39.29 % de los casos
de pacientes con LMC presentd mejoria clinica mientras que el 17.86 % mos-
tré recidivas, luego de mas de dos regimenes terapéuticos y el 42.86 % no
pudo ser evaluado.

Fenotipo de diferenciaciéon T en pacientes con LC y distinta
progresion de la patologia

Luego de demostrar que los pacientes con LC activa (n= 16) presentan
un fenotipo de diferenciacion T tardio, quisimos determinar que sucede luego
de afios de recibido el tratamiento, que lleva a la disminucion o eliminacién
de la carga parasitaria, en pacientes que se encuentran en seguimiento con
heridas cicatrizadas y sin ninguna sintomatologia clinica de enfermedad, con
buena respuesta sostenida (n= 9). Debido a que la subpoblacién T CD8+ es
la que presenta las diferencias mas pronunciadas, analizamos los principales
receptores de diferenciacion sobre estas células T. Las células tempranas
doble positivas CD27+, CD28+ y el marcador de diferenciacion temprana
CD127 se encuentran aumentados significativamente en el grupo de pacien-
tes en seguimiento respecto a los pacientes con enfermedad activa (Fig. 2 A,
2B). Ademas, el porcentaje de células CD27-, CD28- y la molécula perforina,
ambas caracteristicas de estadios avanzados, se encuentran disminuidas en
el grupo de pacientes que presentaron buena respuesta sostenida en el tiem-
po (Fig 2C, 2D). Estos resultados sugeririan la reversion de un fenotipo tardio
hacia un fenotipo temprano luego del descenso de la carga parasitaria, pro-
ducido por la administracion del tratamiento. Estos hallazgos son relevantes,
ya que el fenotipo temprano se asocia con mejoria clinica, mayor inmunidad
protectiva y sintomas mas leves de las patologias (Albareda et al, 2006).
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Figura 2. Receptores de diferenciacién sobre los linfocitos T CD8+ de pacientes con
L. Cutanea activa (CL, n= 16) y de pacientes que se encuentran en seguimiento lue-
go de la administracién de la terapia y de afios de mejoria clinica y cicatrizacion de
lesiones (CL-S, n=9).

Nuestros estudios sugieren que el analisis de la modulacién de los
receptores de diferenciacion a distintos tiempos de infeccion, podria ser de
utilidad como una herramienta que ayude a definir clinicamente a pacientes
que se presentan un mayor riesgo de progresion de la patologia y a pacientes
con prondstico mas favorable.

Dificultades encontradas en la Investigacion:

La mayor dificultad ha sido no contar con una estufa de cultivo que
funcionara adecuadamente en nuestro Instituto, durante la mayor parte del
periodo comprendido para la realizacion del proyecto. Ahora que la tenemos
estamos poniendo a punto las técnicas (ya mencionadas en el informe ante-
rior) que requieren de la implementacion de cultivos celulares.



EXPRESION CLINICA DE HEMOFILIA EN MUJERES
PORTADORAS. DIAGNOSTICO DE LA INACTIVACION DEL
CROMOSOMA X.

Claudia Pamela Radic, Liliana Carmen Rossetti, Miguel Candela.
Instituto de Investigaciones Hematoldgicas Mariano R Castex.
Academia Nacional de Medicina de Buenos Aires.

RESUMEN

La hemofilia es una enfermedad hemorragica hereditaria, ligada al sexo,
que afecta a 1 de cada 10.000 varones en todas las poblaciones humanas.
La hemofilia A (HA) se caracteriza por el déficit del factor VIII de coagulacion
(FVIIN. La HA no se distingue clinicamente de la hemofilia B (HB), asociada
a defectos en el factor IX de coagulacion; es aproximadamente 5 veces mas
frecuente.

En hemofilia, como toda enfermedad recesiva ligada al cromosoma X,
los varones resultan afectados y las mujeres son generalmente no sintomati-
cas. La evidencia fenotipica de hemofilia en mujeres es un fendomeno inusual.
Sin embargo en la literatura la mayoria de los reportes presentan mujeres
sintomaticas heterocigotas que son portadoras para mutaciones en el gen
del FVIIl asociadas a sesgo completo en la inactivacion del cromosoma X.

Este trabajo presenta el estudio molecular de 72 mujeres relacionadas
a pacientes con hemofilia A severa, mediante un algoritmo de analisis mole-
cular de todo el gen del FVIII, para determinar el estado de portadora y la
cigosidad en cada una de ellas. En la serie estudiada fueron detectadas 44
portadoras de HA severa 24 no portadoras y 4 resultaron indeterminadas.
Para estudiar la causa de expresion de HA severa en mujeres portadoras
heterocigotas se ajusté y validoé el sistema del gen HUMARA para estimar
el patrén de inactivacion del cromosoma X (XIP).Se estudiaron seis mujeres
con HA severa: una mostré la delecion ¢.3633delA en hemi-homocigosis,
cuatro, mostraron la mutacion en heterocigosis y sesgo extremo en el XIP,
un caso heterocigota para ¢.4388_4391delCTTT, mostré XIP no sesgado en
leucocitos de sangre periférica.

[313]
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INTRODUCCION

La hemofilia es una coagulopatia hereditaria ligada al sexo, que afecta
1 cada 10.000 varones en todas las poblaciones humanas. Se pueden dis-
tinguir dos tipos, la hemofilia A (HA) asociada a defectos en el gen del factor
VIII (F8) de coagulacion humano y la hemofilia B (HB) debida a defectos en el
gen del factor IX (F9). La HA se presenta con una frecuencia 5 veces mayor
que la HB, y puede clasificarse en hemofilia severa (se) (actividad del factor
menor al 1%), moderada (mo) (entre 1y 5%) o leve (le) (entre 5y 20%). La
caracterizacion de la mutacion causal de hemofilia constituye la ruta ideal
para proveer informacion segura para asesorar genéticamente a las familias
afectadas (diagndstico de portadoras y prenatal). La hemofilia es trasmitida
por mujeres quienes debido a su condicion de heterocigotas generalmente
no son afectadas y son denominadas portadoras. Estas portadoras pueden
tener niveles de actividad normales o intermedios de factor dependiendo del
balance en el mosaisismo presente en sus células somaticas, donde alterna-
tivamente o el cromosoma X en fase con el F8 normal o el F8 mutado esta
activo. El normal proceso de la inactivacion al azar de uno de los cromoso-
mas X en mamiferos, permite compensar las dosis de los genes ligados al
X con los machos. Esta inactivacion ocurre temprano en la embriogénesis,
afecta casi todas las regiones del cromosoma X con escasas excepciones
(Brown & Willard, 1990) y genera individuos femeninos que son mosaicos de
células conteniendo o bien el cromosoma X materno (Xm) inactivo, o bien el
X paterno (Xp) inactivo. Una vez ocurrida, en cada célula somatica, esta inac-
tivacion es hereda clonalmente y permanece inalterada durante toda la vida
adulta. Usualmente las mujeres son portadoras asintomaticas debido a que la
inactivacion del cromosoma X se produce al azar con aproximadamente igual
proporcion de células con el cromosoma Xp activo y el Xm activo (Favier et
al, 2000). La evidencia fenotipica de la enfermedad en desordenes recesivos
ligados al cromosoma X es un fendmeno inusual. Sin embargo la literatura
muestra reportes de mujeres sintomaticas heterocigotas para mutaciones en
el gen del FVIIl y con sesgo completo en la inactivacion del cromosoma X.

El sistema HUMARA (human androgen receptor) es un método que
permite analizar la inactivacion del cromosoma X, basado en la correlacion
demostrada entre el estado de metilacion del primer exén del gen y el estado
de inactivacion del cromosoma X sobre el cual reside.

La determinacion de la inactivacion no al azar (sesgada) del cromosoma
X no solo tiene un importante valor para poder explicar el estatus de porta-
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dora sintomatica en desoérdenes recesivos ligados al cromosoma X (Puck &
Willard 1998) como HA, sino también permite la investigacion de clonalidad
en enfermedades proliferativas (Vogelstein et al, 1985).

El objetivo de este presente trabajo fue propone estudiar la cigosidad
de mutaciones causales de hemofilia A severa caracterizadas en mujeres
relacionadas a familias afectadas mediante el screening molecular de muta-
ciones pequefias por CSGE (conformation sensitive gel electrophoresis)
sobre todo el marco codificante del gen del factor VIII (FVIII) de coagula-
cion y secuencias clave para el correcto splicing y mediante el estudio de la
inversion del intrén 22 e intrén 1. También fue desarrollar y validar el siste-
ma del gen HUMARA (human androgen receptor) para el analisis de sesgo
(desbalance) en la inactivaciéon del cromosoma X humano en mujeres sanas,
normales (46, XX), y la aplicacion de esta metodologia al estudio de mujeres
portadoras sintomaticas de hemofilia A. Asimismo fue propuesto el estudio
del espectro del patrén de inactivacion del cromosoma X y su asociacién
con el nivel de FVIII:C y la determinacion de las causas de la expresion de la
hemofilia en cada una de las pacientes estudiadas.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion estudiada y extraccion de DNA para el estudio del gen del FIX .

Fueron estudiadas un total de 72 mujeres de 61 familias con HA severa,
con registro de los niveles de FVIII:C y 20 controles de la poblacion general
Argentina sin datos de FVIII:C.

Las muestras de DNA gendmico fueron obtenidas alternativamente por
el método de salting out (Lahiri, Nuremberg, 1991) o fenol-cloroformo (Sam-
brook et al, 1989) y precipitacion alcohdlica, desde leucocitos de sangre peri-
férica en probandos, miembros de familias con HA e individuos control. La
calidad y concentracion de las muestras de DNA fue estimada por electrofo-
resis en gel de agarosa y espectofotometria UV (260-280 nm).

Analisis del gen del FVIII.

Todas las secuencias exoénicas relevantes del gen del FVIII (F8, el pro-
motor, los 26 exones y las secuencias consenso asociadas al splicing) fue-
ron amplificadas en una reaccion de PCR multiple (x4) (que incluye el ana-
lisis conjunto de 4 exones), 16 reacciones PCR multiplex (x2), en las cuales
se analizan dos exones simultaneamente, y una reaccion PCR simple (x1),
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cuyos tamafos moleculares (227-612 pb), caracteristicas y disefio estaban
de acuerdo al método de screening de mutaciones elegido, CSGE (confor-
mation sensitive gel electrophoresis) (Rossetti et al 2004). El termo-ciclado
estandar 6ptimo consta de: treinta y cinco ciclos de 940 C, 30 seg.; 550 C
(500 C 0580 C) 1 min.,; 720 C 2 min.; precedidos por 940 C, 3 min. y segui-
dos por 5 min. a 720 C. Para el estudio de la invesion del intron 22 e inversion
del intron 1, se aplicd la técnica de IS-PCR disefiada y desarrollada en nues-
tro laboratorio (Rossetti-Radic, et al, 2008).

Estudio de la inactivacion del cromosoma X.

Dos microgramos de ADN genémico son tratados (o no tratados) con 20
U de la enzima de digestion Hpall (Fermentas, USA), las condiciones inclu-
yen una digestion de 24 horas en 20 ul de volumen final a 3700 C con el buffer
recomendado y posterior inactivacion de la enzima por 20 minutos a 650 C.
Cuatro microlitros del ADN tratado o no tratado son sometidos por separado
a la reaccion PCR que amplifica el primer exén del gen AR (sistema HUMA-
RA). Los primers se muestran en la tabla 1. Para el ajuste de la reaccion PCR
se aplicaron 2 condiciones distintas: primer HUMARA F marcado radioacti-
vamente o primers sin marca. Para la reaccién de marcacion del primer se
incubaron 10 pmoles de primer, por 1 hora a 370 C, utilizando la enzima T4
Polinucledtido Kinasa (Fermentas), el buffer T4 Polinucledtido Kinasa y y-P32-
ATP. En la reaccion PCR se incluyeron 3 ul del ADN digerido o no digerido,
200 mM dNTP, 1,5 mM MgCl, y 0,5 U de Tag DNA Polymerase (Promega,
Argentina). En la reaccion que incluia el primer marcado, éste se agregd en
relacion 4:1 con el oligonucleétido no marcado, en un volumen final de 15 pl,
en el caso de la reaccién sin marcacion radioactiva 0,6 mM de cada primer
fueron agregados para obtener un volumen final de reaccion de 25 pl. Para el
analisis de los resultados de productos PCR marcados, se utilizaron geles de
poliacrilamida al 5% (7 M urea, 29:1 acrilamida:bisacrilamida, 10X TBE), las
muestras se desnaturalizaron por calentamiento a 70 C durante 2 minutos en
el momento y se sembraron 2 a 3 ml de cada reaccion. Finalizada la electrofo-
resis, se adhiridel gel a papel Whatmann 3MM, se lo cubrio con film y se seco
enun equipo secador de geles (Gibco BRL GD40/50D) durante 1 horaa 80°C.
El gel ya seco se expuso para impacto de particula 3+ sobre placas radiogra-
ficas (CP-BU, Afga) entre pantallas amplificadoras durante un minimo de 18
horas a temperatura ambiente. Las placas se revelaron y fijaron por métodos
convencionales. En el caso de amplificacién PCR con oligonucleétidos no
marcados, los resultados son primero analizados por electroforesis en geles
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de poliacrilamida de 10 cm de largo al 11% (29:1 acrilamida:bisacrilamida)
en condiciones no desnaturalizantes, para estimar la presencia (densidad) o
ausencia de sefal. Los resultados obtenidos son analizados en geles polia-
crilamida de 40 cm al 12% (37.5:1 acrilamida:bisacrilamida), con buffer TBE
1X, en condiciones no desnaturalizantes, por 16-18 hs, a una diferencia de
potencial constante (450 V). La lectura de resultados se realiz6 por colora-
cion con plata. Los resultados fueron registrados por fotografia y la densidad
de las sefales analizada mediante el programa GELPRO32.

Tabla 1: Oligonucleétidos primers para el estudio HUMARA

Primer Secuencia (5>3) Tamafio | MgCl, [ NG_009014.1 (nt)
(pb) [mM]
HUMARA-F | TTCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC | (255-324)* 1.5 1184-1207
HUMARA-R | GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT 1448-1471

* Eltamafio del amplimero dependera del niumero de repeticiones del trinucleotido CAG (255-
324 pb)

Analisis del patron de inactivacion del cromosoma X (XIP)

El XIP fue calculado mediante la férmula XIP = 100 - 50 x (A7A) x (A+B)
/ (A+B’), siendo A y B las sefiales del ADN no-tratado, y A’y B’ las corres-
pondientes al tratamiento con la enzima de restriccidn sensible a mutilacion
(Hpall).

Secuenciacion de ADN

Tanto los amplimeros exdnicos con patrones o movilidad anémalos en el
analisis por CSGE como los productos de amplificacion del primer exén del
gen AR, en el caso que fuesen homocigotas, fueron sometidos a secuencia-
cion manual o automatica y se procedié a la lectura de las secuencias y su
comparacion con las secuencias de referencia correspondientes.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la serie de 72 mujeres de familias con hemofilicos A severos incluidas
en el estudio, los casos donde el probando tenia realizado el diagndstico,
directamente se busco el cambio especifico en las mujeres de la familia. En
los casos donde el probando no tenia estudiada la mutaciéon o no se tuvo
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acceso a su muestra, se aplicé el algoritmo de analisis para el F8 sobre la
eventual portadora. La serie mostré 44 mujeres portadoras de HA severa, 4
indeterminadas y 24 no portadoras. El espectro de mutaciones encontradas
en las mujeres del estudio se muestra en la tabla 2. Los casos donde no
se pudo establecer el status de portadora de hemofilia, fueron excluidas del
estudio final de inactivacion del cromosoma X.

Ajuste y validacion de distintos abordajes para el analisis de los
patrones de inactivacion del cromosoma X mediante el sistema
HUMARA.

Para estudiar patrén de inactivacion del cromosoma X (XIP), primero se
ajustd el método de analisis del sistema HUMARA de referencia descripto por
Allen y colaboradores (1992), en muestras de ADN gendmico humano con-
trol. En primera instancia, se ajusté un esquema de amplificacion por PCR
touch down, utilizando distintos ciclados hasta obtener una sefal especifica
neta en geles de poliacridamida no desnaturalizante de baja resolucion (10
cm y tincion con plata). Con el objetivo de evitar el uso de radioisotopos,
se desarrollaron tres métodos alternativos para el analisis del XIP. Catorce
casos; tres casos de la poblacion control (CN7, CN9, CN12), cinco casos de
mujeres portadoras confirmadas de HA (P5, P6, P7, P8, P10), cuatro casos
de mujeres no portadoras confirmadas (NP2, NP3, NP6, NP7) y dos casos
indeterminados (ND1, ND2), fueron estudiados simultdneamente mediante
el abordaje de referencia con el uso de marcacién radioisotépica y desa-
rrollo de autorradiografias por exposicion (Allen et al, 1992) y tres métodos
alternativos para resolucion electroforética del producto obtenido por PCR-
touchdown no radiactiva.

Los métodos alternativos utilizados fueron: (1) electroforesis en gel de
poliacrilamida desnaturalizante, de alta resolucion (en las mismas condicio-
nes que los geles para secuenciacion de ADN descriptos por Allen et al, 1992,
pero sin el uso de radiois6topos) (Naumova et al, 1995), (2) electroforesis en
gel de poliacrilamida medianamente desnaturalizante de alta y baja resolu-
cion (CSGE) y (3) electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizantes
de alta resolucion (materiales y métodos). En todos los casos el revelado fue
por tincion con sales de plata. Para la eleccion del método éptimo se determi-
no la capacidad de discriminacion de dos alelos contiguos (e.g., 24-25 repe-
ticiones del motivo CAG del microsatélite-HUMARA) y la reproducibilidad del
método. El método (3) presenté un mayor poder se discriminacion alélica y
mejor reproducibilidad en tres experimentos independientes.
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El analisis preliminar de amplimeros mediante el sistema (3) de bajareso-
lucion fue realizado para identificar la presencia y abundancia relativa de la/s
sefiales especificas. En algunos casos aun con baja resolucién fue posible
determinar la presencia de sefiales en heterocigosis (Fig. 1). Sin embargo los
geles de alta resolucién permitieron resolver los alelos de todas las muestras
heterocigotas, validando los resultados obtenidos mediante autorradiografias
del método de referencia (Fig. 2, Tabla 2).

Patient's Age Distribution
60,00% Cruzdel Eje 53,13%
Other Cha.
26,00% 44,44%
E 40,00%
=
< 3000% 2B 28,13%
£
@ 20,00%
& 11,11% 12,50% 11%
10,00%
3,70% 3,13‘% 3,13
0,00%
<30 31-40 4150 51-60 61-70 >70
Age range

Figura 1. Analisis del sistema HUMARA mediante electroforesis de baja resolu-
ciéon. Se muestran las sefiales obtenidas a través de un gel de poliacrilamida de baja
resolucion para cuatro muestras, casos P3, P9, P11 y P16, en cada caso se detallan
el tratamiento (D) o no (Sd) con la enzima de restriccion sensible a metilacién Hpall.
Nétese que a pesar de la resolucion limitada, algunos casos muestran dos sefales
indicando la condicién heterocigota para el polimorfismo de repeticion (CAG)n, caso
P3 y P9. Esta instancia de analisis se aplica para poner en evidencia el éxito de la
amplificacion PCR y para el ajuste de intensidades para el analisis de alta resolucion.

En la poblacién control (para el ajuste técnico, sin datos de FVIII:C)
(Tabla 2, CN), 14 de los 20 casos (70 %) resultaron heterocigotas para el
polimorfismo (CAG)n de HUMARA. En la poblacion de portadoras de HA
severa, 38 de las 44 mujeres estudiadas (86%) resultaron informativas y de
las 24 no portadoras de HA, 21 (88%) también mostraron heterocigosis para
el polimorfismo (CAG)n del sistema HUMARA (Tabla 2), al igual que las cua-
tro mujeres indeterminadas (datos no incluidos en la tabla).
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Figura 2. Deteccion sefales del microsatélite HUMARA mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida no desnaturalizante de alta resolucién. Se muestran
las sefiales obtenidas en dos geles de poliacrilamida de alta resolucién, con (D) y sin
(Sd) aplicacion del tratamiento con la enzima Hpall. Nétese que pueden distinguirse
dos sefales contiguas correspondientes a un unico trinucleétido CAG de diferencia.
Resultados de una muestra indeterminada (ND2), dos casos de no portadoras (NP6 y
NP7)y una portadora (P13). El caso P13, muestra sesgo completo, i.e., el tratamiento
con la enzima de restriccién sensible a metilacion solo el alelo 20 es amplificado.

Tabla 2. Tabla integrada de la serie de mujeres analizada con datos clinicos indivi-
duales, datos de inactivacion del cromosoma X y de la caracterizacion molecular y
cigosidad de mutaciones en el F8.

FVIII:C

Edad

Sistema HUMARA

Caso Ui i) # # Longitud XIP (%) Mutacion
Alelos | Rep. fragmento
Portadoras heterocigotas
P1 40 35 2 23/21 | 288/282 93.2 €.6919_6920delGA
P2 44 - 2 26/19 | 297/276 72 Inv22
P3 25 - 2 26/23 | 297/288 82.4 Inv22
P4 30 - 2 28/26 | 303/297 89.5 c.6769A>G
p.2238Met>Val
P5 40 33 2 25/23 | 294/288 67.6 70.6 Inv22+/-
P6 80 35 2 24/20 | 291/279 59.8 55 | c.1754T>C p.566lle>Thr
P7 <1 14 2 25/24 | 294/291 79.5 751 | c.4388_4391delCTTT
P8 40 25 2 23/22 | 288/285 54.4 58 €.6544C>T p.2163
Arg>Cys
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. Sistema HUMARA
Caso uldi EiEs) # # Longitud XIP (%) Mutacion
Alelos | Rep. fragmento
P9 38 34 2 29/22 | 306/285 58 c.1909A>G
p.618Asn>Asp
P10 <1 56 2 26/23 | 297/288 97.6 97.9 | ¢.578G>C p.174Gly>Ala
P11 91 35 2 25/21 | 294/282 77 ¢.3061delAAGA
P12 79 28 2 25/19 | 294/276 74 c.6671G>A
p.2209Arg>GIn
P13 65 30 2 26/20 | 297/279 97.4 Inv22
P14 34 28 2 32/26 | 315/288 55.6 Inv22
P15 1.5 22 2 29/27 | 306/300 99.2 c.4241C>A
p.1395Ser>Stop
P17 76 15 2 24/21 | 291/282 74 Inv1
P18 107 35 2 27/18 | 300/273 51.3 c.1815C>A
p.586Tyr>Stop
P19 103 41 2 19/22 | 276/285 91 c.1633delA p.1192delA
P20 16 20 2 21/22 | 283/285 87 c.1633delA p.1192delA
P21 46 - 2 24/21 | 291/283 68,8 Inv22
P22 32 37 2 23/22 | 288/285 54 €.2320C>T
p.755GIn>Stop
P23 17 22 2 21/19 | 283/276 56.5 c.3633delA p.1192delA
P24 57 32 2 24/23 | 291/288 55,9 c.1718G>C
p.554Cys>Ser
P25 78 19 2 25/23 | 294/288 56,3 c.6118T>C
p.2021Cys>Arg
P26 55 9 2 25/21 | 294/283 571 c.6118T>C
p.2021Cys>Arg
P27 42 35 2 25/16 | 294/267 57,6 c.3756delG Ex 14
P28 20 30 2 27/22 | 300/285 73,8 ¢.5130delT Ex 14
P29 46 - 2 26/25 | 297/294 85 Inv22
P30 70 28 2 25/21 | 294/283 66,6 €.6474T>C p.2139lle>lle
P31 1,2 - 2 23/19 | 288/276 92.8 P.O
P32 17 - 2 24/23 | 291/288 88,3 P.O
P33 110 18 2 24/22 | 291/285 61.6 Inv22
P34 <1 1 2 29/25 | 306/294 99,9 ¢.325A>G p.90Asn>Asp
P35 58 35 2 29/22 | 306/285 97,8 ¢.325A>G p.90Asn>Asp
P36 93 37 2 29/25 | 306/294 85,8 ¢.325A>G p.90Asn>Asp
P37 58 32 2 29/25 | 306/294 97,9 ¢.325A>G p.90Asn>Asp
P38 50 54 2 25/22 | 294/285 56,6 ¢.325A>G p.90Asn>Asp
Portadoras homo-hemicigota
P16 15 | 24 2 [2722] 300285 814 | c.3633delA Ex14**
No Portadoras
NP1 57 35 2 25/19 | 294/276 53.4 NP
NP2 72 34 2 27/25 | 300/294 62.8 | 64.7 NP
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Sistema HUMARA

Caso FL\J/:/ILIC (Eg::) # # Longitud XIP (%) Mutacion
Alelos | Rep. fragmento
NP3 117 25 2 35/30 | 324/309 61.5 | 55.6 NP
NP4 110 31 2 27/26 | 300/297 66.2 NP
NP5 77 27 2 25/23 | 294/288 61.8 NP
NP6 99 21 2 22/21 | 285/282 60.5 61.3 NP
NP7 97 28 2 30/24 | 309/291 61.4 61.6 NP
NP8 92 - 2 24/21 | 291/282 67.9 NP
NP9 81 - 2 26/21 | 297/282 53.4 NP
NP10 168 18 2 28/25 | 303/294 91.6 NP
NP11 88 35 2 25/17 | 294/270 65.2 NP
NP12 135 21 2 20/19 | 279/276 57 NP
NP13 92 24 2 20/19 | 279/276 67 NP
NP14 120 24 2 27/22 | 300/285 78 NP
NP15 298 - 2 25/24 | 294/291 65.5 NP*
NP16 102 26 2 26/23 | 297/288 71.3 NP
NP17 47 17 2 26/23 | 297/288 80.2 NP
NP18 87 17 2 22/21 | 285/282 70,5 NP
NP19 33 13 2 22/20 | 285/279 73,9 NP
NP20 102 - 2 70.6 NP
NP21 71 - 2 95.7 NP
Controles

CN1 58 2 27/22 | 300/285 55.9 -
CN2 20 2 22/19 | 285/276 67.2 -
CN3 50 2 24/22 | 291/285 71.4 -
CN4 51 2 29/22 | 306/285 64.1 -
CN5 41 2 26/24 | 297/291 56.4 -
CN6 74 2 29/25 | 306/294 51.3 -
CN7 - 2 26/23 | 297/288 60.5 | 64.5 -
CN8 40 2 25/23 | 294/288 75.3 -
CN9 - 2 24/22 | 291/285 79.4 | 82,3 -
CN10 - 2 22/11 | 285/255 71.2 -
CN11 34 2 20/19 | 279/276 80.1 -
CN12 - 2 30/23 | 309/288 7841 | 85.5 -
CN13 69 2 25/22 | 294/285 79.9 -
CN14 - 2 25/21 | 294/282 96.9 -

En la tabla se detallan, el nUmero de caso asociado al estado de
portadora (P), no portadora (NP) o a los casos control de la poblacion Argen-
tina general (CN). El nivel de factor VIII (FVIII:C) en Ul/dl, se indica solo en
los casos que corresponde (los casos CN no tienen mediciones de FVIII:C),
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la edad, el numero de alelos HUMARA, el nimero de repeticiones del trinu-
cledtido (CAG)n, el tamafio de cada fragmento de amplificacion y el patron
de inactivacion del alelo HUMARA (XIP): para Portadoras y No Portadoras
obtenidos a partir de mediciones en geles nativos de poliacrilamida y tincion
con plata; en los controles, mediciones de las sefiales en placa autorradio-
grafica. En los casos que se muestran dos valores en la columna del XIP, el
primero corresponde al resultado obtenido por mediciones de las sefiales en
placa autorradiografica, y el segundo a mediciones en geles de poliacrila-
mida y tincion con plata. En la dltima columna se detalla el tipo de mutacién
en heterocigosis, en las portadoras. P.O indica portadora obligada y NP no
portadora. Ex indica exén del F8, y Do, dominio involucrado en la mutacion. *
Embarazada. ** Indica la presencia de la mutacion en homo-hemicigosis.

Estimacién cuantitativa del patrén de inactivacion
del cromosoma X (XIP).

La evaluacién densitométrica cuantitativa de las sefiales de las autora-
diografias y geles tefiidos con plata coloidal capturadas por fotografia digital
fue realizada con asistencia de Sofware especializado (Fig. 3). El patron de
inactivacion del cromosoma X (XIP: X-chomosome Inactivation Pattern), es
un porcentaje asimétrico cuyos limites inferior 50% y superior 100% indican
ausencia de sesgo y sesgo completo, respectivamente. En la tabla 2 se deta-
llan los resultados de XIP obtenidos para todas las muestras 82 casos (se
excluyen cuatro casos indeterminados para el F8y seis casos de la poblacién
general con un unico alelo HUMARA). Los datos del XIP fueron obtenidos
como un promedio entre tres mediciones densitométricas de ensayos repeti-
dos e independientes para asegurar reproducibilidad.
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Figura 25. Densitometria de sefiales del sistema HUMARA y comparacién de
métodos. A. Analisis de la placa autoradiografica de la muestra P10. Sefiales obtenidas
con (D) y sin (SD) el tratamiento con la enzima Hpall, XIP 97,6%. B. Analisis de electro-
foresis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante tefiido con plata de la muestra P10,
XIP=97,9%. Igual que en (A) panel superior muestra las sefiales sin digestion (SD), y
panel inferior, las sefiales obtenidas después del tratamiento con Hpall (D).

Asociacion entre el XIP y los niveles de FVIII:C.

EL objetivo de correlacionar el FVIII:C con el XIP en sangre periférica es
explorar la utilidad de estudiar el XIP en leucocitos de sangre periférica para
sustentar el eventual desarrollo de sintomas de HA en mujeres portadoras
heterocigotas. Los resultados de esta asociacion se muestran en la tabla 3.

Asociacion FVIII:C-XIP

XIP 290% XIP <90%
FVIII:C extremo (283,1, 9,2 Ul/dI) 5 5
FVIII:C intermedio (83,1-9,2 Ul/dI) 4 23

Fisher p=0,0408*

Los resultados mostraron modestas diferencias significativas (p<0.05).
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CONCLUSIONES

Este trabajo presenta el analisis de las causas de la expresion fenotipica
de hemofilia en mujeres portadoras de HA severa, e investiga la asociacion
entre los niveles de FVIII:C en mujeres portadoras heterocigotas y controles y
el patrén de inactivacion del cromosoma X en muestras de sangre periférica.

La literatura muestra numerosos reportes de mujeres sintomaticas de
hemofilia asociada a sesgo extremo en el patrén de inactivacion del cromo-
soma X en sangre periférica y una mutacion causal de hemofilia en hetero-
cigosis (Nissen et al, 1989; Kling et al, 1991; Orstavik et al, 1999; Bicocchi et
al, 2005).

En este trabajo se presentaron seis mujeres con fenotipo de HA severa,
de ellas cinco resultaron heterocigotas para la mutacion causal de hemofilia,
y entre ellas cuatro, P10, P15, P31 y P34, mostraron sesgo completo en la
inactivacion del cromosoma X (XIP>90%), proveyendo una explicacion direc-
ta para la expresion clinica de hemofilia en estas cuatro mujeres (inactivacion
preferencial del X ligado al F8 mutado). Una mujer con fenotipo de hemofilia
A severa, P16, resulté singular, pues mostré la microdelecion ¢.3633delA en
homo-hemicigosis (posiblemente asociado a consanguineidad) explicando la
expresion fenotipica de HA severa en este caso. El caso P7, mostré el cambio
c.4388_4389delCTTT en heterocigosis asociado a un patrén de inactivacion
no sesgado del cromosoma X (XIP 75%).

El sesgo en la inactivacion del cromosoma X permitié explicar la causa
de la expresion fenotipica en cuatro de las cinco mujeres portadoras sinto-
maticas de HA severa.

En contraste con la literatura (Orstavik et al, 2000) la poblaciéon estudiada
mostré una modesta asociacion significativa entre los niveles de FVIII:.C y el
XIP en muestras de sangre periférica. Las diferencias encontradas con la
literatura, se deberian principalmente a que la serie estudiada presenta un
alto numero de portadoras sintomaticas y que en este trabajo Unicamente se
estudiaron mujeres portadoras de HA severa. Asimismo se incluyé el grupo
de no portadoras (relacionadas a pacientes con HA severa) como control.

ABSTRACT

Hemophilia is an X-linked bleeding disorder affecting 1in 10,000 males in
all human populations. Hemophilia A (HA) is characterized by deficit of coagu-
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lation factor FVIII (FVIII). HA is not clinically distinguishable from hemophilia
B (HB), associated with coagulation factor IX decrease; and is approximately
5 times more frequent than HB.

In hemophilia, as an X-linked recessive disease, males are affected
whereas woman are generally asymptomatic. Phenotypic evidence of hemo-
philia in women is an unusual phenomenon. However, most reports in the
literature associated symptomatic heterozygous woman for mutations in the
FVIII gene with extremely skewed X-chromosome inactivation.

This work presents a molecular study of 72 women related to patients with
severe hemophilia A, using scheme for molecular analysis of the entire FVIII
gene to determine the carriership status and zygosity in each out of them. In
our patient’s series we found, in the patients studied, 44 severe HA carriers,
24 non-carriers and 4 remained indeterminate. To study the cause of severe
HA expression in heterozygous female carriers a system of the gene HUMA-
RA for estimating X-inactivation patterns (XIP) was adjusted and validated.
We studied six women with severe HA: one showed a hemi-homozygous
mutation, ¢.3633delA, four showed heterozygous mutations with extremely
skewed XIP, and one case, heterozygous for ¢.4388_4391delCTTT, showed
a non skewed XIP in peripheral blood leukocytes.
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INTRODUCCION

El virus de la hepatitis C (HCV) es el principal agente causante de hepa-
titis cronica, cirrosis y cancer de higado, en el mundo (Poynard et al., 2003).
Basado en la divergencia de la secuencia de nucleoétidos se lo ha clasificado
en 6 genotipos y numerosos subtipos (Simmonds, et al., 2005).

Mundialmente, la distribucidn de genotipos y subtipos es marcadamente
heterogénea, aun en regiones geograficamente cercanas. Los genotipos 1, 2
y 3 estan ampliamente distribuidos en el mundo mientras que los genotipo 4,
5y 6 estan confinados a areas geograficas limitadas (Zein, 2000). Sin embar-
go, la distribucion de genotipos se modifica continuamente debido tanto a
cambios culturales que se asocian con nuevas conductas de riesgo como a
movimientos poblacionales (Bortolloni et al., 2005).

Asimismo, la diversidad de las secuencias de HCV continua siendo el
mayor obstaculo para el desarrollo de vacunas y terapias efectivas (Hultgren
et al., 2004; Kaplan et al., 2005).

Esta diversidad de HCV es también un importante factor en la respuesta
al tratamiento antiviral; la prediccién de la respuesta virolégica sostenida,
post-tratamiento y la eleccién de la duracion del tratamiento dependen del
genotipo. Siendo el genotipo 1 el de mayor resistecia a la terapia (Hadziyan-
nis et al., 2004).

La heterogeneidad genética de HCV y la forma de diseminacion del virus
entre los pacientes infectados puede ser examinada con exactitud mediante
el anadlisis molecular (secuencia de nucleétidos) y bioinformatico (analisis filo-
genético y de coalescencia). La utilizacion de esta estrategia experimental,
ha permitido dilucidar brotes producidos en centros de hemodidlisis (Spada

[329]
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E, et al. 2008) o establecer origen y vias de diseminacion de este virus en
diferentes regiones y a través del tiempo (Njouom R, et al. 2007, Thomas F,
et. al. 2007, Arbegel A, et al. 2007).

En estudios previos se ha descrito la diversidad del genotipo 2 de HCV
en Europa y Africa (Ruggeri et al., 1996; Martinot-Peignoux et al., 1999; Can-
dotti et al., 2003, Martial et al., 2004; Ansaldi et al., 2005, Thomas et al., 2007,
Njouom, et al. 2007, Cantaloube et al., 2008) pero poco se ha publicado hasta
el momento, sobre la diversidad y caracteristicas epidemiolégicas del geno-
tipo 2 en Sud América.

En estudios realizados en la region metropolitana (Ciudad de Buenos
Aires y alrededores) y en regiones cercanas como es el sur de Brasil se ha
demostrado una mayor prevalencia del genotipo 1 (principalmente 1b) (Oubifia
etal. 1995, Picchio et al. 2006, Quarleri et al. 1998, 2000, da Silva et al., 2007).
Sin embargo, estudios previos realizados en Cérdoba muestran que la preva-
lencia de HCV varia entre 3- 11% y que el HCV-2 es el principal representante
de estas infecciones (>50%) (Ré V et al., 2003, 2007; Mengarelli, 2006 a, b).

El objetivo de este estudio fue profundizar en el estudio molecular de
un genotipo de baja circulacion en el mundo (HCV-2) y analizar la hipétesis
sobre su origen y diversificacion.

MATERIALES Y METODOS

Muestras: se estudiaron muestras de suero o plasma extraidas de
pacientes de Cruz del Eje, provenientes de un estudio epidemioldgico pobla-
cional realizado en 2004 en el cual se analizaron 1870 muestras (Mengarelli,
2006a). Y muestras provenientes de individuos habitantes de la ciudad de
Codrdoba y otras ciudades mas pequefas de la provincia, que acudieron en
forma regular al Instituto de Virologia desde 1999 a 2008 para realizarse
el diagnéstico molecular confirmatorio y genotipificaciéon de HCV. Todas las
muestras fueron obtenidas bajo consentimiento informado y con aprobacion
del comité de ética en investigacion, Polo Sanitario del Ministerio de Salud de
la provincia de Cérdoba y de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universi-
dad Nacional de Cérdoba.

RT-PCR y secuenciamiento
El ARN fue extraido del suero usando el reactivo comercial Trizol (Invi-
trogen - Carlsbad, CA) segun las indicaciones del fabricante. La transcripcion
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reversa se realizo usando la enzima MMLV-RT (Promega) con primers al azar.
Posteriormente, siguiendo el protocolo descripto por Chen & Weck, 2001, se
realizé la amplificacion (Nested PCR), de un fragmento de 367pb de la region
NS5B usando Go Taq (Promega). Luego, a fin de amplificar un fragmento de
la region E1/E2 se disefaron los primers detallados en la Tabla 1. La ampli-
ficacion del fragmento de 677pb de dicha regién se realizé mediante Nested
PCR usando 400 nM de los primres 2¢c-ES y 2c-EA para el Ciclado | (25 ciclos),
y 400 nM de 2c-IS y 2c-IA para el Ciclado Il (40 ciclos). En ambos casos las
mezclas de PCR contenian 1.5 mM de Mg++, 200 nM de cada dNTP y 1.25 U
de Taq Polimerasa. La mezcla fue sometida a una desnaturalizacion inicial a
94 °C - 5min, luego se aplico el siguiente programa: desnaturalizacion: a 94°C
-1min, annealing: 55°C- 1min y extension: 72°C, 1 min. Los productos de PCR
se purificaron y secuenciaron directamente por Macrogen Inc.

Tabla 1. Primers utilizados para la amplificacién del fragmento E2 del subtipo 2c de
HCV.

Nombre Secuencia Inicio* Final*
2c-ES 5-TGG GAT ATG ATG ATG AAC TGG T-3° 1298 1319
2c-EA 5-AAT GCC ACA GCC TGT ARG GRT A-3" 2204 2183
2c-I1S 5-GGG GGC GTG GGC MAA RGT-3’ 1435 1452
2c-1A 5-TGA ARC AGT CYG TGG GGC A-3’ 2111 2093

* Posiciones relativas al genoma de referencia del subtipo 2c de HCV BEBE1 nro. De acceso
D50409.

Analisis Estadisticos

Se calculé la edad media de los pacientes al afio 2004. Sélo se incluyd
las muestras secuenciadas en la region NS5B. La diferencia de edades se
analizé usando el test t de student, luego de comprobar la distribuciéon normal
y similitud de varianzas con el programa Graph Pad Prism 4 Software.

Andlisis de Secuencias

Para analizar las secuencias obtenidas se procesaron construyeron 3
pares de matrices de datos, cada par correspondiente a secuencias NS5B
y E2: 1) el primer par contenia todas las secuencias obtenidas (NS5B y E2),
2) secuencias solo de Cruz del Eje (CdE NS5B y CdE E2), y 3) secuencias
de otras localidades de Cérdoba (OCL NS5B y OCL E2). Una ultima matriz
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se genero con todas las secuecnias NS5B obtenidas y todas las secuencias
disponibles en Genbank para el subtipo 2c de HCV.

Para la genotipificacion todas las secuencias de ambas regiones NS5B
y E2 se alinearon usando el programa ClustalX con una base de datos de
secuencias de referencia (Thompson et al., 1997). Los arboles filogenéticos
fueron construidos con el método neighbor joining usando el modelo Maxi-
mum Composite Likelihood con el programa MEGA4 (Tamura et al., 2007). El
bootstrap fue calculado analizando 1000 pseudoréplicas.

El analisis filogenético se construyd bajo el criterio de Maximum Likelihood
con el programa PhyML. El modelo de sustitucion nucleotidica fue acorde a lo
sugerido por el ModelTest 3.7 (Akaike Information Criterion) para cada matriz
analizada.

La edad del ancestro comun mas reciente (tMCRA) de las secuencias
se calculo para las matrices de NS5B mediante el analisis Bayesiano de coa-
lescencia [Monte Carlo Markov Chains Bayesian Coalescent (MCMC)] imple-
mentado en el programa BEAST 1.4.8 (Drummond et al.,2007). La tasa de
substitucion usada para la regiéon NS5B fue 5x10-4 sustituciones por sitio por
ano (s/sly)y para E2 7.9x10-4 s/s/ (Pybus et al. 2001). Los Skylines Bayesianos
(Bayesian Skyline Plots) fueron corridos bajo diferentes modelos de reloj mole-
cular (estricto, no correlacionado log-normal y no correlacionado exponencial).

Secuencias de referencias

Parala genotipificacion se obtuvo de NCBI Viral Genotyping Tool un panel
de secuencias gendmicas de referencia de HCV: Subtipo 1a: AF009606,
AF011751,AF271632; Subtipo: 1b:D90208,AB049088, AF356827,AF139594;
Subtipo: 1c: D14853, AY051292; Subtipo: 2a: D00944, AF169004, AB047639,
AB047641; Subtipo: 2b: D10988, AF238486, AB030907, AY232730; Sub-
tipo: 2c: D50409; Subtipo: 2i: DQ155561; Subtipo: 2k: AB031663; Subtipo:
3a: D17763, D28917, AF046866; Subtipo: 3b: D49374; Subtipo: 3k: D63821;
Subtipo: 4a: Y11604; Subtipo: 5a: Y13184, AF064490; Subtipo: 6a: Y12083;
Subtipo: 6b: D84262; Subtipo: 6d: D84263; Subtipo:6g: D63822; Subtipo:6h:
D84265; Subtipo: 6k: D84264.

Para el andlisis filogenético se utilizaron 56 secuencias de la regién
NS5B de subtipo 2¢ de HCV obtenidas de Genbank. Trece se descartaron
debido a que alineaban sélo parcialmente con las secuencias obtenidas en
este estudio. Las 43 secuencias usadas provenian de Alemania, Estonia,
Canada, Rusia, Lituania, Martinica, Italia y la mayoria (22/43) de Francia.
Todas las secuencias de la region E1-E2, obtenidas de Genbank para el sub-
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tipo 2c de HCV se descartaron debido a que no se encontraba secuenciado
en ellas el segmento amino terminal de E2 (region hipervariable 1).

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis estadisticos

El 80% de las muestras genotipo 2 analizadas se aislaron de pacientes
mayores de 45 afios. Cuando se discriminé entre las regiones geograficas
estudiadas se hallo diferencia entre la distribucion de HCV-2 y la edad de los
pacientes.

En Cruz del Eje el 80% de los pacientes tenia entre 61-80 afos, mientras
que en las muestras del resto de Cdérdoba los pacientes infectados fueron
mas jovenes, el 70% tenia entre 45 y 60 afios (Fig. 1). La edad media de los
pacientes de Cruz del Eje (CdE) fue 66.15 + 1.524 afios y para los pacientes
de otras localidades (OCL) fue de 49.77 + 2.151 afios. La diferencia hallada
entre las edades se calculé en 16.38 + 2.636 afos y fue estadisticamente
significativa p<0.0001 (test-t Student).

Esta prevalencia de HCV — 2 en pacientes de mayor edad coincide con
lo relatado previamente en estudios realizados en ltalia en los cuales se la
asocio a infecciones adquiridas en la comunidad, transmision iatrogénica y/o
hepatitis postransfusional (Ansali et al., 2005, Bortolloni et al., 2005).

La diferencia de edad hallada entre los dos grupos de muestras estudia-
dos podria deberse: 1) a que en CdE este tipo viral circulé con anterioridad y
luego se disperso al resto de Cérdoba, 2) a una via especial de transmision,
3) a que en la ciudad de Cordoba los pacientes tienen mayor acceso a infor-
macion, a los centros de salud y por tanto a la terapia antiviral, con la conse-
cuente disminucion de la circulacion viral en edades mayores.

Es importante destacar que los pacientes de CE no habian recibido tera-
pia antiviral y han convivido con el virus hasta altas edades poniendo de
manifiesto la baja virulencia de este subtipo viral.

Amplificacién de las regiones NS5B y E2

De las 145 muestras de suero en 114 (88 CE + 26 OCL) se logré ampli-
ficar el fragmento de la region NS5B. De éstas se logré obtener 75 (49 CE +
26 OCL) secuencias NS5B aptas para secuenciamiento y analisis filogenéti-
cos. De éstas, 42 también resultaron positivas en la reaccién de PCR para la
region E2 y 37 fueron secuenciadas y analizadas.
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Analisis de Secuencias

El arbol generado por neighbor joining (Figura 2) con todas las secuen-
cias NS5B obtenidas y las secuencias de referencia muestra que todas las
cepas de HCV (CE y OCL) resultaron ser subtipo 2¢, agrupando con un alto
valor de bootstrap con el genoma de referencia D50409 (HCV-2c). Resulta-
dos similares se obtuvieron con las secuencias de la region E2.

En general, las secuencias Argentinas agruparon estrechamente con las
secuencias del Sud Oeste de Francia. Las muestras de Cruz del Eje agrupa-
ron estrechamente entre si pero sin soporte de bootstrap (Figura 3).

El estudio de coalescencia (método Bayesiano) fue usado para estimar
la historia demografica y tMCRA de las muestras analizadas. Los graficos
Skyline Bayesianos para todas las bases de datos generadas fueron compa-
tibles con el modelo logistico demografico, mostrando un crecimiento pobla-
cional lento, sin ningun evento de crecimiento significativo, siendo estable en
el presente.

La tMCRA para cada base de datos fue: 1858 (1754 a 1925) para todas
las NS5B, 1882 (1777 a 1929) para CE NS5B y 1891 (1807 a 1942) para
OCL NS5B, no encontrando diferencia significativa entre ambas regiones.
Para el analisis de la region E2 se prescindio de la region HVRI y se utilizo
la tasa de sustitucion estimada previamente por Pybus et al., 2001: 5x10-4
substitutions/site/year (s/s/y) como media y 9x10-5 como desviacién stan-
dard. Los resultados hallados con esta region fueron similares a los halla-
dos con Ns5B.

No obstante, la sospecha epidemiolégica de la circulacion previa de
HCV-2c en CE no debe ser descartada por el estudio molecular, ya que la
edad similar en los ancestros indica que la diversidad de virus encontrada en
CE y OCL es similar. Esto es compatible con una amplia circulacién de HCV-
2c en la regidn sin importar su foco inicial.

La estimacion del tMRCA 1858 afos coincide con el crecimiento pobla-
cional producido por la inmigracién Europea a partir de 1880.

La suma de los resultados obtenidos: edad de los pacientes, baja pre-
valencia de genotipos modernos, relacion filogenética entre la cepas Argen-
tinas y Franco- Italianas y evidencia histérica de migracion nos guian a la
conclusion de que en Cérdoba hubo una multiple introduccién de genomas
HCV -2 durante el proceso de inmigracion que fue dispersandose luego al
resto de la poblacion de la provincia.
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Figura 1. Distribucion de subtipos 2c de HCV segun los grupos etarios de los pacien-
tes de Cruz del Eje y de otras localidades de Cérdoba a 2004.
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Figura 2. Arbol filogenético de la regién NS5B (367bp) obtenido por neighbor joining y
el modelo Maximum Composite Likelihood a partir de las 75 secuencias obtenidas de
este estudio y 34 secuencias de referencia.
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SUMMARY

Hepatitis C virus (HCV) is a major worldwide agent for chronic hepatitis.
The genetic diversity and distribution of HCV-2 in Argentina is poorly docu-
mented. Previous studies in Cérdoba, Argentina have been demonstrated
that the prevalence of HCVvaries between 3-11% with a particular high preva-
lence of HCV genotype 2 (HCV-2),(>50%). The aim of this study is to gain
insight into HCV-2 diversification process in Cordoba province.

A total of 418 HCV RNA positive samples were obtained from two distinct
sources: 1) Cruz del Eje, 2004 and 2) Cérdoba City, and other small cities of
the province samples came from general population patients between 1999
to 2008. There were selected 145 samples that belong to genotype 2a/c previ-
ously analyzed by RFLP. Theses samples were submitted to amplification of
a fragment of NS5B and E1/E2 regions of HCV genome. Seventy five and 41
samples were sequenced for NS5B and E1/E2 region, respectively.

AllHCV-2 sequences grouped inside the clade of subtype 2c of the phylo-
genetic tree. The phylogenetic analysis did not reveal a monophyletic pattern
of the Cordoba sequences. The majority of the sequences were interposed
with strains circulating in European regions. Mean Age for Cruz del Eje (CdE)
patients was 66.15 + 1.524 years and 49.77 + 2.151 years for other Cérdoba
locations (OCL) (p<0.001).

All Bayesian Skyline Plots for NS5B datasets were compatible with a
logistic demographic model. The estimated mean dates of the most recent
common ancestor (tMCRA) for all NS5B datasets were: 1858 (Cl 1754 - 1925),
coincident with European immigration since 1880.

In summary: the age of patients, low prevalence of modern genotypes,
phylogenetic relationship between Argentinean and Franco- Italians strains
and historic evidence of immigration, lead to hypothesis that HCV-2c geno-
type originated in Cérdoba with a multiple introduction during immigration pro-
cess before spreading to other regions.
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INTRODUCCION

Se considera que la micosis vulvovaginal es un problema universal que
afecta a millones de mujeres en todo el mundo. Se estima que hasta un 75%
de las mujeres sexualmente activas sufren, al menos, un episodio una vez en
la vida y un 10% de ellas lo padecen de forma recurrente (1-7). Se define a la
candidiasis vulvovaginal recurrente como la ocurrencia de cuatro o mas
episodios diagnosticados de infeccién durante un ano (3,4,7). Esta afeccion
supone un problema sanitario de indudable importancia, tanto por su fre-
cuencia como, en ocasiones, por su dificil tratamiento.

El aislamiento de Candida a partir de exudados vaginales en mujeres
asintomaticas es un hallazgo frecuente. Se estima que entre un 20 y un 25%
de mujeres sanas en edad reproductiva presentan cultivo positivo para Can-
dida spp. en vagina (1,3). Considerando esta alta frecuencia de aislamien-
to, es importante conocer las causas por las cuales una colonizacién puede
transformarse en una infeccion clinica.

Diversos factores pueden actuar como condiciones predisponentes para
el desarrollo de candidiasis vulvovaginal (CVV). El embarazo, la diabetes y
los tratamientos antibidticos, entre otros, son considerados factores de riesgo
(2,5-7). Los métodos anticonceptivos orales producen modificaciones hor-
monales y cambios de pH vaginal, que favorecen el desarrollo de estas leva-
duras. Otro factor que afecta la capacidad de adhesion de los hongos es la
competencia con la microbiota vaginal. Una reduccion de la biota lactobacilar
condiciona un incremento del riesgo de infeccidén micética (1). Otros factores
de riesgo son el estrés, las enfermedades autoimunes, las drogas inmunosu-
presoras, los corticoides y los anticonceptivos intrauterinos (1,6).

Candida albicans (C. albicans) es informada en el 80 al 90% de las CVV
(2,4,5). Durante los ultimos afios se ha observado un aumento significativo

[341]



342 Anales 2008-2010

en la frecuencia de aislamiento de especies no C. albicans como ser, C. gla-
brata, C. tropicalis, C. krusei, C. famata, C. parapsilosis y Saccharamyces
cerevisiae, entre otras (1,2,4,5,8).

Las drogas azdlicas son las elegidas en el tratamiento de la CVV, pero
5-25% de las afectadas recidivan y, algunas de ellas, evolucionan a infeccion
cronica (2,5). El incremento de especies no C. albicans ha sido observado
fundamentalmente en episodios de recurrencia de estas infecciones (1,4).
Diferentes estudios han demostrado que los tratamientos profilacticos inade-
cuados pueden causar una seleccion de especies con capacidad de desa-
rrollar resistencia a los compuestos azoélicos, como C. glabrata, o bien con
resistencia primaria al fluconazol por ejemplo, como ser C. krusei (1,2).

Distintas hipotesis se manejan a fin de explicar la recurrencia en la CVV.
Por un lado, se postula la re infeccion a partir del sistema digestivo, del tracto
urinario, o bien, por transmision sexual. Por otro, la ausencia de una erradica-
cion completa, ante un tratamiento inadecuado o por la presencia de cepas
resistentes que puede ocasionar fallo terapéutico. Variaciones antigénicas y
mutaciones podrian estar implicadas en un aumento de la virulencia micética
causando episodios recidivantes (1).

Clasicamente se ha utilizado el criterio clinico para el diagndstico de la
CVYV debido a que los signos y sintomas son caracteristicos. Los cultivos
vaginales positivos pueden reflejar unicamente colonizacion y no deben ser
utilizados como Unico método diagnostico (3,5).

La CVV no es una enfermedad de informe obligatorio, por lo que se
desconoce el porcentaje real de poblacion afectada con CVV recurrente en
nuestro pais. En el noreste argentino es escasa la informacion al respecto.

El incremento observado en las tasas de recurrencia de episodios de
CVVylaemergencia de levaduras con capacidad de desarrollar resistencia
a los antifungicos de uso clinico, enfatizan la importancia de conocer los
microorganismos involucrados en estas infecciones y su perfil de sensibi-
lidad, a fin de establecer una terapéutica eficaz y una accion preventiva de
recidivas.

El objeto del siguiente trabajo fue estudiar la distribucidén de especies
involucradas en episodios de CVV recurrentes y determinar la sensibilidad
in vitro frente a los antifungicos comunmente utilizados para el tratamiento.
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MATERIALES Y METODOS

Entre octubre de 2008 y octubre de 2010 se estudiaron todas las cepas
levaduriformes aisladas de exudados vaginales de pacientes con signos y
sintomas de CVV, que refirieron tener 2 o mas episodios infeccion. Las mues-
tras fueron recolectadas en el Instituto de Medicina Regional de la Universi-
dad Nacional del Nordeste (UNNE) y en laboratorios privados de la ciudad
de Resistencia.

Los exudados vaginales fueron tomados de fondo de saco y de pared
posterior de vagina con hisopo estéril, colocando previamente especulo, sin
lubricante. Para el aislamiento primario, las muestras se inocularon en medio
de Sabouraud con antibidticos: cloranfenicol 250mg/litro y se incubaron a 37°
durante 48 hs.

Todas las levaduras aisladas fueron derivadas al Departamento de Mico-
logia del Instituto de Medicina Regional para su identificacidn y estudio de
sensibilidad antifungica.

Las levaduras fueron identificadas por sus caracteristicas morfologicas,
pruebas bioquimicas y fisiolégicas basadas en la metodologia de Kreejer
van-Rij (9) y por el sistema comercial API ID 32-C (Biomeriux-France®).

Para las pruebas de sensibilidad antifungica in-vitro se empled el método
de difusidn en agar basado en el método de referencia M44 A estandari-
zado por el Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), utilizando discos
Neosensitabs (Rosco®) y se ensayo la actividad de: ketoconazol (KTZ), itra-
conazol (ITZ), fluconazol (FCZ) clotrimazol (CLZ), miconazol (MCZ). Tam-
bién se ensayo la actividad de nistatina (NIT) que, si bien no es una droga
azolica, es de uso frecuente en este tipo de infecciones. Se interpretdé como
cepa Sensible (S), Resistente (R) o Intermedia (1) segun la lectura de los halos
y los puntos de corte establecidos por el fabricante.

RESULTADOS

Se estudiaron los aislamientos de 12 pacientes con CVV recurrente, con
edades entre 16 y 41 afios.

Diez pacientes presentaron 2 episodios de CVV, una presentd 3 episo-
dios y otra paciente 4. Por esta razén, se analizaron en total 27 aislamientos
levaduriformes.
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Debido a que se encontraron 2 asociaciones, de los 27 aislamientos se
obtuvieron 29 cepas de levaduras. Ambas asociaciones fueron C. albicans —
C. parapsilosis.

C. albicans se aisl6 en el 72.4% (21/29), C. parapsilosis en el 17.2%
(5/29), C. glabrata 6.9% (2/29) y C. krusei 3.5% (1/29).

De las 12 pacientes: siete presentaron dos episodios y una tres a C.
albicans.

Dos pacientes presentaron un primer episodio con una asociacion (C.
albicans - C. parapsilosis) y el segundo solo a C. albicans.

Otra paciente presento un primer episodio a C. parapsilosis y el segundo
a C. krusel.

La paciente que presento 4 episodios, 2 fueron a C. glabratay 2 a C.
parapsilosis.

El 65,5 % del total de las levaduras fueron sensibles a todos los antifun-
gicos testeados, entre ellas 14/21 C. albicans, 4/5 C. parapsilosisy 1/2 C.
glabrata.

La unica cepa de C. krusei aislada mostro su resistencia innata al fluco-
nazol.

Una cepa de C. parapsilosis encontrada en una de las asociaciones
resulto resistente al fluconazol.

Dos cepas de C. albicans aisladas de una misma paciente presentaron
resistencia solo al MCZ.

Las 29 levaduras evaluadas fueron sensibles a NIT.

En 5 pacientes se observaron distintos perfiles de sensibilidad en las
levaduras aisladas en los diferentes episodios de CVV. Ver Tabla 1.
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Tabla 1: Perfiles de sensibilidad de las levaduras aisladas en las 5 pacientes que
presentaron variaciones.

PT1 PT 2 PT3 PT 4 PT5
C. albicans | C. albicans | C. albicans | C. albicans | C. glabrata
2 2 2 2 2

Episodio
FLZ

ITZ

KTz
CTz
MCz
NIT

DO |n|n|=

NI n|n|=

ninlnnl wn|A
NI n|n|=

NN n|n|=

NOnn| n|—

I
I
I
I
R
S

wlo|lo|=lo|ln
wlolo|lo|lo|=
wlalo|=—|—|=

PT: paciente; S: sensible; I: sensibilidad intermedia; R: resistente

DISCUSION

Durante los ultimos afios se han producido dos hechos posiblemente
interrelacionados entre si: por un lado un significativo aumento en la frecuen-
cia de aislamiento de especies diferentes de C. albicansy por otro, una mayor
tasa de recurrencias de los episodios de vulvovaginitis. De hecho, el incre-
mento de especies no C. albicans se ha observado fundamentalmente en los
episodios recurrentes, donde se estima que se aislan con una frecuencia de
entre el 20y el 30 % (1,4).

Coincidiendo con otros estudios publicados sobre CVV, C. albicans fue
la levadura aislada en mayor porcentaje en nuestro trabajo, aunque con una
frecuencia menor que la informada en la mayoria de las investigaciones (1-6).
En un estudio realizado donde se compara frecuencia de asilamientos en
vulvovaginitis esporadicas frente a vulvovaginitis recurrentes se observa
una diminucién en el porcentaje de C. albicans asilado (de 91,5% a 81,4%) y
un incremento de las especies no C. albicans como C. glabrata (de 4.2% a
11.6%), asi como la aparicidon de especies conresistenca innata como C. kru-
sei (4). Probablemente esto se relaciona a una generalizacion de las terapias
inadecuadas, entre ellas la automedicacion, causando seleccion de especies
(1). Esto podria explicar el alto porcentaje de especies no C. albicans obteni-
do en nuestro estudio (27.6%).

C. parapsilosis (17.2%) fue la segunda en frecuencia de aislamiento. Esta
especie no es considerada un patdégeno comun en las CVV. Son pocos los
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estudios que la informan y, en general, con un porcentaje menor al 4%. (5,6).
No obstante esta levadura puede ser aislada como biota colonizante en muje-
res asintomaticas (8). El rol que cumple C. parapsilosis como patégeno y su
relacion con los sintomas de las vulvovaginitis son cuestionables. Se ha com-
probado in vitro que las cepas, tanto de C. albicans como de C. parapsilosis,
involucradas en estas infecciones secretan mas proteinasas que lo habitual.
Esto provocaria la hidrélisis de Inmunoglubulina A, que es una de las barreras
mas eficaz contra la infeccidon de la mucosa y afectaria la integridad normal
de la pared vaginal (8,10). Otro estudio realizado para demostrar el papel
patogénico de C. parapsilosis, muestra que el 65% de mujeres infectadas con
esta levadura experimento alivio sintomatico después de erradicar la misma
utilizando diversos antifungicos (11). Es, por lo tanto importante el porcentaje
encontrado en este estudio.

En este estudio se observaron 2 asociaciones y en uno de los casos C.
parapsilosis mostro resistencia al FCZ. Por lo tanto, la busqueda de asocia-
ciones resulta importante dada la diferente sensibilidad que puedan tener las
especies involucradas, que responderan de manera diferente a las drogas
antifungicas.

El tercer patdgeno aislado fue C. glabrata. Esto difiere de las mayorias
de las publicaciones donde se encuentra en segundo lugar, con una fre-
cuencia que oscila entre 5y 15%, (1,2,4-6,12). La aparicion de C. glabrata
como agente etiolégico se atribuye a los tratamientos cortos con antimico-
ticos orales y de uso topico, asi como al uso del FCZ de forma profilactica
o en terapias prolongadas, dada su capacidad de desarrollo de resistencias
secundaria a este antifingico (5,12). En este estudio, en la paciente que pre-
sentd dos episodios a C. glabrata se observé un cambio en la sensibilidad al
FCZ, de sensible a intermedia. Probablemente esto se deba al desarrollo de
resistencia secundaria.

C. krusei fue aislada en el segundo episodio de una paciente. Esta leva-
dura presenta resistencia primaria al FCZ, que es una de las drogas de elec-
cion en el tratamiento de estas infecciones (2). Probablemente su aparicion
sea consecuencia de la seleccion de especies generada por el uso indiscri-
minado de drogas azélicas, como terapia o profilaxis (1,2,4,5). En nuestro
estudio C. krusei fue sensible al resto de los antifungicos ensayados.

La alta sensibilidad in vitro encontrada a NIT coincide con lo informado
en otras publicaciones (2,13). Esta droga es uno de los principales agentes
antifungicos utilizados en el tratamiento topico de la CVV. Sin embargo, con
frecuencia se presentan casos de mujeres que padecen CVV recurrente, las
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cuales responden solo parcialmente al tratamiento con NIT, lo que sugiere
que existen fallos terapéuticos o la aparicidon de cepas con sensibilidad dismi-
nuida o resistentes a la droga (13).

En el presente estudio se observaron cepas resistentes y/o con sensibi-
lidad intermedia frente a la mayoria de las drogas de uso clinico: FCZ (24%),
MCZ (13.8%), KTZ (10.3%), ITZ (6.9%) y CTZ (3.4%). Esto coincide con el
estudio realizado por Saporiti et al. (2001) donde se informa una mejor activi-
dad in vitro del KTZ y del ITZ que del FCZ, con un porcentaje de aislamientos
resistentes a esta Ultima droga de alrededor del 20% (2).

Es importante destacar la paciente que presenté en ambos episodios
cepas multirresistentes y un cambio de sensibilidad al CTZ, quedando la NIT
como unica opcion terapéutica. CTZ es empleado en el tratamiento tépico de
las CVV (3). Es una droga de venta libre, lo que permite su uso indiscriminado
sin seguimiento médico, y esto podria favorecer cambios de sensibilidad de
las levaduras. Un estudio realizado en pacientes con terapia con CTZ reve-
la que puede generarse resistencia intratratamiento, ademas de resistencia
cruzadas con las demas drogas azolicas (14).

El 33,3 % de las C. albicans aisladas presento resistencia y/o sensibi-
lidad disminuida a alguna de las drogas empleadas, fundamentalmente al
FCZ, KTZ y MCZ. Los aislamientos de C. albicans de dos pacientes mos-
traron diferentes sensibilidad solo frente al FCZ en los dos episodios. Esto
podria ser el resultado de tratamientos previos.

Actualmente se considera que todas las especies de Candida tienen la
capacidad de desarrollar resistencia a los imidazoles. El desarrollo de resisten-
cia cruzada a los azoles ha sido demostrado en aislamientos clinicos de Can-
dida sp. Estas levaduras pueden desarrollar resistencia cruzada a KTZ, ITZy
FCZ (15,16). Esta podria ser una explicacion mas de la variacion observada en
la sensibilidad de las cepas aisladas de las 5 pacientes en que fue detectada.

En este estudio: se ha encontrado el 34.5% de aislamientos con resis-
tencia a alguno de los antifungicos testeados y principalmente a la droga de
eleccion que es el FCZ, se han aislado cepas multiresistentes, se observaron
cambios de sensibilidad en cepas obtenidas en diferentes episodios de CVV
y se encontraron asociaciones de especies con distinto perfil de sensibili-
dad. Esto demuestra la importancia de la tipificacion de los microorganismos
involucrados en una CVV y del estudio de su perfil de sensibilidad, a fin de
instaurar un tratamiento eficaz y desarrollar una profilaxis adecuada, que no
favorezca los episodios de recidivas por desarrollo de resistencia a los anti-
fungicos de uso frecuente.
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SUMMARY

Yeast isolates from vaginal swabs of patients with signs and symptoms
of vulvovaginal candidiasis (VVC), who reported having 2 or more recurrent
episodes of infection, were studied.

C. albicans was isolated in 72.4% (21/29), C. parapsilosis 17.2% (5/29),
C. glabrata 6.9% (2/29) and C. krusei 3.5% (1/29).

Ten patients had 2 episodes of VVC, one 3 episodes and one patient 4
episodes. For this reason, we analyzed a total of 27 yeast isolates. Because
were found in 2 associations, we studied 29 yeast strains. Both associations
were C. albicans - C. parapsilosis.

In this study, we found 34.5% of resistance isolates to any of the antifun-
gal tested and mainly to the FCZ, multirresistant strains have been isolated,
sensitivity changes were observed in isolates from different episodes of VVC
and we found associations of species with different sensitivity profile. This
demonstrates the importance of the identification of microorganisms involved
in VVC and the study of the sensitivity profile, in order to establish an effective
treatment and develop an appropriate prophylaxis, which is not conducive to
episodes of relapse by developing resistance to the antifungal often used.
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INTRODUCCION

Acinetobacter baumannii multi-resistente (ABMR), se ha convertido, en
estos ultimos afios en un patégeno de importancia en el ambito hospitalario.
Son microorganismos oportunistas, capaces de sobrevivir por largos perio-
dos y causar infecciones en pacientes con compromiso grave que requieren
internacion en las unidades de cuidados intensivos (UCI). Puede ocurrir una
rapida diseminacion a través de reservorios humanos y objetos inanimados.
Durante los ultimos 30 afios los aislamientos de Acinetobacter spp. han pre-
sentado en forma progresiva resistencia a penicilinas, cefalosporinas, quino-
lonas, aminoglucdsidos y carbapenemes. Estas infecciones tienen impacto
en el sistema de salud no solo por su morbimortalidad asociada sino ademas
porque prolongan la internacion y producen un incremento en los costos en
salud (1-5).

Objetivo: Analizar caracteristicas clinicas, epidemioldgicas y microbio-
I6gicas de los pacientes pediatricos con bacteriemias por Acinetobacter spp
multi-resistente.

Metodologia: Se llevo a cabo un estudio de caso- control de los pacien-
tes con bacteriemia por Acinetobacter spp. multi-resistente internados en el
Hospital Garrahan. Se consideré caso a todo paciente con aislamiento en
hemocultivos de Acinetobacter spp. multi-resistente y con al menos 48 hs de
internacion en nuestra institucion y control a pacientes con bacteriemias por
otros bacilos gram negativos no multi-resistentes. (Periodo de estudio: 2005
-2008).

Analisis clinico y epidemiologico: Mediante revision de historias clini-
cas seregistraron variables demograficas, caracteristicas clinicas, epidemio-
I6gicas y evolucion final de los casos y controles incluidos.

[351]
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Los estudios de la sensibilidad antibidtica (método de difusiéon y método
de dilucion) se realizaron segun las recomendaciones del CLSI (6). Se realizé
la deteccion fenotipica de beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
(7) y de metalobetalactamasas (MBL) (8).Para la evaluacion de resistencia a
carbapenemes: se emplearon los métodos de Hodge (9) y Masuda (10). Clo-
nalidad de los aislamientos: se realizé por PCR con oligonucleétidos degene-
rados (DO-PCR) (11). Curvas de muerte: Se realizaron con dos aislamientos
representantes de cada clon encontrado en la coleccion. Se probaron los
siguientes antibidticos: ampicilina-sulbactam (AMS), cefepime (FEP), mero-
penem (MEM), gentamicina (GEN), rifampicina (RIF) y polimixina (POL). Se
enfrentaron ademas los mismos aislamientos a las siguientes combinaciones
antibiéticas: AMS+GEN, AMS+COL, FEP+COL, MEM+COL y RIF+COL. Se
trabajé con concentraciones de droga factible de ser alcanzadas en suero,
segun las recomendaciones de Lorian (12).

Analisis estadistico: Para el analisis de las variables continuas se utili-
z6 test de Wilcoxon y para las variables categéricas se utilizé Chi-cuadrado o
Test de Fisher, dependiendo del tamafio muestral. Se considero estadistica-
mente significativo los valores de p < .05. Finalmente se realiz6 un estudio de
regresion logistica para determinar las asociaciones independientes. Para el
analisis estadistico se utiliz6 STATA 8.0.

RESULTADOS

Fueron evaluados 50 pacientes con bacteriemia por ABMR y un total de
100 pacientes con bacteriemias por otros bacilos gran negativos no multi-
resistentes (grupo control). El lugar de adquisiciéon de la bacteriemia fue en
el 94% de los casos en UCI y solo el 6% en sala general, mientras que en los
controles el lugar de adquisicion fue en el 40% (n=40) en las UCI, en el 43%
(n=43) en sala general y el 17% (n=17) en la comunidad.

Respecto a la identificacion taxonémica de los 50 casos analiza-
dos: todas las cepas de Acinetobacter spp. se estudiaron con pruebas feno-
tipicas y genotipicas; para estas ultimas se utilizé dot-blot para el gen oxa 51,
que se considera actualmente como evidencia suficiente de la afiliacion taxo-
nomica de la especie A. baumanii. En el analisis de secuenciacion tuvieron
todas mas del 98% de identidad con la secuencia homologa de la cepa tipo
de Acinetobacter baumanii. Se confirmé que los 50 aislamientos de ABMR
y las cepas ambientales pertenecian todos a la especie A. baumanii. En la
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tabla 1 se describen los patrones de sensibilidad antibidtica observados en
los 50 aislamientos Se analizé la sensibilidad a las tetraciclinas (Tabla 2), por
los métodos de difusion y de dilucién respectivamente. El método de difusion
sufrid un cambio significativo en las categorias de interpretacién en el afio
2007, para esta familia de antibioticos (puntos de corte del CLSI M100-S17,
2007 vs M100-S16, 2006); mientras que no se efectuaron cambios en los
puntos de corte del método de referencia (dilucion). Se evalué en la coleccion
el impacto de estos cambios de punto de corte para el método de difusion,
respecto del método de referencia (14). Se observoé que, con los nuevos pun-
tos de corte se cometen errores muy mayores con tetraciclina y doxiciclina,
por lo que se sugeriria usar los puntos de corte anteriores (2006) para el
método de difusidn. Se estudio la sensibilidad antibidtica a los carbapene-
mes comparando los métodos de difusion- dilucion y se obtuvieron iguales
resultados (Tabla 3). Respecto ala
caracterizacion fenotipica de la resistencia a los carbapenemes: los 50
aislamientos (CASOS) se observo sinergia entre EDTA/SMA y carbapene-
mes en la coleccidn: negativo, ensayo microbiolégico Hodge: negativo, Ensa-
yo microbiolégico Masuda: negativo. En base a éstos resultados se confirmd
ausencia de carbapenemasas de tipo metalobetalactamasas. No se hallaron
beta-lactamasas de espectro extendido en la deteccion fenotipica de BLEE
en la serie de casos evaluada. Al analizar la clonalidad en la coleccidn
se observo que en la especie A. baumannii se encontraron 5 clones dife-
rentes (Tabla 4). Se realizaron ensayos de curva de muerte, variando las
concentraciones de antibidticos que pudieran presentar sinergia bactericida.
Como se observa en la tabla 5 ,todos los clones resultaron bactericidas con
el antibidtico polimixina solo y en combinaciones con ampicilina-sulbactam
(AMS), cefepime (FEP), meropenem (MEM) y rifampicina (RIF), sin embargo
no se observo efecto sinérgico en las combinaciones antibidticas descriptas
respecto a colistin monoterapia.

Al analizar las caracteristicas clinicas de los pacientes (tabla 6), en el
analisis univariado no se observaron diferencias significativas respecto a
edad, sexo, presencia de enfermedad de base, tratamiento inmunosupresor,
leucopenia, neutropenia, forma de presentacion clinica, presencia de sepsis
y evolucion clinica final en relacion a los casos y controles. Se observaron
diferencias estadisticamente significativas respecto a: la mediana de dias de
internacion previa a la aparicion de la bacteriemia (16 dias vs. 7 dias), ante-
cedente de tiempo de internacién previa mayor a 14 dias (53% vs 33 %). Al
analizar el tipo de procedimiento invasivo; 100 % tenia catéter venoso central
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(CVC) y se observaron diferencias significativas respecto a la utilizaciéon de
asistencia respiratoria mecanica (ARM) y antecedentes de cirugia previa a la
aparicion de la bacteriemia.

Respecto a la presencia de enfermedad subyacente, si bien en el global no
se observaron diferencias en ambos grupos, al considerar el tipo de enferme-
dad de base, los pacientes con cardiopatia 0 quemadura previa tuvieron mayor
riesgo de presentar bacteriemia por ABMR (Tabla 7). Segun el foco clinico ini-
cial asociado los casos fueron bacteriemia asociada a CVC en el 40% (n=20),
bacteriemia asociada a infeccion de quemadura en el 24% (n=12), bacteriemia
primaria en el 22% (n=11), bacteriemia asociada a infeccion de sitio quirirgico
en el 10% (n=5) y bacteriemia relacionada con neumonia asociadaa ARM en el
4% (n=2). El tratamiento implementado fue: colistin monoterapia en el 58% (n =
29) o asociado a: carbapenemes 26% (n =13), a piperacilina- tazobactam 10%
(n = 5), a ampicilina- sulbactam 4% (n =2) o a cefepime 2% (n =1). Los casos
tuvieron mayor tiempo de internacion, mayor requerimiento de inotrépicos y
una mayor duracion del tratamiento antibiético (Tabla 6).

Las variables finales incluidas como predictoras de bacteriemia por
ABMR (regresion logistica multiple) fueron: antecedente de cirugia previa
(OR 2.92,1C 95% 1.10 -7.92, p=.035), el haber recibido antibiéticos parente-
rales previos (betalactamicos) (OR 5.5 IC 95% 1.46-20, p=0.012) y el antece-
dente de asistencia respiratoria mecanica (OR 5, IC 95% 2-12, p=.000) como
variables independientes.

Durante el afio 2009 se llevaron a cabo dos estudios ambientales: En
la UCI cardiovascular se encontré un unico clon de ABMR circulante en el
paciente y en las superficies cultivadas de la unidad paciente (baranda de la
cama, perillas del respirador, superficie del monitor y baranda de la cama del
paciente contiguo). En otro realizado en una de las Unidades polivalentes del
hospital, se encontraron 3 clones circulantes.

DISCUSION

Las infecciones por ABMR constituyen uno de los principales problemas
causados por patdgenos emergentes en las UCI de los hospitales de alta com-
plejidad de nuestro pais. Diversos estudios fueron publicados, correspondien-
do en su mayoria a series de pacientes adultos (11-14) Las patologias sub-
yacentes de los pacientes fueron similares a las reportadas en otras series
(15-18), sin embargo los pacientes de mayor riesgo de adquisiciéon fueron aque-
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llos con cardiopatias congénitas y los internados en la unidad de quemados.

Las infecciones por ABMR fueron en su totalidad de origen hospitalario
y la mayoria adquiridas en UCI, similar a lo reportado en otros estudios (11,15,
18). El momento de aparicion de la bacteriemia fue mas tardio en los casos
respecto al grupo control, similar a otras series. (17,19)

Predominaron las bacteriemias relacionadas a CVC y en segunda instan-
cia a infeccidn de la quemadura; en poblacion adulta el foco pulmonar cons-
tituye uno de los focos secundario mas frecuentemente reportado. El motivo
de aparicion de las bacteriemias primarias por ABMR (22% de los casos) aun
no esta claro; algunos autores proponen el origen intestinal, por traslocacion
bacteriana, fendmeno comun en pacientes criticamente enfermos (11,18- 20).
Diversos esquemas terapéuticos fueron evaluados, en nuestra serie la mayo-
ria de los pacientes recibieron colistin monoterapia, presentando buena evo-
lucion clinica y tolerancia al tratamiento. La eficacia global del uso de colistin
en pacientes adultos y pediatricos con infecciones por ABMR ha mostrado
tasas de cura y respuesta del 57 al 80% (24, 25).

En otros estudios de cohorte la respuesta clinica fue similar en los pacien-
tes que recibieron colistin monoterapia respecto a terapia combinada (18, 25).

En esta serie ha habido pocos pacientes fallecidos y por lo tanto no se
pudieron evaluar factores pronoésticos de mortalidad. Sin embargo es de des-
tacar que ningun paciente del grupo tratado con colistin como monoterapia
fallecid. Es probable que los distintos esquemas terapéuticos utilizados, hayan
sido similares respecto de la evolucion clinica como describen otros estudios.
Interpretaciones probables son que el prondstico de estas infecciones tiene
mayor relacion con la condicion del huésped al momento de adquirir la infec-
cion y debido a la multi-resistencia probablemente no haya diferencia en la
respuesta clinica en la monoterapia respecto de la terapia combinada (24,25).

En el analisis de regresion logistica multiple se determinaron como predic-
tores independientes de la aparicion de bacteriemia por ABMR al antecedente
de haber recibido tratamiento antibiético previo (principalmente carbapenem,
cefalosporinas de espectro extendido), la asistencia respiratoria mecanica y
cirugia previa. Estos factores son similares a los reportados en otras series, en
las que se resalta el impacto de la utilizacion de antibidticos de amplio espectro
en las UCI respecto a la emergencia de ABMR y asimismo la relacion entre la
ARM y la mayor posibilidad de colonizacion y posterior infeccion en pacientes
criticos sometidos a procedimientos invasivos (3,10, 25-29).

Las bacteriemias fueron ocasionadas por Acinetobacter baumanii inica-
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mente; las cepas presentaron alta resistencia a varias familias de antibidticos
pero un 100% de sensibildad a minociclina y colistin, limitando las opciones
de tratamiento.

En el estudio comparativo de antibidticos de la familia Tetraciclinas, se
observo que existen errores mayores utilizando puntos de corte 2007 para
los antibidticos tetraciclina y doxiciclina por lo que para estos antibiéticos
se deberian utilizar los puntos de corte de 2006 y confirmarlos por CIM. La
resistencia a carbapenemes en el 98% se asocio6 con la presencia de enzi-
mas oxacilinasas, en un 88% a la enzima OXA 23 y 6% a la enzima OXA 58,
el 6% restante de las cepas probablemente porten otro tipo de enzima que
confiera dicha resistencia.

En todos los clones analizados, polimixina presento bactericidia y en
3 clones la combinacion AMS +GEN presento sinergia; esto sugiere que
esta combinacion o polimixina sola podrian considerarse como alternativa
terapéutica segun los estudio in vitro. Los estudios ambientales realizados
resaltan la importancia de realizar una correcta limpieza y desinfeccién de
superficies en las areas criticas como parte del control de las infecciones por
ABMR (23, 27).

Como conclusioén: las bacteriemias por ABMR fueron detectadas en
pacientes internados en UCI, con patologia subyacente, internaciéon pro-
longada, sometidos a procedimientos invasivos y con antecedentes de tra-
tamientos antibidticos de amplio espectro. In vitro el efecto bactericida fue
similar con colistin solo, respecto a las diferentes combinaciones testeadas.
El grupo de pacientes tratados con colistin monoterapia presentd buena
respuesta y tolerancia al tratamiento. Es necesario implementar programas
de control de infeccién hospitalaria y de uso adecuado de antimicrobianos
como parte fundamental del control de la infeccion por ABMR. Se requiere
del desarrollo de nuevas estrategias que permitan limitar la diseminacion de
este microorganismo en las UCI.
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Tabla 1. Sensibilidad antibiotica por el método de difusion en los 50 casos:

Tipo de ATB % Resistencia
Penicilinas PIP 100
Betalactamicos combinados

con inhibidores: AMS 98

TAZ /| AMC 100

Cefalosporinas CAZ 98

FEP 100

Carbapenemes : IMI/ MEM 100
Lipopéptidos: COL 0

Aminoglucésidos: AKN 100
GEN 72

Quinolonas: NAL/CIP 100

Inhibidor del Folato: TMS 100

PIP: piperciclina, AMS: ampicilina-sulbactam, TAZ: piperacilina-tazobactam, AMC: amoxicilina-
clavulanico CAZ: ceftazidima, FEP: cefepime, IMI: imipenem, MEM: meropenem, COL: colistina,
AKN: amikacina, GEN: gentamicina, NAL: acido nalidixico, CIP: ciprofloxacina, TMS: trimetro-
prima-sulfametoxazol

Tabla 2. Evaluacion de sensibilidad a Tetraciclinas:

Difusién 2006 Difusién 2007
Tipo de tetraciclina %Sensibilidad CIM %Sensibilidad %Sensibilidad
TET 30 6 56
MIN 100 100 100
DOXI 92 90 94
%S %l %R %Em %EM %EMM
TET CIM 30 32 38
Dif 2006 6 50 44 36 0 0
Dif 2007 56 16 28 32 0 4
MIN CIM 100 0 0
Dif 2006 100 0 0 0 0 0
Dif 2007 100 0 0 0 0 0
DOX CIM 92 0 8
Dif 2006 90 4 6 4 2 2
Dif 2007 94 6 0 6 0 4

Em: error menor; EM: error mayor; EMM: error muy mayor
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Tabla 3. Carbapemes: Sensibilidad antibiética por el método de dilucion en los 50 casos

CIM Disco
CIM 50 CIM 90 Rango %Sensibilidad | %Sensibilidad
MEM 64 128 0,125 -512 0 0
IMI 64 128 0,125 -512 0 0

Tabla 4-Estudio de Clonalidad en la coleccidn:

En la especie A. baumannii se encontraron 5 clones diferentes:
clon | (n:28), clon Il (n:10), clon Il (n:3), clon IV (n: 6) y clon V (n: 3)

Tabla 5. Resultados de Curvas de muerte realizados en las 50 cepas

Clones AMS POL AMS+GEN
n: 28 | - + ++
n: 10 I N + ++
n:3 1 N + N
n: 6 \% N + N
n:3 \Y - + ++

(N): efecto nulo, (+): bactericidia: es la disminucién de 3 log en ufc/ml con respecto al inéculo
inicial,( -) : tolerante: es la disminucién de menos de 3 log en ufc/ml con respecto al indculo inicial
(++), sinergia: es la disminucion de = 2 log entre la combinacion y el antibiético mas activo.
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Tabla 6: Caracteristicas generales de los pacientes con bacteriemias por Acinetobac-

ter multiR y de sus controles

Variable Casos (n=50) | Controles+ (n=100) OR (IC 95%) P

N (%) N (%)
,\SA‘:’;‘;u”no 29(58) 51 (51) 1.33(0.66- 2.63) | 0.418
Edad
Mediana (meses) 13.5 (6-54) 23 (4-81) 0.63
RIC (meses)
Enfermedad base 45(90) 86(86) 1.46 (0.49-4.32) 0.48
Proced. Invasivo previo (*) 50(100) 83(83)
Catéter Venoso Central 50 (100) 72(72)
Sonda Vesical 26(52) 32(32) 2.9(1.40-6) 0.004
Asistencia respiratoria Mecanica 45(90) 35(35) 10 (4.07-25) 0.000
Cirugia 40(89) 47(47) 9(3.28-24.7) 0.000
Dias internacioén previa (mediana-RIC) 16 (6.5-32) 7 (3-21.5) 0.0001
Internacion previa mayor a 14 dias 26(53) 33(33) 2.29 (1.14- 4.61) 0.020
ATB parenterales previos (**) 47(94) 57(57) 11.81(3.44- 40.53) | 0.000
Tratamiento inmunosupresor previo 10(20) 30(30) 0.58 (0.25- 1.31) 0.19
Leucopenia 8(16) 19(19) 0.81(0.32-2) 0.65
Neutropenia 5(10) 14(14) 0.68 (0.23-2) 0.48
Foco Clinico inicial 24(48) 39(38) 1.38(0.85 2.22) 0.18
Tiempo total de antibiéticos 14 (14-21) 14 (10-14) 0.18
Sepsis 26(52) 52(52) 1.173(0.59- 2.31) 0.64
Fallece 3(7) 4(4)

+ Controles: Klebsiella pneumoniae (n=30, Klebsiella oxytoca n=8), Escherichia coli (n=24),
Pseudomona aeruginosa (n= 24), Enterobacter cloacae(n=>5), Serratia marcenses (n=5), Proteus

mirabilis (n=4)

* (antecedentes de Cateter venoso central, sonda vesical, asistencia respiratoria mecanica o

cirugia)

*k

asociados a vancomicina.

betalactamicos (ceftriaxona, ceftazidima, carbapenem, piperacilina-tazobactam) solos o
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Tabla 7. Distribucidon segun Enfermedades subyacentes en los casos y sus controles

Variable Casos (n=45) | Controles (n=86) | OR (IC 95%) P

N (%) N (%)

Enfermedad Cardiovascular 15(33) 12 (14) 3.14(1.33-7.38) | 0.009

Enfermedad Onco-hematolégica 6(13) 20(23) 0.54 (0.20-1.45) | 0.22

Quemadura 12(27) 8(9) 3.63 (1.37-9.59) | 0.009

Malformacion Gastro-intestinal 3(7) 17(20)

Inmunodeficiencias 3(7) 1(12)

*Otras 6(13) 28(32)

* Otras: Malformaciones de vias urinarias, metabolopatias, transplantados hepaticos, enfer-
medades neuroldgicas, colagenopatias, sindromes genéticos.

ABSTRACT

Background: Multiresistant Acinetobacter species emerge as an impor-
tant healthcare- associated pathogen, an understanding of the epidemiology
is necessary in order to develop strategies to curtail their spread.

Aim: to analyze the epidemiology, clinical characteristics and antimicro-
bial profile of multiresistant Acinetobacter spp. bacteremia (MAB) in a pedi-
atric hospital.

Methods: case- control study, demographic and clinical data from all MAB
(cases) and from Gram-negative bacteremia non multi-resistant (controls) from
2005 to 2008 at Garrahan Hospital was collected .Time—kill studies and clonally
relationships was identified by a polymerase chain reaction assay with degen-
erate oligonucleotide primers. Stata 8.0 was used for data analysis.

Results: A total of 50 MAB and 100 controls were analyzed, 100%of the
MAB (n= 50) was confirmed as A. baumanii, and five clones was detected.
Kill curves tested showed only bactericidal effects in 3 of 5 clones with ampi-
cilin-sulbactam plus gentamicin and colistin alone showed bactericidal effect
as well as with the different combination tested. Ninety four percent of the
patients acquired MAB in ICU. Eighty eight percent had underlying condition:
congenital heart diseases (33%), burn (27%) and oncohematological disease
(13%) were the most frequent. All patients had invasive procedures previous
to MAB: 100% central venous line, 90% mechanical ventilation, 52 % urinary
catheter and 89 % had previous surgery .The median length hospitalization
previous MAB was different vs. controls (16 days vs. 7 days, p=.0001). The
final diagnosis were: central venous catheter-associated bacteremia (40%),
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bacteremia related to skin and soft-tissue infections ( 24%) and primary bac-
teremia ( 22%).Treatment in MAB were: colistin alone (58%), colisitin plus
carbapenem (26%), colistin plus piperacilin- tazobactam (10%), colistin plus
ampicilin- sulbactam (4%), and cepefime plus colistin (2%). Three of the cases
died. In multivariate analyses: final predictors of MAB were: previous broad-
antibiotics (carbapenems and third-generation cephalosporin): OR 5.5 IC
95% 1.46-20, p= .012, mechanical ventilation (OR 5, IC 95% 2-12, p=.000)
and previous surgery (OR 2.92, IC 95% 1.10 -7.92, p=.035).

Conclusion: MAB was detected in a special group of patients with under-
lying conditions, invasive procedures and prolonged hospitalization. In vitro
bactericidal effect was similar with colistin alone as well as with the differ-
ent combination tested. The development of innovative control strategies is
needed in order to limit the spread of these pathogens
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EVALUACION DE LA RESPUESTA A NEUMOCOCO
SEROTIPO ESPECIFICA EN NINOS CON SOSPECHA DE
INMUNODEFICIENCIA PRIMARIA DESAFIADOS CON VACUNAS
23 VALENTE Y HEPATAVALENTE CONJUGADA.

Jessica Sardafons, Veronica Natoli, Daniela Carelli, Maria Isabel Gaillard,
Liliana Bezrodnik.
Grupo de Trabajo de Inmunologia. Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez. Buenos
Aires. Gallo 1330 pabellén Q 1 piso.

Las infecciones bacterianas recurrentes en nifilos nos orientan a pensar
en compromiso de la respuesta inmune; siendo la expresion clinica de dife-
rentes deficiencias humorales.

Los pacientes pueden presentarse segun el compromiso del comparti-
mento inmune humoral con disminucion o ausencia de uno o mas anticuer-
pos, de linfocitos B en sangre periférica o tan solo defectos funcionales espe-
cificos frente antigenos proteicos y/o polisacaridos (1,2).

El estudio funcional de los anticuerpos frente al desafio antigénico natu-
ral o post vacinal resulta una herramienta fundamental para el diagnostico de
inmunocopetencia. El fracaso en la respuesta nos permite arribar al diagnos-
tico de Inmunodeficiencia y en base al mismo la indicacion terapéutica del
tratamiento sustitutivo con gammaglobulina humana endovenosa en algunos
casos, y en otros, la necesidad de antibidticos profilacticos (3)

Las infecciones causadas por el streptococcus pneumoniae son la mayor
causa de morbi-mortalidad en el mundo. Neumonia, bacteriemia y meningitis
son las manifestaciones mas comunes de la enfermedad invasiva, mientras
que otitis media, sinusitis y bronquitis recurrentes son manifestaciones no inva-
sivas, menos severas, con una alta morbilidad. (4) Todos los grupos etarios
pueden ser afectados por este germen, aunque la incidencia es mayor en nifios
menores de 2 afos, debido a su inmadurez inmunolégica para desarrollar res-
puesta frente a antigenos polisacaridos (respuesta T-independiente)(5).

El polisacarido capsular del streptococcus pneumoniae representa un diver-
S0 numero de polimeros que juegan un rol esencial en la virulencia de la bacteria.
Hasta ahora se han identificado serologicamente mas de 90 polisacaridos dife-
rentes, de los cuales 40 serotipos son responsables de infecciones humanas y
de éstos, 12 son responsables del 80% de las enfermedades invasivas.(6)

[365]
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La valoracion de la respuesta inmune frente al desafio con antigenos
polisacaridos, resulta una herramienta fundamental en pacientes con sospe-
cha de Inmunodeficiencia primaria Humoral (IDPH).

En 1997 el Grupo Latino Americano de Inmunodeficiencias (LAGID)
recomendaba medir en nifios mayores de 2 afios con sospecha de IDPH la
respuesta a por lo menos 6 serotipos (ST) del polisacarido capsular incluidos
en la vacuna 23 valente. (7) En los ultimos afios el numeros de serotipos a
evaluar ha aumentado a 10 o mas y en algunos casos se valora no solo IgG
total sino también IgA o subclases de IgG (IgG1 — 1gG2).(7,8)

La vacuna polivalente para neumococo, contiene diferentes concentra-
ciones de 23 serotipos del polisacaridos capsular (1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N,
9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F y 33F) responsa-
bles de la mayoria de las infecciones. Sin embargo su indicacion esta limitada
a nifios mayores a 2 afos.

El desarrollo de la vacuna heptavalente (compuesta por los serotipos: 4,
6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F) conjugada con un carrier proteico (toxoide tetanico
o diftérico) ha permitido proteger a los nifios menores de 2 afios, por generar
una respuesta T-dependiente.(5)

Dada la indicacién masiva de la vacuna conjugada, y teniendo en cuen-
ta que tanto ésta como la 23 valente generan anticuerpos anti neumococo
por mecanismos inmunoldgicos diferentes, en niflos que han recibido ambas
vacunas se dificulta el analisis de los resultados al momento de valorar la
respuesta especifica a antigenos polisacaridos.

Actualmente se recomienda realizar la valoracion de por lo menos 12
serotipos de neumococo, 6 contenidos en la vacuna 23 valente y 6 en ambas
vacunas. (9)

Nuestro laboratorio estudia 10 serotipos (solo 4 exclusivos de la vacuna
23 valente), por lo cual surge la necesidad de ampliar el panel a 12 serotipos
especificos, ya que esta técnica es una herramienta diagnostica fundamental
para pacientes con defectos funcionales anticorpéreos.

OBJETIVO

Evaluar la respuesta funcional humoral ampliando el panel a 12 serotipos
especificos del neumococo, incluidos en la vacuna hepatvalente conjuda 'y 23
valente, en pacientes mayores de dos afios con sospecha de inmunodeficien-
cia humoral que hayan recibido ambas vacunas.
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PACIENTES

En un periodo de un afio, se evaluaron 30 nifios mayores de dos afios
que concurrieron a nuestro servicio por presentar cuadro clinico de sospecha
de inmunodeficiencia humoral (infecciones bacterianas recurrentes: otitis
media aguda, neumonias, sepsis, meningitis, celulitis). 22 pacientes (Grupo
I) recibieron una o mas dosis de vacuna heptavalente conjugada antes de los
dos afos y luego de esta edad, se los desafio frente a antigenos polisaca-
ridos con la vacuna 23 valente. 8 pacientes (Grupo Il) mayores de dos afos
que inicialmente fueron desafiados con la vacuna 23 valente, y por sus carac-
teristicas clinicas y de laboratorio, se decidié vacunarlos con la heptavalente
conjugada.

MATERIALES Y METODOS

En todos los pacientes, se obtuvo por venopuncion, 4 ml de sangre peri-
férica recolectada en tubo sin anticoagulante.

En el Grupo | la extraccion se realizé luego de 40 — 60 dias post-vacuna
23 valente y en el Grupo Il, una extraccion basal (solo 23 valente) y a los 40 —
60 dias post estimulo (conjugada).

Se evaluaron los niveles de anticuerpos especificos contra los serotipos
(ST):1,3,5,6B, 7F,9V,14, 18C, 19F, 23F, estudiados hasta el momentoy, 11A
y 33F incluidos luego en nuestro estudio para completar 12 serotipos.

Métodos: Determinacion de la concentracidon de anticuerpos isotipo IgG
anti neumococo serotipo especifico, dirigidos contra 12 ST capsulares. Se
empleo la técnica de enzimoinmunoensayo (ELISA) casero segun Indicacio-
nes de la Organizacion Mundial de la Salud, con algunas modificaciones.
(10,11)

Como antigenos se utilizaron los ST 1, 3, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F, 23F,
11A, 33F purificados. (American Type Culture Collection, ATCC).
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RESULTADOS

POBLACION

Grupo |: Pacientes que recibieron vacuna conjugada + vacuna 23 valente.
N: 22

Distribucion por sexo: 9 mujeres, 13 varones

Mediana de Edad: 3 afios (rango: 2 a 8 afios)

Grupo lI: Pacientes que recibieron vacuna 23 valente + vacuna conjugada.
Se estudiaron titulos basales (solo 23 valente) y Post estimulo (23 valente +
conjugada)

N: 8

Distribucion por sexo: 3 mujeres, 5 varones

Mediana de Edad: 8 afios (rango: 3 a 21 afios)

Los resultados obtenidos se evaluaron segun criterios de LAGID 1997,
correlacionandolos con las caracteristicas clinicas y demas datos de labo-
ratorio que permitan arribar al diagnostico. Considerando respuesta normal
frente al desafio con la vacuna 23 valente, un titulo = 1.3 ug/ml para el 50%
de los ST estudiados en niflos menores de 5 afos y para el 70% de los ST
estudiados para aquellos mayores de 5 afios.(7)

En el caso de los serotipos presentes en la vacuna heptavalente con-
jugada, se consider? titulo protector para enfermedad invasiva: 0.35 ug/ml,
de acuerdo a criterios establecidos por la OMS (Organizacion Mundial de la
Salud)

Grupo |

Se evalud6 el numero de pacientes con respuesta adecuada a cada sero-
tipo, para los 4 serotipos presentes exclusivamente en la vacuna 23 valente.

Observandose que 4 nifios no respondieron en forma adecuada a ningun
serotipo, 8 respondieron solo a 1, 6 respondieron a 2, 4 respondieron a 3 y
ningun nifio respondio a los 4 serotipos. (Tabla 1).

Agregando al estudio 2 serotipos mas (11A , 33F) podemos ver la varia-
cion en la distribucion de la respuesta. (Tabla 2).

Teniendo en cuenta la edad de los pacientes y considerando los crite-
rios de repuesta de LAGID, estudiando 4 ST, observamos que 13 pacientes
fueron no respondedores, mientras 9 si respondieron. Al agregar 2 ST, 14
pacientes fueron no respondedores y 8 respondedores. (Tabla 3 y 4).
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Tabla 1. Frecuencia de Respuesta (Rta.) sobre 4 Serotipos (ST) estudiados: S1, S3,
S5, S7, presentes solo en la vacuna 23 valente.

N° de Serotipos con Rta. Ade- 0 1 2 3 4 Total
cuada
Frecuencia
% 18.18 | 36.36 | 27.27 18.18 0 100
n 4 8 6 4 22

Tabla 2. Frecuencia de Respuesta sobre 6 ST estudiados: S1, S3, S5, S7, S11A, S33F
presentes exclusivamente en la vacuna 23 valente.

N° de Serotipos con Rta. 0 1 2 3 4 5 Total
Adecuada
Frecuencia
% 18.18 | 13.64 | 27.27 | 1818 | 4.55 [ 1818 | O 100
n 4 3 6 4 1 4 22
Tabla 3. Respuesta a4 ST en grupo |
Respuesta No Si Total
n 13 9 22
% 59.09 40,91 100
Tabla 4. Respuestaa 6 ST en grupo |
Respuesta No Si Total
n 14 8 22
% 63.64 36.36 100

Evaluando 6 ST analizamos diferencias entre pacientes respondedores
y no respondedores segun la edad (mayores y menores de 5 afios). Obser-
vamos que 9 (56%) pacientes menores de 5 afios no respondieron en forma
adecuada, mientras 7 (44%) si lo hicieron. En los mayores de 5 afios, 5 nifios
(83%) no respondieron y solo uno (17%) si respondio. (Tabla 5).
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Tabla 5. Respuesta por edad evaluando 6 ST

< 5 afios > 5 afios Total
No rta 9 5 14
Sirta 7 1 8
Total 16 6 22

Evaluamos la respuesta frente a antigenos polisacaridos, comparando el
estudiode 4 ST (1, 3,5, 7F) vs. 6 ST (1, 3, 5, 7F, 11A, 33F) presentes exclusi-
vamente en la vacuna 23 valente.

Analizando 4 ST: 13 pacientes fueron no respondedores y 8 responde-
dores. Al agregar 2 serotipos mas (6 ST), solo 1 paciente (menor de 5 afios)
modificé su respuesta. (Tabla 6).

La Concordancia absoluta entre el estudio de 4 Serotipos y 6 Serotipos
fue del 95%, con un indice Kappa de 0.9.

Tabla 6. Comparacion de respuesta estudiando 4 Serotipos vs. 6 Serotipos

Respuesta No (6ST) Si (6ST) Total
No (4ST) 13 0 13
Si (48T) 1 8 9

Total 14 8 22

GRUPO 1l

En estos 8 pacientes se compararon titulos basales y Post estimulo:

Para los serotipos no presentes en la vacuna conjugada (ST1, 3, 5, 7F)
no se observo diferencia significativa (p>0.05) (Grafico 1)

Con respecto a los presentes en la vacuna conjugada si se observo dife-
rencia significativa en los serotipos 6B, 9V, 18C, 19F y 23F, (p<0.05). Excepto
en el serotipo 14 donde, si bien se vio aumento de titulo, no fue estadistica-
mente significativo. (Grafico Il)

Evaluando respuesta a los serotipos presentes en la vacuna conjugada
(6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F), en el total de pacientes estudiados (n:30), se obser-
vé que mas del 95% alcanzo titulos mayores o iguales a 0.35ug/ml, nivel consi-
derado protector para enfermedad invasiva por la OMS. (Grafico lll.)



Fundacién Alberto J. Roemmers 371

Grafico |

ug/ml
1,6
14
1,2

PE
BASAL

Serotipos 1,3,5,7

Grafico ll

PE

<R -
Serotipos 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F
SEROTIPOS




372 Anales 2008-2010
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CONCLUSIONES

De los 22 pacientes del grupo |, el 41% fueron respondedores y el 59%,
no respondedores cuando se evaluaron 4 serotipos (1, 3, 5, 7F) exclusivos de
la vacuna polisacarida 23 valente.

Al completar el estudio con un total de 6 serotipos ( 1, 3, 5, 7F, 11A, 33F),
se observo que solo un paciente pasoé a ser no respondedor, mientras que los
13 que eran no respondedores permanecieron como tales.

El valor de concordancia obtenido entre la evaluacion de 4 y 6 ST fue del
95%, ésto nos indica que ambos ensayos nos aportan la misma informacion.
Sin embargo sabemos que cuanto mas serotipos estudiemos, mayor valor
estadistico tendran nuestros resultados.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al evaluar
porcentaje de respondedores y no respondedores segun grupo etario (= 5
afios vs < 5 afos). Consideramos que esto se debe al tamafio de la muestra
evaluada.

Los 14 pacientes que no cumplieron con los criterios de respuesta segun
la edad, presentando alteracion en la respuesta a antigenos polisacaridos,
fueron evaluados segun sus caracteristicas clinicas y otros datos de labora-
torio a fin de tomar conducta terapéutica.
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Con respecto a los pacientes del Grupo I, desafiados inicialmente con
vacuna 23 valente se observé un aumento significativo, luego de recibir la
vacuna conjugada, en los titulos de los serotipos 6B, 9V, 18C, 19F y 23F. Sin
embargo, no se vio modificacion en los titulos de los serotipos exclusivos de
la vacuna 23 valente (1, 3, 5, 7F). En el caso del serotipo 14, si bien se vio
aumento de titulo, éste no fue estadisticamente significativo. Suponemos que
se debe a la presencia de valores basales altos, dada la frecuencia de dicho
serotipo en nuestro medio.

El hecho de ampliar el panel de serotipos estudiados, nos permitio eva-
luar la capacidad de respuesta a antigenos polisacaridos en pacientes con
sospecha clinica de IDPH que recibieron la vacuna conjugada heptavalente.
Logrando de esta manera mejorar la utilidad clinica de nuestros resultados.

ABSTRACT

Recurrent bacterial infections in children may be the clinical expression
of many different humoral deficiencies. Invasive pneumococcal disease leads
to significant morbidity and mortality in the world.

Immunization with pneumococcal vaccine is useful to evaluate antibody
response to polysaccharide (PLS) antigen in children older than 2 years sus-
pected of having primary humoral immunodeficiency (IDPH).

At present we evaluate specific PLS response by measuring antibody
response against 10 pneumococcal specific serotypes; only 4 of them being
present exclusively in PLS vaccine.

Given the massive use of protein-pneumococcal conjugate vaccine
which produces a humoral immune response different from PLS vaccine, in
children who have received both vaccines it is difficult to assess specific poly-
saccharides response.

Objetive: To evaluate humoral immunity in children older than 2 years,
who have received both pneumococcal vaccine (conjugate and PLS), by
studying an extended panel of 12 specific pneumococcal serotypes included
in both (6 serotypes present in PLS vaccine).

Patients and Methods: We studied 30 children, older than 2 years suspect-
ed of humoral immunodeficiency, who had received both pneumococcal vac-
cine (conjugate and PLS). Twenty two of them (Group I) had received at least
one dose of conjugate vaccine followed by one dose of PLS vaccine. Whereas
8/30 patients (group Il) had received the vaccines the other way about.
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Antibody (IgG) response against 12 pneumococcal serotypes (1, 3, 5, 6B,
7F, 9V, 14, 18C, 19F, 23F, 11A, 33F, 6 only present in the PLS vaccine), was
measured by enzyme immune assay method (ELISA) according to the recom-
mendation of the World Health Organization (WHO).

Results: On evaluating antibody response to only 4 serotypes present in
PLS vaccine, in Group | we found 9 patients (41%) who had a proper antibody
response and 13 (59%) who did not.

When two more serotypes present in PLS vaccine were analyze in this
Group, only one patient (pt) condition changed: 8 pts had a proper antibody
response and 14 did not.

The concordance index obtained between 4 versus 6 serotypes assays
was 95% with a kappa index: 0.9.

Dividing group | by age (= or < than 5 years old) there was no significant
difference in the percentage of children with good and poor response to 6
serotypes.

On evaluating titers of antibody previous (pt only with PLS vaccine) and
post immunization (with conjugate vaccine) in all pt of group I, differences in 5
serotypes (6B, 9V, 18C, 19F and 23F) included in conjugate vaccine were found,
but no differences were found in titers to serotypes only present in PLS vaccine.

Conclusions: The high degree of concordance obtained between the
analysis of 4 versus 6 serotypes (95%, with a kappa index: 0.9) leads us to
conclude that both trials provide the same information. However, we know that
studying more serotypes yield more statistical value to our results.
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RESUMEN

Las células mesoteliales (CM) conforman una monocapa que recubre
internamente la cavidad pleural cuya funcion esta ligada al control homeosta-
tico del volumen y composicién del fluido pleural. Dado que su fenotipo y fun-
cion es afectada por el microambiente en el que se hallan, durante el presente
estudio analizamos diferentes parametros de interés sobre CM presentes en
efusiones pleurales derivadas de diferentes patologias mediante la técnica
de citometria de flujo. Estos estudios permitieron identificar caracteristicas
especificas de CM de pleuresias tuberculosas y malignas, las cuales podrian
ser la base para un rapido método de diagnostico diferencial de estas enfer-
medades.

INTRODUCCION

La pleura, al igual que el peritoneo y el pericardio, es una membrana
serosa constituida por una monocapa de células mesoteliales (CM) y teji-
do conectivo subyacente. Rodea los pulmones (pleura visceral) y recubre
internamente la caja toracica definiendo una cavidad conocida como espacio
pleural. Este espacio se encuentra bafiado por una fina pelicula de fluido
cuyo volumen, composicion y renovaciéon se encuentran fisiolégicamente
controlados por el mesotelio pleural y, en menor medida por drenaje linfatico.
La funcion del liquido pleural (LP) es la de acoplamiento mecanico y lubrica-
cion entre la pared toracica y el pulmon durante los movimientos asociados a
la respiracion (Zocchi 2002).

[377]
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En ciertas condiciones patolégicas se produce un desbalance entre las
fuerzas que controlan el volumen del LP dando lugar a un derrame o efusion
pleural. Basicamente, estos derrames pueden clasificarse como trasudados
o exudados dependiendo de su contenido en proteinas y celularidad. En los
procesos inflamatorios de la pleura (pleuritis) pueden desarrollarse exuda-
dos que contienen leucocitos que arriban al foco, como asi también desca-
maciones del mesotelio y/o células de origen maligno (Mutsaers 2002). Las
poblaciones celulares presentes varian en funcion del origen etiologico y del
tiempo de evolucién de la pleuritis. De esta forma, infecciones bacterianas
agudas desarrollan empiemas con un alto contenido en polimorfonuclea-
res neutréfilos mientras que los derrames producto de infecciones crénicas
(como con Mycobacterium tuberculosis) son ricos en linfocitos T (Antony &
Mohammed 1999).

En trabajos previos, hemos estudiado ex vivo e in vitro diferentes pobla-
ciones leucocitarias de LP de origen maligno e infeccioso, pero las caracte-
risticas fenotipicas y funcionales del mesotelio aun no han sido analizadas
en este tipo de muestras (Schierloh et al. 2005, 2007, 2009; Aleman 2005).
Recientemente, estudios con lineas y cultivos primarios de mesotelio pleural
y peritoneal han demostrado que ademas de su funcidn clasica, este tipo
celular es capaz de cumplir diferentes funciones inmunolégicas como el reco-
nocimientos de patégenos, sintesis de citoquinas y presentacién antigénica
(Valle et al. 1995; Basok et al. 2001; Kato et al. 2004; Hussain et al. 2008). En
este sentido, se ha sugerido que la interaccion entre el mesotelio y las células
de sistema inmune podria jugar un papel relevante a nivel local durante el
inicio, mantenimiento y resolucion de la inflamacion (Glik and Douvdevani
2006; Pace et al. 2008).

Teniendo en cuenta que el microambiente en el que se encuentran las
CM tiene un alto impacto en sus caracteristicas morfoldgico-funcionales
(Yanez-Mo¢ et al. 2003), durante el presente trabajo analizamos y compa-
ramos CM aisladas de efusiones pleurales de origen trasudativo, maligno e
infeccioso mediante técnicas de citometria de flujo. Para esto, emplearemos
dos abordajes experimentales: ex vivo e in vitro. En el primero, se determi-
namos la expresion de moléculas con relevancia inmunoldgica en células
recientemente aisladas del LP. En el segundo, se obtuvimos cultivos prima-
rios de CM humanas (CMH) y evaluamos cambios morfométricos y del nivel
de expresion de receptores en respuesta a diferentes estimulos.
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OBJETIVOS

Desarrollo y validacion de técnicas de citometria de flujo orientadas
a caracterizar fenotipica y funcionalmente a las células mesoteliales (CM)
aisladas de efusiones pleurales. Establecimiento de caracteristicas distinti-
vas entre CM de derrames de origen maligno, infeccioso y transudativo, con
especial énfasis en el diagnostico diferencial de la pleuresia tuberculosa.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion en estudio: Los pacientes fueron reclutados en el Pabellon de
Tisioneumonologia del Hospital Mufiz. Los pacientes incluidos en el estudio
fueron HIV negativos con derrames pleurales a causa falla cardiaca conges-
tiva (trasudados, CHF), cancer de origen no mesotelial (exudado, CNR) y
tuberculosis (exudado, TB), quienes firmaron un consentimiento informado
previo a la obtencién de la muestra. El liquido pleural (LP) fue obtenido por el
método de toracocentesis (Schierloh et al. 2005). El presente estudio ha sido
avalado por los Comités de Etica de la Academia Nacional de Medicina y del
Hospital Muiiz.

Anadlisis ex vivo de células mesoteliales pleurales humanas (CMH)
por citometria de Flujo: Las células mononucleares fueron obtenidas a par-
tir de LP mediante el método de centrifugacion en gradiente discontinuo de
Ficoll-Hypaque. Por citometria de flujo, se identificaron a las células meso-
teliales de acuerdo con los siguientes parametros especificos: Gran tamafio
y complejidad celular (FSC/SSC alto), negatividad para el marcador de leu-
cocitos (CD45-) y positividad para el marcador de mesotelio/epitelio citoque-
ratina (CKN+). Dentro de la poblacion identificada, se efectuaron determina-
ciones de expresion de las siguientes moléculas fisioldgicamente relevantes:
i) Moléculas co-estimulatorias (CD83, CD86, CD80, ICAM-1), ii) receptores
de reconocimiento de patéogenos (DC-SIGN, Manosa Receptor, CD14, TLR2
y TLR4), iii) moléculas de presentacion antigénica (HLA-I (A,B 'y C) y HLA-II
(DR, DP y DQ)) y iv) receptores de moléculas co-estimulatorias/de adhesién
(CD80,CD86, CD83, ICAM-1). Las determinaciones se realizaron empleando
un citometro FASCan operado con el programa Cell Quest (Becton Dickin-
son). Para el analisis de datos se utilizé el programa FSCexpress (De novo
Software).
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Microscopia optica y de Inmunofluorescencia: La validacion de los
resultados obtenidos por citometria de flujo se realizé6 mediante microscopia
Optica (tension de MGG y PAS) y de inmunofluorescencia (FITC-anticuerpo
y DAPI). Para las observaciones morfoldgicas se emple6é un microscopio
invertido de campo claro (Olympus). Para el analisis de inmunofluorescencia
se empled un microscopio de epifluorescencia (Carl Zeiz). Para su presen-
tacion, las microfotografias fueron minimamente editadas con el programa
PhotoShop (Adobe).

Cultivo primario de CMH: A partir células mononucleares de LP, se
establecieron cultivos primarios enriquecidos en células mesoteliades por
adherencia en placas de 24 o 48 pozos, durante 5-12 dias en medio RPMI
1640 15% SFB a 37°C y 5 % CO,. Los cultivos resultantes (CD45- CKN*) se
repicaron en placas de 96 pozos a una densidad de 104 células/pozo permi-
tiendo alcanzar la confluencia a las 12-24h.

Estimulacién in vitro de CMH: Los cultivos confluentes de primer
repique de CMH fueron empleados en estudios funcionales de estimulacion
in vitro. Para la estimulacion in vitro se emplearon células de Mycobacte-
rium tuberculosis (Mtb) de la cepa H37Rv inactivadas por radiacién. Tam-
bién se utilizé interferon gamma (IFN-g), que es la citoquina mas abundante
el sitio de infeccidn y lipoconjugados asociados al reconocimiento innato de
patégenos como Lipopolisacaridos (LPS de E.coli ), Lipoarabinomananos
(ManLAM de Mtb H37Rv) y lipopeptidos sintéticos (Pam;CySK,). Las dosis
de estimulo y los periodos de incubacion 6ptimos fueron determinados
experimentalmente. Previo al analisis por citometria de flujo, las monoca-
pas de CMH fueron tratadas con tripsina-EDTA a fin de obtener suspensio-
nes unicelulares. La morfologia y la modulacion de moléculas de superficie
fueron determinadas por citometria de flujo y/o microscopia de acuerdo a lo
indicado anteriormente.

Anadlisis Estadistico: Para efectuar inferencias estadisticas entre distin-
tos tratamientos o subpoblaciones dentro de una misma muestra aplicamos
la prueba t-pareada (paramétrica), la prueba de Wilcoxon (pereada, no para-
metrica) y ANOVA de un factor de mediciones repetidas para comparaciones
entre mas de 2 grupos. Para comparaciones entre muestras provenientes
de distintos individuos aplicaremos la prueba Mann-Whitney (no pareada,
no paramétrica) para 2 grupos y ANOVA de 1 factor para mas de 2 grupos.
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Empleamos el software Prisma® (GraphPad Software Inc) considerando
valores de p<0.05 como estadisticamente significativos.

RESULTADOS Y DISCUSION:

Citometria de flujo de CM pleurales: validacion de parametros
morfolégicos y fenotipicos

Inicialmente, enfocamos nuestro esfuerzo en la puesta a punto de la téc-
nica de analisis de CM pleurales por medio de citometria de flujo. En este
punto, logramos establecer experimentalmente los parametros morfolégicos
y marcadores fenotipicos propios de estas células que permiten diferenciar-
las de las demas poblaciones celulares presentes en los LP.

El tamafio y complejidad intracelular pueden ser estimados por citome-
tria de flujo en funcion de los parametros “Fordward” y “Side” Light scater,
respectivamente. De este modo, establecimos una region de analisis (R1) de
alto tamafo y complejidad que excluye las células linfoides, los monocitos y
granulocitos y que incluye a las CM y a los macrofagos/células dendriticas
(Figura 1).

Las CM son de origen mesodermico y como tales, carecen del marcador
pan-leucocitoario CD45. Esta propiedad nos permitio diferenciarlas fenoti-
picamente de las células del sistema inmune que arriban al espacio pleural
durante la inflamacion. Otra caracteristica de las CM que es compartida con
los epitelios, es la alta expresion de la molécula de cito-esqueleto citoquerati-
na (CKN). En funcion de estos datos, validamos la medida de células CD45-
CKN+ de gran tamafio y complejidad (region R1) por citometria de flujo como
un nuevo método alternativo al estudio morfolégico por microscopio. En este
punto encontramos existe una correlacion entre la cantidad de células con
morfologia mesotelial y el nUmero de eventos CD45-CKN+* dentro de la region
R1 en LP provenientes de diferentes etiologias (Figura 1). Mas aun, cuando
analizamos por inmunofluorescencia la expresion de CKN empleando el mis-
mo anticuerpo del analisis por citometria encontramos que solo las células
con morfologia mesotelial dan una seial positiva (Figura 1).

La adaptacion de la metodologia de citometria de flujo al analisis de las CM
ha requerido un esfuerzo significativo. Esto se debe a que esta herramienta ha
sido originalmente concebida y desarrollada para el estudio de poblaciones
celulares de origen hematolégico como leucocitos, eritrocitos y precursores
de médula ésea. Su aplicacién en tipos celulares diferentes como endotelio,
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mesotelio o epitelio, implica tres problemas basicos: i) Propiedades celulares
diferentes (Ej.: tamafo, complejidad celular y adherencia intercelular, frecuen-
cia); ii) Menor disponibilidad de reactivos especificos (Ej.: Anticuerpos mono-
clonales linaje-especificos) y iii) Menor experiencia (Ej.: Bibliografia técnica).
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Figura 1: 6n del analisis fenotipico de cé i pleureales humanas por citometria de flujo.

El andlisis morfologlco de las células mesoteliales (CM) pleurales por microscpia de campo claro fué utilizado para validar el analisis fenotipico
por citometria de flujo. La frecuencia de células grandes, de niicleos regulares y baja relacion nucleo! citoplasma morfoldgicamente i dentificadas
como CM, conincide con la frecuencia de eventos CD45 negativos/citokeratina (CKN) positivos / ICAM-1 (CD54) positivos circunscriptos a la re-
gion de gran tamafio y complejidad (R1) determinada por citometria de flujo. El analisis simultaneo de morfologia y fenotipo realizado por micros-
copia de inmunofluorescencia, empleando el mismo anticuerpo anti-CKN utilizado para citometria de flujo, corrobora estos resultados.

Expresion diferencial de moléculas asociadas al reconocimiento
innato de patégenos en CM pleurales de diferente origen.

Luego de validar la utilidad del analisis de CM pleurales por citometria
de flujo, nos abocamos a caracterizar la expresién de moléculas de super-
ficie expresadas diferencialmente en células mesoteliales (CM) provenien-
tes de efusiones pleurales (EP) de distinto origen. Para esto, comparamos
pleuresias tuberculosas (TB), efusiones pleurales malignas no mesoteliomas
(CNR) y trasudados (insuficiencia cardiaca congestiva, CHF) a fin de esta-
blecer comparaciones.

Los receptores de reconocimiento innato de patrones moleculares aso-
ciados a patégenos (PRR), son moléculas localizadas en la superficie celular
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0 en vesiculas intracelulares, que tienen la capacidad de unirse a estructu-
ras moleculares presentes en microorganismos y ausentes la célula huésped.
Mediante dicha interaccion, los PRR desencadenan cascadas de sefaliza-
cion intracelular capases de modular diversos mecanismos de defensa como
fagocitosis, secrecion de mediadores pro-inflamatorios, estallido respiratorio
y presentacion antigénica, entre otros. La funcionalidad de estas moléculas
esta comunmente asociada a leucocitos fagociticos como células dendriticas,
macroéfagos, monocitos, polimorfonucleares y linfocitos B, aunque durante la
ultima década se ha demostrado su expresion y funcion en otros tipos celulares
como NK, linfocitos T, endotelio y epitelio. Por esto ultimo, nos preguntamos si
podrian detectarse PRRs en el mesotelio pleural humano y si, de existir, esta
expresion tendria algun correlato con la inflamacion en el espacio pleural.

Para esto, se determino la expresion de 5 PRR (Toll like receptor 2
(TLR2), TLR4, CD14, DC-SIGN y Receptor de manosa (MR)) en células pleu-
rales de gran tamafio y complejidad de origen mesotelial (CD45-) y de origen
leucocitario (CD45+) como comparacion. En los casos en que fue posible, se
establecieron cultivos primarios de CM a fin comparar la expresion in vitro
con la observada ex vivo.
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Figura 2: Expresion ex vivo e in vitro de receptores de reconoci to innato de patogenos en CM

La expression de TLR 2, TLR4, CD14, DC-SIGN y receptor de manosa (MR) fué determinada en CM
recientemente obtenidas (ex vivo) o cultivadas (in vitro). TBC, tuberculosis; CHF, insuficiencia cardiaca
congestiva; d 12, CM cultivadas durante 12 dias.
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Como se observa en Figura 2, el % CM que expresan TLR2, TLR4 y DC-
SIGN es mayor en TBC y Cancer (EP inflamatorias) que en CHF (EP no infla-
matorias). Por otra parte, CD14 no fue detectable en ninguno de estos grupos
y la expresién MR solo fue determinada en TB por lo que aun no pueden
establecerse comparaciones. Interesantemente, verificamos la desaparicion
de la expresion de TLR2, TLR4 y DC-SIGN en los cultivos primarios de CM,
lo cual sugiere que el microambiente pleural tiene un papel en la induccion
de PRRy que dicha induccion es reversible en ausencia de estimulos proin-
flamatorios. Estos resultados son cosisitentes con hallazgos resientes en CM
de origen peritoneal (Colmont et al. 2011).

Expresion diferencial de moléculas asociadas a la de presentacion de
Antigenos en CM pleurales de diferente origen.

Dependiendo de diferentes sefiales microambientales, las células blan-
co pueden modular la expresion de moléculas de superficie que permiten a
los linfocitos T efectores reconocerlas y ser activados por ellas. Entre estas
moléculas se encuentran los Antigenos mayores de histocompatibilidad de
clase | y de clase Il (HLA-I y HLA-II), las moléculas de Adhesion intercelular-1
(ICAM-1), y las moléculas co-estimulatorias (CD86, CD80, CD83). Dichas
moléculas tienen un rol clave durante el proceso de presentacion antigénica,
y su expresion y capacidad de estimular la proliferacion de linfocitos T auto-
logos ha sido previamente demostrada en tumores de células mesoteliales
(Mutti et al. 1998) y en CM peritoneales (Valle et al. 1995; Hausmann et al.
2000).

De acuerdo con lo que se observa en la Figura 3, encontramos expre-
sion de HLA-II solo en subpoblaciones de CM obtenidas de TB y, en menor
medida, en una de las muestras de CNR, pero esta molécula no se encuen-
tra presente en CM de trasudados (CHF). Este resultado es consistente con
observaciones realizadas en leucocitos (PMN, mocolitos y macréfagos), don-
de se ha establecido que esta molécula aumenta su densidad de superfien-
cie en respuesta a estimulos proinflamatorios como IFN-y y TNFa. Por otra
parte, también observamos que luego de cultivar las CM de pacientes TB,
la mayoria pierde la expresion de HLA-II, sugiriendo que esta molécula es
up-regulada de modo reversible in vivo en respuesta a factores endégenos.
Por otra lado, la expresién de HLA-I, fue detectable en la mayoria de la CM
independientemente de su origen etiolégico y su expresion se conseva a lo
largo del cultivo, hecho que no resulta sorprendente dado que la expresion de
esta molécula es ubicua y constitutiva en la mayoria de los tejidos.
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En relacion con la expresion de moléculas co-estimulatorias CD86,
CD80y CD83, no detectamos niveles notables de ninguna de estos 3 marca-
dores en CM independientemente de su origen. La expresion de la molécula
de adhesion ICAM-1 fue detectable en la mayoria de las CM notandose un
aumento en su densidad en muestras derivadas de PE-TB.

Nuestros resultados preliminares sefialan que HLA-II puede resultar
un marcador promisorio para el diagndstico diferencial de las efusiones pleu-
rales de origen inflamatorio (exudados).

CNR  TB(10d)

Figura 3: Expresion ex vivo e in vitro de moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad de clase I y Il en CM
La expression de HLA-I (A,B,C) y HLA-II (DR,DP,DQ) fué deter-
minada en CM recientemente obtenidas (ex vivo) o cultivadas
; (in vitro). TB, tuberculosis; CHF, insuficiencia cardiaca congestiva;

P

HLA-T (AB,C)

CNR, cancer; 10d, CM cultivadas durante 10 dias.
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Patron de expresion superficial de glicanos en CM pleurales

La gran mayoria de las proteinas y lipidos que constituyen la cara externa
de la membrana plasmatica se encuentran decorados por glucidos de tama-
fo variable y diversa composicidon y configuracion de azucares. Mas aun,
una misma macromolécula puede encontrarse en diferentes “glicoformas”
las cuales pueden alterar su frecuencia en funcion del estado metabdlico
de la célula. De acuerdo con nuestras observaciones, existen diferencias de
expresion de varias moléculas inmunolégicamente relevantes entre las CM
provenientes de exudados inflamatorios y no inflamatorios, por lo tanto qui-
simos estudiar si también tenian lugar cambios en los perfiles de expresion
superficial de azucares. Para efectuar estos ensayos empleamos lectinas
aisladas de plantas leguminosas, que son proteinas multiméricas con alta afi-
nidad por motivos de azucar (“glicotopes”). Una lista de las mismas indicando
sus caracteristicas y especificidad se detalla en tabla 1.
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Tabla1: Especificidad, concentracion y modificacion quimica de las lecti-
nas empleadas en el presente estudio.
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Los resultados preliminares que aqui presentamos indican que las CM
obtenidas a partir de derrames pleurales tuberculosos difieren en la expre-
sion superficial de glicanos con respecto a otras poblaciones celulares como
los Macrofagos presentes en la misma muestra (Figura 1, ejemplo represen-
tativo).
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Figura 4: Expresion ex vivo de glicanos en CM comparada con macroéfagos pleurales
La expresion de glicanos de superficie fué analizada en CM (histogramas huecos) y en
macrofagos pleurales (histogramas llenos grises) mediante lectinas descriptas en tabla 1.
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La expresion de diferentes glicoproteinas en CM pueden tener un rol rele-
vante en la defensa del mesotelio contra sustancias nocivas o la metastasis
(Sharma et al. 2003; Gubbels et al. 2006). Para poder extraer conclusiones
mas valiosas, sera necesario aumentar numero y tipo de muestras dado que
hasta el momento esta determinacion solo se ha efectuado en 3 derrames
con el mismo origen etioldgico (tuberculosis). El empleo de lectinas como
reactivos especificos tiene amplia y muy documentada aplicacién en técnicas
bioquimicas (ej.: western, ELISA, etc.) e histoquimicas, pero su utilizacién en
FACS no es tan extendida. Este hecho significé la necesidad de poner a pun-
to la técnica ajustando concentraciones y buffers de pegado compatibles con
células no fijadas/no permeabilizadas. Ademas, en aquellos casos donde las
lectinas conjugadas no se hallaban comercialmente disponibles, llevamos a
cabo las reacciones de biotinilacion y/o FITCilacién en nuestro laboratorio.

La estimulaciéon induce cambios morfolégicos en cultivos primarios
de CMH:

Durante el analisis citolégico rutinario de las muestras de efusiones pleu-
rales es frecuente observar (dependiendo del origen de la efusidén) cambios
morfolégicos sustanciales en las CM (Bryant-Greenwood et al. 2003; Yafnez-
Mo M. et al. 2003). Estas células alteradas se denominan “reactivas” y a
menudo presentan vacuolas intracitoplasmaticas y varios nucleos por célula.
Dichos cambios implican un aumento en la complejidad intracelular, hecho
que puede ser estimado por citometria de flujo sin la necesidad de adicionar
reactivos especificos mediante el analisis de dispersion ortogonal de la luz:
“Side-Scater” (SSC). Por tal motivo nos propusimos correlacionar la informa-
cion morfo-métrica obtenida por microscopia y citometria de flujo y de valorar
su posible aplicacién al estudio de CM reactivas. Para tal fin, obtuvimos culti-
vos primarios de CM pleurales a confluenciay luego los tratamos con diferen-
tes estimulos proinflamatorios. La eleccion de la citotoquina IFN-g se debid a
que este mediador soluble pro-TH1 es predominante en derrames pleurales
de origen tuberculoso, a tal punto, que ensayos diagndsticos basados en su
deteccion estan siendo actualmente empleados (Losi et al. 2011). Paralela-
mente se utilizd6 Mycobacterium tuberculosis (Mtb) inactivado por radiacion
gamma, dado que en la pared de dicho patdégeno ha sido descripta la presen-
cia de un gran numero de moléculas con propiedades inmuno-estimulatorias.
Asi mismo, empleamos un lipoglicano muy abundante en la pared de mico-
bacterias denominado ManLAM que posee propiedades inmunosupresoras
sobre las células presentadoras de Antigenos (Maeda et al. 2003).
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En la figura 5 vemos que el tratamiento con Mtb induce profundos cam-
bios morfoldgicos en los cultivos de CMH comparado con las células sin
tratar. Mas aun, el tratamiento combinado de Mtb con 250Ul/ml de IFN-g
intensifica dichos cambios. Cabe sefalar que la medicion promedio de SSC
(complejidad intracelular), correlaciona con las observaciones microscoépicas
de estructuras intracelulares refringentes en CM reactivas. Por otro lado, los
tratamientos con ManLAM e IFN-g solos o combinados imprimen cambios
sutiles casi imperceptibles para la observacién microscoépica, pero detecta-
bles y cuantificables por citometria de flujo-SSC. Los resultados anteriores
sugieren un nuevo y sensible método para la valoracion cuantitativa y rapida
de CM reactivas.
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Figura 5: Alteraciones morfométricas en CM en respuesta a la estimulacion in vitro
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En estudios de este tipo, donde se busca reproducir in vitro condiciones
a las que la célula se ve expuesta in vivo, es importante tener siempre claras
las limitaciones del método al momento de arriesgar conclusiones. Esto es
particularmente cierto cuando, como en nuestro caso, el cultivo in vitro no
puede contener el complejo numero de variables caracteristicas del micro-
ambiente fisiopatoldgico. Por lo tanto, una de las dificultades fue la seleccién
de la naturaleza y la concentracion de los estimulos, las cuales fueron elegi-
das en funcion de nuestro conocimiento sobre el sistema y de la bibliografia
existente.

Efecto de la estimulacion sobre la expresién de receptores inmuno-
relevantes en cultivos de CMH:

Nuestros hallazgos indican que en el contexto inflamatorio endégeno,
las CM sufren un aumento de los receptores innatos de reconocimiento de
patégenos (PPRs) el cual se pierde cuando las CM son cultivadas. A fin de
estudiar la posible funcién de dichos receptores, empleamos los agonistas/
ligandos de las moléculas TLR2 (Pam;CysK,), TLR4 (LPS) y DC-SIGN (Man-
LAM) como estimulos de CM en presencia o ausencia de la citoquina IFN-g.
También estimulamos las células con Mtb que es capaz de ser reconocida via
estos mismos receptores (Kleinnijenhuis et al. 2011).

Al cabo de 24h de estimulacion, las CM fueron resuspendidas mediante
tripcinizaciéon y marcadas para su analisis por citometria de flujo. Los resulta-
dos de la figura 6 (un experimento independiente representativo de 3 realiza-
dos) demuestran que el tratamiento con IFN-g (250Ul/ml) aumenta la expre-
sion de la molécula de adhesion ICAM-1, lo cual sugiere que las CM pueden
aumentar la interaccion con leucocitos CD11a-b-c/CD18* en respuesta a
citoquinas pro-inflamatorias. Por otro lado, la expresion de TLR2, TLR4 y
DC-SIGN no se ve afectada por ninguno de los agonistas de TLR, ManLAM,
ni tampoco Mtb.

Seguidamente, estudiamos el efecto que podrian tener otros estimu-
los solos 0 en combinacion con IFN-g. En este punto hallamos que ninguno
de los estimulos es capaz por si solo de modificar la expresién de las molé-
culas aqui analizadas. Por el contrario, el lipoglicano ManLAM inhibe parcial-
mente el efecto inductor del IFN-g sobre la expresion de ICAM-1.
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Figura 6: Modulacion de inmunoreceptores en CMH estimuladas in vitro

ABSTRACT

Mesothelial cell monolayer internally covers the pleural cavity and its
function is typically related with the homeostatic control of volume and compo-
sition of the pleural fluid. Given that mesothelial cell’s phenotype and function
can be strongly affected by the local microenvironmental conditions, herein
by using the flow cytometry technique, we analyzed different parameters on
mesothelial cells present in pleural effusions from several pathologies. These
studies lead us to identification of specific characteristics that may be instru-
mental in the development of diagnostics methods for rapid differentiation
among tuberculous and malignant pleurisy.
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