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INTRODUCCION

vestigaciones Recientes en el Valle del Cauca nace como

una iniciativa para socializar los resultados obtenidos en
los trabajos de investigacion mas recientes de los miembros del
Grupo de Investigacion en genética, fisiologia y metabolismo
—GEFIME- de la Universidad Santiago de Cali. Estas inves-
tigaciones involucran patdogenos que son importantes agentes
causales de infecciones y de alto impacto en la salud publica en
la ciudad de Cali y en el Valle del Cauca.

E | presente libro Patogenos de importancia clinica: In-

Este libro consta de cinco capitulos con trabajos de investiga-
cion en bacterias resistentes a los antibidticos como Staphylo-
coccus aureus 'y Mycobacterium tuberculosis y su comporta-
miento epidemiologico en ambientes intrahospitalarios y en
poblaciones, respectivamente. En el Capitulo 3 se presenta un
estudio epidemiologico que establece la presencia del virus del
papiloma humano (VPH) en mucosa oral y su relacion con el
desarrollando céancer oral y en el Capitulo 4 se presenta una
investigacion realizada con moléculas efectoras (alarmona pp-
Gpp y la proteina DksA) de Salmonella enterica serovar Typhi-
murium y su influencia en la patogenicidad y la formacion de
biopeliculas in-vitro.

Los autores esperamos que este libro sea un aporte que permita
dar una vision del comportamiento epidemioldgico de ciertas
bacterias resistentes a los antibidticos y del virus VPH en la
mucosa oral, y ampliar el conocimiento en relacion a las bases
moleculares que favorecen la patogenicidad.
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: Introduccion

Finalmente y retomando las palabras de Louis Pasteur, cree-
mos firmemente tal como lo menciond este cientifico en el siglo
XIX y es atn cierto en nuestros dias, “la ciencia es el alma de
la prosperidad de las naciones y la fuente de vida de todo pro-
greso.” Este progreso esperamos poderlo gestar desde la acade-
mia, trabajando en conjunto con las instituciones implicadas en
la salud y bienestar de nuestra region.

Los autores
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Capitulo 1

Caracterizacion fenotipica y molecular
de Staphylococcus aureus aislado
de superficies del amhiente hospitalario
de la red publica y privada en
la ciudad de Cali

Monica Cabrera Tello
Universidad Santiago de Cali, Colombia

Monica Chavez Vivas
Universidad Santiago de Cali, Colombia

1.1 Introduccion

mas de salud publica debido principalmente a patdgenos

resistentes a los antibioticos, que ocasionan el aumento
en las tasas de mortalidad, asi como el aumento en el periodo
de estancia hospitalarias con un elevado costo econdmico (Fab-
bro-Peray et al., 2007) (Chen, Chou, & Chou, 2005; Wakefield,
Helms, Massanari, Mori, & Pfaller, 1988). La diseminacion de
los microrganismos en el ambiente hospitalario, a menudo se
origina con la transferencia de patogenos a través de las manos
de los profesionales de la salud y de distintos articulos inani-

l as infecciones intrahospitalarias han generado proble-
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mados del ambiente hospitalario, convirtiéndose en potencia-
les reservorios y vehiculos de transmision de infecciones en-
tre los pacientes (Hayden, Blom, Lyle, Moore, & Weinstein,
2008; Huang, Datta, & Platt, 2006) (De Oliveira & Damasceno,
2010; Martinez, Ruthazer, Hansjosten, Barefoot, & Snydman,
2003). Estudios en diversos hospitales han demostrado que los
pacientes admitidos en habitaciones donde habian sido tratados
otros pacientes con enfermedades bacterianas, resultaron estar
colonizados por el mismo microrganismo (Hayden et al., 2008;
Huang et al., 2006). Otro aspecto importante que favorece la
permanencia de patdogenos en ambientes hospitalarios, entre los
que se destaca Staphylococcus aureus, es la gran versatilidad
que estos presentan en adquirir diferentes mecanismos de resis-
tencia a los antibidticos (Lemmen, Héafner, Zolldann, Stanzel,
& Liitticken, 2004). S. aureus causa infecciones diversas, tanto
de origen comunitario como hospitalario (Naimi et al., 2003).
Esta bacteria es el agente causal de diferentes patologias como
infecciones superficiales de la piel, endocarditis, septicemia, y
enfermedades mediadas por toxinas, que a menudo son difici-
les de tratar (Wakefield et al., 1988). El interés actual del es-
tudio de este patogeno es debido a su elevada frecuencia entre
brotes de infeccion nosocomial registrada en varios paises y la
multirresistencia a los antibioticos, donde se destacan las cepas
con resistencia a la meticilina (SARM o también cominmente
conocido por sus siglas en inglés como MRSA) (Cortes, Go-
mez, Cuervo, Lucia Leal, & GREBO, 2007). De hecho, esta
bacteria esta incluida dentro del grupo ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Aci-
netobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y especies
de Enterobacter), también conocido como “super-bugs” o su-
per-bacterias, que agrupan los agentes causales mas frecuentes
entre infecciones nosocomiales multidrogo-resistentes a nivel
mundial (Santajit & Indrawattana, 2016).

18
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Est4 bien establecido que la adquisicion de patdogenos noso-
comiales depende de una compleja interaccion del huésped, el
patdgeno y el medio ambiente (Hayden et al., 2008). El patron
analizado a partir de los resultados de la prueba de susceptibi-
lidad a los antibidticos constituye una herramienta fenotipica
que permite evaluar las bacterias que estan generando un brote
epidémico (Olarte et al., 2010). Estos estudios se complemen-
tan con la evaluacion de la clonalidad de estos microorganis-
mos a través del analisis de marcadores moleculares especifi-
cos. En S. aureus se vienen empleando diversas metodologias
de genotipificacion, como electroforesis de campos pulsados,
analisis de multiples locus (siglas en ingles MLST: multilo-
cus sequence typing), asi como el analisis del operon regula-
torio accesorio (agr). Este operon regula la expresion de los
factores de virulencia de S. aureus, estimulando la produccion
de exoenzimas como lipasas, proteasas y lipasas, de acuerdo
a la densidad celular por un proceso llamado quorum sensing
(Blanc et al., 1996; Cheung, Wang, Khan, Sturdevant, & Otto,
2011). Sin embargo, es necesario aclarar que el rol de agr ha
sido descrito en cepas de laboratorio y se desconoce su rol es-
pecifico en aislados clinicos. El polimorfismo del locus agr; se
ha empleado para determinar la variabilidad de la bacteria y su
origen, definiendo a la fecha cuatro grupos (I a IV). Estudios
previos han permitido establecer que los aislados pertenecien-
tes al agr del grupo III se relacionan con infecciones asocia-
das a la comunidad con mayor frecuencia (Stegger et al., 2014;
Zhao et al., 2012), mientras que el agr del grupo II se detecta
predominantemente en cepas aisladas a nivel intrahospitalario
(Manago et al., 2006; Sakoulas et al., 2002).

SARM adquirida en comunidad fue reportad por primera vez
en Colombia, en pacientes con infecciones en tejidos en el afio
2006 (Alvarez et al., 2006). Posterior a este reporte, diferentes
estudios se han realizado en pacientes y portadores asintoma-
ticos con cepas de S. aureus (incluidos SARM) de origen no-
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socomial y de la comunidad. Es asi como se realiz6 el reporte
de una poblacion de SARM de origen nosocomial en pacientes
pediatricos de Bucaramanga, donde el 72% de las cepas per-
tenecian al grupo agr Iy el 11% pertenecian al agr del grupo
IT (Machuca, Sosa, & Gonzalez, 2013). En Bogot4, se realizd
la descripcion fenotipica y molecular de aislados de S. aureus
obtenidos de pacientes de la unidad de cuidados intensivos, en-
contrando cepas de origen nosocomial solo en el 16% de los
aislados SARM (Olarte et al., 2010). Recientemente en Cali, se
detectaron nueve cepas de SARM entre 63 aislados de S. au-
reus como colonizadores de la fosa nasal de estudiantes de me-
dicina, distribuidos casi de manera equitativa entre los grupos
agr 1y 11 (44,6% y 55,6% respectivamente)(Collazos Marin,
Estupinan Arciniegas, & Chavez Vivas, 2015). Sin embargo, el
conocimiento de las cepas circulantes de S. aureus y especifi-
camente SARM presentes en objetos inanimados en ambientes
hospitalarios del pais ha sido pobremente descrito. El conoci-
miento de las caracteristicas moleculares de los aislados de S.
aureus presentes en el ambiente hospitalario es entonces una
prioridad para la salud publica de nuestra region, debido a que
es preciso conocer las caracteristicas biologicas que han per-
mitido el establecimiento de estas cepas y definir si su origen
corresponde a cepas comunmente encontradas en el ambien-
te comunitario o nosocomial (Acufia et al., 2015; Hardy, Kim,
Ciccarelli, Hayman, & Wiecha, 2013; Naimi et al., 2003). El
objetivo del presente estudio fue establecer las variantes feno-
tipicas y moleculares de S. aureus que se aislaron en diversos
ambientes hospitalarios del nivel 2 de la red publica y privada
de la ciudad de Santiago de Cali.
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1.2 Materiales y métodos

Esta investigacion se basé en un estudio descriptivo de pre-
valencia de S. aureus realizado en dos instituciones de nivel 2
de Cali, Colombia en diferentes periodos de tiempo. El primer
escenario es una institucion que presta sus servicios principal-
mente a la red subsidiada (publica) (estudio 1, afio 2012), mien-
tras el segundo escenario corresponde a una clinica que presta
sus servicios mayoritariamente a la red contributiva (privada)
(estudio 2, afio 2015). En el estudio 1, se muestrearon 52 areas
de las superficies de dos salas intrahospitalarias: 14 muestras de
sala de recuperacion y 38 de la unidad de cuidados intermedios
(UCINT). Las muestras se obtuvieron frotando con hisopos es-
tériles las superficies de las barandas de las camas, perillas de
los bafios, meson de enfermeria, fonendoscopios, soporte de
liquidos endovenosos, biombo de unidad de cuidados interme-
dios, aire acondicionado de UCINT, monitor de signos vitales
y carro de medicamentos.

En el estudio 2, se tomaron, similarmente con hisopos estériles,
un total de 100 muestras en cuatro areas correspondientes todas
al servicio de cirugia: pasillos, salas de espera, recuperacion
y quir6fanos. Las muestras se recolectaron de superficies de
diversos objetos tales como: computadores, muebles, mesas,
tensiometros, atriles, monitor de signos vitales, carro de medi-
camentos, pulsioximetro y camillas. En ambos escenarios, las
muestras se transportaron en medio de transporte Stuart (oxoid)
y fueron llevadas al laboratorio de microbiologia de la Univer-
sidad Santiago de Cali para ser procesadas.
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1.3 Aislados bacterianos y condiciones de cultivo

Los aislados bacterianos se obtuvieron por cultivo de las mues-
tras en agar salino manitol rojo de fenol y agar nutritivo, incu-
badas por 24-48 horas a 37°C. La identificacion de S. aureus se
efectiio microscopicamente, observando cocos Gram positivos
en racimos y mediante pruebas bioquimicas como la fermenta-
cion del manitol, prueba de coagulasa y DNAsa.

1.4 Prueba de susceptibilidad a los antibioticos

La prueba de susceptibilidad a los antibidticos se desarrolld
empleando el método de difusion en disco en placas de agar
Mueller Hinton (Scharlau Chemie), con la calibracion del in6-
culo basado en el estandar Mc-Farland, de acuerdo con los
parametros establecidos por la CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2005).

Los antibioticos incluidos en la prueba de susceptibilidad, es-
taban contenidos en los sensidiscos (OXOID) y correspondian
a oxacilina (OXA, 1 pg), cefoxitina (FOX, 30 pg), cefalexina
(CS, 30 pg), gentamicina (GEN, 10 pg), ciprofloxacina (CIP,
5 pg), eritromicina (E, 15 pg), clindamicina (CC, 2 pg),trime-
toprim-sulfametoxazol (TMP/SUL 1,25/23,75 pg), tetraciclina
(TET, 30 pg), cloranfenicol (CL, 30 pg), vancomicina (VA, 30
pg), imipenem (IMP, 10 pg), y penicilina (PEN, 10U) (27). El
analisis de susceptibilidad se realiz6 con la cepa ATCCC 25923
de S. aureus para verificar la accion de los sensidiscos.

La resistencia a la meticilina en los aislados de S. aureus, se
baso en la evaluacidn de sensibilidad con dos antibioticos: oxa-
cilina, penicilina y cefoxitina para el estudio 1 y oxacilina y
cefoxitina para el estudio 2. La informacion de los resultados
de susceptibilidad antimicrobiana se clasificé como sensible o
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resistente, de acuerdo con los halos de inhibicidn establecidos
por el instituto de estandares clinicos y de laboratorio (Clinical
& Laboratory Standards Institute, CLSI). Adicionalmente, se
definieron los antibiotipos 1 a 5, dependiendo del nimero de
antibidticos a los cuales presentara resistencia, agrupando en
el antibiotipo 1 aquellos aislados que fueran susceptibles a to-
dos los antibioticos evaluados. En los antibiotipos 2, 3 y 4 se
agruparon los aislados que presentaran resistencia a 1, 2 o0 3
antibioticos respectivamente. Finalmente, en el antibiotipo 5 se
incluyeron los aislados que presentaron resistencia a 4 o mas
antibidticos.

1.6 Técnicas genético-moleculares

Para la extraccion del ADN bacteriano, se realizaron cultivos
en 1,5mL de medio Luria-Bertani (LB) que se dejaron en in-
cubacion durante toda la noche. Posterior a esta incubacion, el
sedimento de células fue sometido a un tratamiento con buffer
de extraccion que contenia 10 mg/ml de lisozima y 1 mg/ml
proteinasa K.

Para determinar la variabilidad y el origen de los aislados de
S. aureus obtenidos en ambos escenarios, se empleo el analisis
del polimorfismo del gen regulador accesorio (agr), mediante
la amplificacidon con los cebadores pan-forward agr 5’-GTCA-
CAAGTACTATAAGCTGCGAT-3’, reverse, agrl 5’-GTAT-
TACTAATTGAAAAGTGCCATAGC-3’ para amplificar una
region de 440pb, reverse, agrll 5°- GTATTACTAATTGAAAA-
GTGCCATAGC-3’ para amplificar una region de 572pb, rever-
se agrlll 5’- CTGTTGAAAAAGTCAACTAAAAGCTC-3" de
una region de 406 pb y reverse agr IV 5°- CGATAATGCCG-
TAATACCCG-3’ de una regiéon de 588 pbl6.

La PCR consistio en un ciclo de desnaturalizacién a 94°C por
5 minutos, seguido de treinta ciclos compuestos de un minuto a
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94°C de desnaturalizacion, un minuto a 54°C de alineamiento y
un minuto a 72°C de extension. Finalmente se anadié un ciclo
de extension a 72°C por 10 minutos.

Adicionalmente, para el estudio 2 se logro realizar la confirma-
cion de los aislamientos MRSA mediante la deteccion del gen
mecA por PCR, empleando los primers MR1, 5° (478)-GTG-
GAATTGGCCAATACAGG-(497) 3’y MR2, 5° (1816)-TGA-
GTTCTGCAGTACCGGAT-(1797) 3° para amplificar una
banda 1334 pb del gen mecA de acuerdo a las condiciones
establecidas por Tokue Y, et al (Tokue, Shoji, Satoh, Watana-
be, & Motomiya, 1992). Se emplearon las cepas de S. aureus
ATCC® 43300 y ATCC ®25923 como controles positivo y ne-
gativo, respectivamente. Las condiciones de la PCR fueron los
siguientes: 30 ciclos de desnaturalizacion, 30 segundos a 94°C,
alineamiento 30 segundos a 55°C; extension del primer 2 mi-
nuto a 72°C. Todas las reacciones de PCR se realizaron en un
volumen final de 50 pl y se llevaron a cabo en un termocicla-
dor GeneAmp PCR system 2400 (Perkin-Elmer Instruments®,
Norwalk, Conn).

1.7 Resultados
1.7.1 Aislamiento de S. aureus

En el estudio 1, 22 de las 52 muestras evaluadas (42%) presen-
taron crecimiento microbiano. El 59% de los cultivos positivos
(13/22) fueron bacterias del género Staphylococcus spp y 10 de
estas pertenecian a la especie S. aureus. El 41% restante (9/22)
correspondi6 a bacterias Gram negativas y levaduras que no
fueron incluidas en estudios posteriores. Los cultivos positivos
para S. aureus resultaron del monitor de la cama y el fonendos-
copio de la sala de recuperacion y ocho de la UCINT, distribui-
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das asi: barandas de cama (2), el monitor de cama (2), el mesén
del carro de medicamentos (1), la perilla puerta de bafio (1),
perilla puerta para el ingreso a la sala (1), y biombo de la cama
(1). El crecimiento en agar salino manitol y la coloracion Gram
de uno de los aislados se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Crecimiento en agar salino manitol y coloracion
Gram de uno de los aislamientos de S. aureus.
Fuente: Elaboracién propia, 2016.

En el estudio 2, 32 de las 100 muestras evaluadas presenta-
ron crecimiento microbiano (32%), todas ellas pertenecientes
al género Staphylococcus spp. El 43,8% de los cultivos positi-
vos (14/32) tue Staphylococcus coagulasa negativa y el 53,2%
(18/32) fue S. aureus. Los aislamientos de S. aureus estaban
distribuidos asi: sala de espera (5), quirdfanos (11), y pasillo
(2). Los aislamientos identificados en los quir6fanos corres-
pondieron a cinco de seis quir6fanos muestreados.
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1.7.2 Prueba de susceptibilidad a los antibioticos

El analisis de susceptibilidad de antibioticos realizado a los
aislados de S.aureus de los estudios 1 y 2 se describen en las
tablas 1 y 2 respectivamente. En el estudio 1, la mayoria de los
aislados se distribuyeron con un perfil pan-sensible a los anti-
bioticos evaluados (30%) y con resistencia a un solo antibiotico
(30%), representando los antibiotipos 1 y 2, respectivamente
(Tabla 1). EI1 50% de los aislados fueron resistentes a penicilina
(SARM), 30% a tetraciclina y 20% a eritromicina. Solo uno
de los aislados present6d un antibiotipo 5, que se encontrd en
el meson del carro de medicamentos de la UCINT (Figura 2,
Tabla 1). En este estudio, todos los aislados resistentes a pe-
nicilina fueron susceptibles a oxacilina in vitro. Sin embargo,
segun el ultimo instructivo estandar de laboratorios CLSI, este
resultado debe ser interpretado con cuidado ya que la utilidad
de la oxacilina en estos aislados in vivo es cuestionable. En el
estudio 2, contrario a lo encontrado en el estudio 1, solo uno
de los aislados de S. aureus fue pan-susceptible (antibiotipo 1);
este aislado fue encontrado en la mesa de la sala espera (Figura
3, Tabla 1). Adicionalmente, el 50% de los aislados presentaron
resistencia a oxacilina, cefoxitina o a ambos (SARM), el 30% a
tetraciclina y el 20% a eritromicina. Es importante sefialar que
el 72% de los aislados de S. aureus present6 un alto grado de
multiresistencia pertieneciendo al antibiotipo 5 (Tabla 2).
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Tabla 1. Antibiotipos de Staphylococcus aureus de acuerdo a
los resultados de la prueba de sensibilidad a los antibioticos

del estudio 1.

Lugar

Antibiotipo

UCINT monitor cama 4

UCINT
meson carro medicamentos

—nTo—-0

—|n—-—ro

[1,1=Y

UCINT bafio posterior

UCINT biombo cama 2

UCINT cama 4

Monitor1 sala recuperacién

UCINT monitor2

Sala Recuperacion
fonendoscopio

= INN (]

UCINT puerta

UCINT baranda carro
medicamentos

nlun| wwnnnl vln V0 XxXO0

w|wn WA DA DWNVZMT

wnlwn wnwnAa uw nwnzZzmao

wnn nwniwn|al uwlwn

[©2]1¢)] wwnwnwn ulw X Oom

wn wiwmwwnl ulw

wnn wiwnwnwnl uwn AnZzr<

| mnin|n| | AwnH4m-
wnn wwnin|Z| | Awn—2a0om
wnn wiwnwnwnl uwn nwn—ITO
[11%] wivmwwnl 3w X0

N | =

OXA: oxacilina, PEN: penicilina, GEN
ciprofloxacina, FOX: cefoxitina, CLI: clindamicina, VA: van-
comicina, TET: tetraciclina, ERI: eritromicina, CHL: cloran-
fenicol, SXT: trimetoprima-sulfametoxazol. R: resistente, I:

: gentamicina, CIP:

intermedio, S: sensible.

Fuente: Elaboracion propia, 2016.
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Tabla 2. Antibiotipos de Staphylococcus aureus de acuerdo a
los resultados de la prueba de sensibilidad a los antibioticos
del estudio 2.

o
g

FOX

b3
=
T
3
o
T
(]
m
z
7
a

Cadigo VA Antibiograma mecA

(%]

SE Mouse teclado

SE Mueble

Q4 PC Maquina

SE Mesa I

SE Monitor

Q3 Baranda

Q1 BL

Q5 BL

A0 W wAo D00

Q3 P02

P Mouse

SE Mesa

Q3 Tensiometro

Q6 Teclado

Q5 PC

Q6 AMBU

PA Mesa

Q1 Silla microscopio

+

A0 WD 0000000 0nnnnn D
DA WDLOW DN D000 ®Knnaw
|70 0000 0W0wWKMDD0D00ND000
0| WD D D0 hwn D oo me D onTo
D000 010NN D ®ND 0D D000 TA
DA DLW WK DLwnnnaw
DA WD DA DWW WD D00 KD D00
AR O0 TR0 0D DWND D0 D000 0
DA DDA DWW D W0WL®WD N D02
G|l =W GG & RN
+

DA DD DA DN

Q4 Bandeja
Instrumentos

SE: Sala de espera, Q: quirofano, PC: maquina carro de paro,
BL: bolsa LEV, P: pasillo, PA: mesa para anestesia, OXA:
oxacilina, PEN: penicilina, GEN: gentamicina, CIP: cipro-

floxacina, FOX: cefoxitina, CLI: clindamicina, VA: vancomi-

cina, TET: tetraciclina, ERI: eritromicina, CHL: cloranfenicol,

SXT: trimetoprima-sulfametoxazol. R: resistente, I: interme-

dio, S: sensible. AMBU: instrumento de ventilacion manual.

Fuente: Elaboracion propia, 2016
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Figura 2. Plano que describe la ubicacion de los nueve antibi-
otipos de los aislados de Staphylococcus aureus en la Sala de
Recuperacion y UCINT (estudio 1).

Fuente: Elaboracion propia, 2016
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Figura 3. Plano que describe la ubicacion de los aislados de
Staphylococcus aureus en quirofanos y pasillo (estudio 2).
Fuente: Elaboracion propia, 2016
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1.7.3 Resultados moleculares

En el estudio 1, la amplificacion por PCR resultd ser positiva en
los diez aislados de S. aureus para el gen agr tipo IIl y negativa
para los tipos I, [T y IV.

En el estudio 2, 8 de los 9 aislados SARM presentaron ampli-
ficacion de agr Il y un aislado para agr III. Adicionalmente,
en este estudio especificamente se confirmo la resistencia a la
meticilina (resistencia a oxacilina, cefoxitina o ambas) de los
aislados ya que todos presentaron amplificacion del gen mecA.
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1.8 Discusion y conclusiones

Las cepas de S. aureus resistentes a la meticilina, son un pro-
blema de salud publica a nivel mundial desde que se dejaron
de asociar unicamente con el ambiente hospitalario, y se em-
pezaron a detectar en casos de origen en la comunidad (pacien-
tes sin antecedentes de hospitalizacion), cuyos mecanismos de
aparicion siguen siendo motivo de controversia. En este traba-
jo, se realizd una comparacion de dos estudios independien-
tes cuyo objetivo principal fue la caracterizacion fenotipica y
molecular de aislados de S. aureus en diferentes superficies de
ambientes hospitalarios de dos instituciones de segundo nivel
de Santiago de Cali, al que acuden pacientes de bajos ingresos
principalmente (hospital de la red publica, estudio 1) y pacien-
tes de ingresos medios (estudio 2).

Interesantemente, se encontrd una distribucion muy similar de
los aislados de S. aureus en el estudio 1 (18%, que correspondia
a 18 de las 100 de las superficies muestreadas) comparado con
el estudio 2 (19,2%, que correspondia a 10 de las 52 superficies
muestreadas). De la misma manera, en ambas instituciones pl-
blicas y privada, el porcentaje de SARM identificado entre los
cultivos positivos para S. aureus fue del 50%, con una distribu-
cion similar en la resistencia a la tetraciclina y la eritromicina
(30% y 20% respectivamente en ambos estudios). Una caracte-
ristica diferencial de las cepas de S. aureus de los estudios 1 y 2
es que en el estudio 1 se encontraron mas aislados con perfiles
pan-susceptibles o de resistencia a un solo antibidtico, cuando
en el estudio 2, solo se encontrd un aislado pan-susceptible y
uno con el antibiotipo 2. Es importante sefialar que la mayoria
(72%) de aislados de S. aureus del estudio 2 presentaba un per-
fil de multirresistencia (antibiotipo 5), mientras en el estudio 1,
solo se encontr6 un aislado con el antibiotipo 5, encontrado en
el meson del carro de medicamentos de la UCINT.
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Continuando con el andlisis de la resistencia a antibidticos del
estudio 1, se encontrd que cinco aislados fueron resistentes a
penicilina, por lo cual podrian ser considerados MRSA. Sin
embargo todos ellos fueron sensibles a oxacilina y cuatro sen-
sibles a cefoxitina. Debido a lo anterior, es importante resaltar
el comportamiento tan variable del método Kirby-Bauer en la
deteccion de cepas de SARM vy la necesidad de confirmar los
resultados con pruebas moleculares, como la deteccion del gen
mecA. En el estudio 2, se identificaron nueve cepas de SARM
por su resistencia a oxacilina y/o cefoxitina, que pudieron ser
confirmados por la amplificacioén del gen mecA (Tabla 2). Estas
cepas SARM del estudio 2 fueron encontradas en diferentes
superficies de quirdfanos y salas de espera. En ambos estudios,
los aislamientos encontrados suponen una gran amenaza para
la salud publica; debido a los perfiles de resistencia permiten
suponer los factores de virulencia que poseen y el riesgo la-
tente de convertirse en la cepa de S. aureus mas comun en los
aislamientos de la comunidad como ya ha sido previamente
determinado en otros estudios en Colombia, especialmente
en Bogotd (Cortés et al 2007; Alvarez et al 2006; Buitrago et
al 2008). Este hecho implica un gran costo epidemiologico v,
por supuesto econdmico, ademas del impacto sobre el uso de
antibidticos en pacientes ambulatorios. A pesar de que en el
estudio 1, solo un aislado resulté multirresistente (antibiotipo
5), cabe destacar el riesgo que representa la deteccion de esta
bacteria en el carro de medicamentos que suele ser transportado
por varias dreas de la institucion, lo cual impone un factor de
riesgo para la distribucidon de este microorganismo.

En la genotipificacion, todos los aislados de S. aureus del
estudio 1 amplificaron para el grupo III de agr, permitien-
do asociar estos aislados con la comunidad. Este hallazgo se
relaciona con que la mayoria presenta un perfil de alta sus-
ceptibilidad a antibidticos (60% correspondian a los antibio-
tipos 1 y 2). Por otro lado, la presencia de dos aislados con
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antibiotipos 4 y 5 con perfil de resistencia simultdnea a tres y
hasta cinco antibioticos, representa una alta preocupacion por
la presencia de cepas de S. aureus con capacidad de incremen-
tar las tasas de morbilidad, infecciones complicadas y altos
costos en el tratamiento de infecciones facilmente adquiridas
en comunidad. En el estudio 2, ocho de los nueve SARM,
amplificaron para el grupo de II de agr, asocidndose a ori-
gen intrahospitalario, y efectivamente estos mismos aislados
fueron los que presentaron un antibiotipo 5, conforme a lo re-
portado previamente respecto a la multirresistencia de S. au-
reus nosocomial (Chen et al., 2005; Wakefield et al., 1988).
Es importante sefalar, que trabajos previos han demostrado
que los genes agr estarian controlando factores de virulencia
secretados entre los que probablemente estarian los factores
que intervienen en la formacion de la biopelicula cuando el S.
aureus se encuentra en la superficie del ambiente hospitalario
(Sakoulas et al 2002). Esta genotipificacion, nos haria supo-
ner, que la asociacion entre los aislados del grupo agr Il y su
resistencia simultdnea a varios antibidticos puede asociarse
a la capacidad de formacion de biopeliculas (o biofilms) que
les confiere ventajas de resistencia ante desinfectantes, estrés
medioambiental y por antibidticos; promoviendo asi la super-
vivencia de la bacteria y facilitando su posterior dispersion.
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2.1 Introduccion

causas de mortalidad por un Unico agente infeccioso en

personas que padecen el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) (OPS, 2005). En la actualidad, la coinfeccion
con el VIH (TB/VIH), las comorbilidades asociadas y la re-
sistencia a farmacos ha influido de manera significativa en el
incremento de los casos por tuberculosis (WHO, 2013).

l a tuberculosis (TB), continta siendo una de las primeras

Una gran variedad de cepas de Mycobacterium tuberculosis,
presenta una notable resistencia a firmacos antituberculosos de
primera linea, esencialmente a isonizida y rifampicina (Fonse-
ca, Knight, & McHugh, 2015). La presencia de cepas resisten-
tes hace que la infeccion cronica se torne mas severa, aumen-
tando con ello el riesgo de muerte de aquellos pacientes que la
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padecen (Fonseca, Knight, & McHugh, 2015), (WHO, 2015).
En pacientes TB/VIH, la resistencia al tratamiento antitubercu-
loso, se ha convertido hoy dia en uno de los grandes problemas
de salud publica, a pesar de los multiples esfuerzos de las enti-
dades territoriales (Hupat, 2015). Los registros estadisticos en
paises latinoamericanos muestran un 10% de tuberculosis mul-
tirresistente a los farmacos (Ocheretina, y otros, 2012), (Cere-
zales & Elorza, 2011).

En la actualidad y en la mayoria de los casos, la tuberculosis
multirresistente a la terapia farmacologica se asocia con mayor
frecuencia a la falta de tratamientos adecuados, al suministro
irregular de las sustancias farmacologicas que en su mayoria
han demostrado eficacia en la disminucion de la diseminacion
por cepas bacterianas y a otros factores relacionados con la ad-
herencia, la inmunosupresion generada en pacientes TB/VIH,
orientacion inadecuada y precisa por parte del equipo de salud
(Ocheretina, y otros, 2012), (Bang, 2010).

Una prioridad en las politicas de salud publica de paises como
Colombia, ha sido la prevencion y el control de la tuberculosis,
dentro de las que se incluye el Plan Estratégico “Colombia libre
de tuberculosis 2006-2015 para la expansion y fortalecimiento
de la Estrategia DOTS-TAS” (OPS, 2005), (Pérez & Lopez,
2016).

Otra de las estrategias esta representada por el fortalecimien-
to de las acciones descritas en el plan, con el objeto de hacer
frente a la coinfeccion TB/VIH y la multi-resistencia. A partir
de ello se hace necesario establecer la magnitud de la tubercu-
losis farmacorresistente y los factores que de manera directa
se relacionan con la aparicion de casos nuevos, de forma que
permitan acciones orientadas y efectivas en el fortalecimiento
de programas de prevencion y control.
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Este capitulo basado en un estudio descriptivo, de corte trans-
versal, proporciona informacién valiosa relacionada con el per-
fil epidemioldgico y terapéutico de pacientes con tuberculosis
realizado en la ciudad de Cali, donde por fenémenos, tal vez
asociados a la migracion, existe una alta prevalencia de pacien-
tes infectados con el bacilo de la tuberculosis, siendo un factor
epidemiologico que se debe tener en cuenta en el abordaje de
los casos y en la disminucidn de la prevalencia de la enferme-
dad (Villegas, y otros, 2012), (Ferro, Nieto, Forero, & Sooli-
gen, 2011).

2.2 Materiales y métodos

El estudio se desarrollo en la ciudad de Cali, poblacion que
se caracteriza por la migracion de habitantes desde diferentes
sectores del occidente colombiano. Se realizé un estudio des-
criptivo, de corte transversal, con recoleccion retrospectiva de
la informacion de la base de datos del programa de tuberculosis
de la Secretaria de Salud Publica Municipal, en la que se en-
contraban las fichas de tratamiento, de control bacteriologico y
algunos datos de la historia clinica de pacientes con tuberculo-
sis pulmonar reportados durante el afio 2013.

2.3 Analisis estadistico.

En el analisis se incluyeron variables sociodemograficas (edad,
género, estrato socioecondémico, ocupacion, procedencia), va-
riables clinicas (estado nutricional, adiccidén a drogas, comor-
bilidades, coinfeccion con el virus VIH), farmaco-resistencia,
adherencia al tratamiento farmacologico, ademas de reportes
de baciloscopias y cultivos tomados a los pacientes.
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La diferencia en la frecuencia de las variables entre los grupos
establecidos fue determinada empleando la prueba de chi-cua-
drado. La significancia estadistica fue asignada para valores de
p<0,05, considerando un nivel de confianza del 95% (alfa) y un
error (beta) de 5%. Se calcul6 el Odds Ratio (OR) como medi-
da de fuerza de asociacion con sus respectivos indices de con-
fianza del 95%, con el empleo del programa estadistico SPSS
vs 20,0. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del
Programa de Tuberculosis de la Secretaria de Salud Municipal
de la ciudad de Cali.

2.4 Resultados

Un total de 566 pacientes se encontraban activos en el pro-
grama de tuberculosis, de los cuales 157 pacientes presenta-
ban historias clinicas completas y baciloscopias positivas. La
edad promedio de los pacientes fue de 39 afios (DS=14,675,
min=16; max=84). La mayoria de los pacientes teniann entre
25y 54 afios y por poblacion del género masculino (62,4%) con
una significancia estadistica (p=0,0017).

Los pacientes con empleo formal representaron el 24,2%,
mientras mujeres que se desempefiaban como amas de casa el
19,1% y los trabajadores de la salud el 4,4 % de los casos. Con
respecto a las condiciones socioecondmicas se encontrd que el
40,8% de los pacientes pertenecia al estrato 1, el 31,2% al es-
trato 2, el 22,9% al estrato 3 y el 4,5% al estrato 4; el 17,3% de
los pacientes eran habitantes de la calle (Tabla 1).

Las comunas que reportaron mayor nimero de pacientes con

tuberculosis fueron las 8, 9 y 14 con 16,4%, 13,6% y 17,3%,
respectivamente.
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Con respecto a la presencia de otras comorbilidades, se encon-
tro que el 3,8% de los pacientes presento algun grado de desnu-
tricion y el 8,2% de los pacientes era diabético y/o alcohdlico y
presentaron co-infeccion con el VIH.

Un total de 52 pacientes presentaron tuberculosis farmaco re-
sistente (TB-FR), representando el 9,2% (52/566) de los pa-
cientes con TB activa (p=0,0684).

En la poblacién de pacientes con TB-FR, el 2,5% presento des-
nutricion (OR=4,29; IC min 0,58; max 48,48; p=0,075) y el
5,1% era adicto a drogas y/o alcohol (OR=3,63; IC min 0,97,
max 14,82; p=0,023) representando mayor riesgo de desarro-
llar resistencia a la terapia antituberculosa. Aunque los pacien-
tes TB-FR coinfectados con el VIH representaron el 3,2% y
con diabetes el 3,8% de los casos, no se encontrd asociacion
estadisticamente significativa (Tabla 2).

Durante la fase inicial, el 8,7% de los pacientes recibidé una
combinacion de dos medicamentos, el 17,4% recibio tres me-
dicamentos, y el 73,9% recibid un tetra-conjugado o mas me-
dicamentos.

Entre estos pacientes se observo una resistencia a isoniazida de
94,2%, a rifampicina de 78,8%, a etambutol 45% y a pirazina-
mida 21,2%. Se determin6 que 9 pacientes (17,3%) presentaron
resistencia a un solo farmaco, 19 pacientes (36,5%) a dos far-
macos y 24 pacientes (46,2%) presentaron resistencia a tres o
mas medicamentos, principalmente a la isoniacida, rifampicina
y estreptomicina (Tabla 3).
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2.5 Discusion.

Estudios epidemiolédgicos realizados en Colombia durante la
década de los afios 70’s y 80’s, describieron una reduccion sig-
nificativa en los casos de tuberculosis en Colombia, debido en
gran medida al mejoramiento de la calidad de vida de los tra-
bajadores, a la introduccidén de programas de salud en la po-
blacion colombiana, y al tratamiento eficaz con estreptomicina
(OPS, 2005), (Ordonez & Lopez, 2013). Sin embargo, a partir
del afio de 1994, los casos comenzaron a aumentar (Rojas, y
otros, 2010). Es asi como para el afio 2006, la cifra de nuevos
casos de tuberculosis fue de 10 696 y en el afio 2007 la cifra
aumento en 10 950 casos, manteniéndose un incremento sos-
tenido y para el afio 2008 cuando se notificaron 11 342 casos
nuevos con el aumento de la incidencia (Ordofiez & Lopez,
2013) (Cerezo, y otros, 2012).

El mayor nimero de casos de tuberculosis farmacolégicamente
sensible y resistente se presentd en hombres (62,4%); este re-
sultado es concordante con la tasa de incidencia estimada por
la OMS para Colombia (60,08% para los hombres frente al 39,
91% para las mujeres) (WHO, 2013), (WHO, 2015). Aunque la
relacion entre el género y la farmacorresistencia no esta clara-
mente estudiada, y no se han determinado las posibles causas,
quizas por ser el grupo laboralmente més activo, se condiciond
a una mayor exposicion al agente (Fonseca, Knight, & McHu-
gh, 2015), (Al-Hajoj, y otros, 2013); esta afirmacion puede en
parte estar sustentada porque en el estudio se encontrd que el
19,1% de las mujeres con tuberculosis fueron amas de casa.

El de adultos jovenes fue el grupo poblacional con mayor pre-
valencia, con un promedio de edad de 39 afios, en concordan-
cia con los datos epidemioldgicos descritos en algunas regiones
de Pert y Haiti (Ocheretina, y otros, 2012) (Caceres, y otros,
2014).
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Otro aspecto epidemioldgico, es la vulnerabilidad que presen-
taron los pacientes de estratos socioecondémicamente bajos a la
infeccion. El mayor niumero de casos se registro en la poblacion
de estrato social 1 y 2 con una prevalencia del 40,8% y 31,2%,
respectivamente, poblaciones ubicadas principalmente en las
comunas 8, 9 y 14 con alto predominio de poblacion afrodes-
cendiente. La ciudad de Cali concentra movimientos de pobla-
cion desplazada, principalmente desde la costa pacifica en el
occidente de Colombia, muchas veces en situacion de calle, re-
presentando un alto riesgo como un foco efectivo e importante
de transmision y de dificil control que mantiene la persistencia
de la endemia tuberculosa (Rojas, y otros, 2010). Adicional a
esta situacion se encontrd que los pacientes con empleo formal
infectados representaron solo el 24,2% de la poblacion evalua-
da, lo que evidencia que la infeccion sigue acentuada en los
grupos socialmente marginados con dificultad de acceso a la
educacion, a los programas de salud y en condiciones de haci-
namiento y de calle.

Analisis de la prevalencia de Tuberculosis farmacorresistente

Una caracteristica importante en los nuevos casos de tuberculo-
sis es la resistencia al tratamiento farmacoldgico con la genera-
cion de cepas multirresistentes (resistencia demostrada al me-
nos a isoniazida y rifampicina) (Fonseca, Knight, & McHugh,
2015). Los estudios de resistencia a medicamentos antituber-
culosos realizados en Colombia entre 1995 y 2007 mostraron
cepas de M. tuberculosis aisladas en Bogotéd una tasa de 2,4%
de resistencia inicial a los medicamentos de primera linea en
el pais y con caracteristicas compatibles con aislamientos del
Caribe y Europa (Cerezo, y otros, 2012). Sin embargo, los es-
tudios reportaron cifras mas altas en el Valle del Cauca para en
el afio 2004 con una prevalencia del 6% de TB-FR con una ten-
dencia de resistencia primaria a los medicamentos de primera
linea, principalmente en el municipio de Buenaventura (Ville-
gas, y otros, 2012), (Ferro, Nieto, Forero, & Sooligen, 2011).
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En este estudio, se determind que para el tiempo de estudio,
los pacientes presentaron resistencia a los farmacos antituber-
culosos en un 9,2%, reforzando la idea que el problema en esta
region puede ser mas grande que en el resto del pais.

Entre las comorbilidades se encontré que la probabilidad de
contraer TB resistentes es 3.63 veces mayor en las personas
que son adictas a drogas (OR=3,63; IC min 0,97; max 14,82;
p=0,023). Este resultado puede ser explicado por reportes que
sostienen que los factores que mas afectan a los pacientes con
tuberculosis eran, ¢l estado nutricional, la alteracion de las re-
laciones interpersonales, las dificultades laborales y la pésima
utilizacion del tiempo libre con un exagerado consumo de be-
bidas embriagantes (Ahmad, 2011).

Rojas y colaboradores, establecen que entre las enfermedades
concomitantes en los pacientes con tuberculosis pulmonar se
encontraron, la Diabetes Mellitus tipo 2 y la Enfermedad Pul-
monar Obstructiva Cronica (EPOC). Los resultados de nues-
tro estudio muestran que 8,3% de los pacientes tuberculosos es
diabético y el 3,8% de ellos presento resistencia al tratamiento
antituberculoso (Rojas, y otros, 2010).

La coinfeccion de pacientes TB con el virus VIH represento el
8,3% de los casos con un valor que se encuentran en el rango
reportado por otros estudios como el realizado por Arenas y
colaboradores, en Armenia, quienes reportaron una prevalen-
cia del 6,8% de coinfeccion con el virus VIH en 10 afios de
estudio (Arenas, y otros, 2012) y del 10,3% para el resto del
pais (Cerezo, y otros, 2012). Sin embargo, una menor preva-
lencia de pacientes TB-FR coinfectados con el VIH (3,2 %)
fue registrada en este estudio, comparada con los resultados de
otros estudios como el realizado en Francia en el que establecio
que el 10% de los pacientes tuberculosos coinfectados con VIH
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presentaron mayor probabilidad de presentar cepas resistentes,
especialmente a la rifampicina (Henry, y otros, 2016).

La presencia de cepas resistentes a la terapia anti-tuberculosa
en pacientes coinfectados con VIH, diabetes, desnutridos o con
adiccion a sustancias psicoactivas y al alcohol, puede deberse
a la baja respuesta del sistema inmune que presenta el paciente
con cualquiera de estas comorbilidades dificultando la erradi-
cacion de bacterias resistentes que se generan durante la qui-
mioterapia (Dramowski, y otros, 2012), (Prach, y otros, 2013).

Las altas cifras de prevalencia en la resistencia a los antibioti-
cos de primera linea como la isoniazida con un 94,2%, a etam-
butol con un 75%, a rifampicina y pirazinamida con un 78,8%,
corroboran la situacion actual en la que la OMS situd a nuestra
region como poblacion de “alto riesgo”, con la circulacion de
cepas multirresistentes en especial a farmacos de primera linea,
con 36,5% de los casos con resistencia a isoniazida y rifampi-
cina (Shorten, y otros, 2013), (Falzon, y otros, 2011).

Algunos estudios han determinado que una de las causas para
crear resistencia a los farmacos de primera linea es el uso de
pautas inadecuadas, errores de prescripcion, toxicidad, o falta
de recursos, y la no adherencia a los tratamientos, generando
aislados resistentes que pueden ser transmitidos a la comunidad
(Realpe, y otros, 2014) (Puerto, y otros, 2015).

Un factor de vital importancia para evitar la propagacion y dis-
minuir los casos de tuberculosis, especialmente los casos con
resistencia a los fairmacos, es la adherencia del paciente al tra-
tamiento farmacolégico (WHO, 2014). Los resultados de este
estudio muestran que el 23,1% de los casos sigue presentando
falta de adherencia al tratamiento de forma significativa, lo que
estaria afectando considerablemente la posibilidad de curacion
de la enfermedad.
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La OMS, plantea también que la transmision primaria se podria
detener con la identificacion a tiempo de los casos resistentes
y el uso de regimenes de tratamiento adecuados (WHO, 2014).
La implementacion de estrategias de adherencia al tratamiento
de los casos resistentes actuaria de forma sinérgica para elimi-
nar la mayoria de las potenciales fuentes. La eficacia del trata-
miento es cercana al 47% en paises como India, China, Corea
del Sur, el sudeste asidtico, Sudafrica, Costa Rica, Alemania y
Pert (WHO, 2015), (Dramowski, y otros, 2012), (WHO, 2014),
(Torres-Chang, 2014) (Wang, y otros, 2014). En estos casos la
mayoria de los esquemas fueron individualizados y contaron
con farmacos de segunda linea. Los paises con tasas de cura
mayores al 50% fueron Corea, Perti y Alemania (WHO, 2014).

Por otra parte, los estudios realizados en Sudafrica reportan el
surgimiento de otro grupo de cepas con una alta transmisibilidad
y letalidad en poblacion infectada por el VIH que fueron deno-
minadas cepas extremadamente multirresistentes (XFR TB, por
sus siglas en inglés) (Dramowski, y otros, 2012). De acuerdo al
Centro para el Control y la Prevencién de Enfermedades de los
Estados Unidos (CDC), las cepas XFR TB se definen por la re-
sistencia simultanea a isoniazida y rifampicina, asi como a algu-
nas fluoroquinolonas y a por lo menos uno de tres medicamentos
inyectables de segunda linea (p. ¢j., amikacina, kanamicina o ca-
preomicina) (Marks, y otros, 2014). En este sentido, en este estu-
dio se encontro la probable existencia de estas cepas XFR TB en
el 46,2% de los pacientes que presentaron resistencia simultanea
a la isoniazida, la rifampicina y la estreptomicina.

Una limitante del trabajo fue el registro incompleto y la calidad
de la informacion consignada en los registros del programa de
tuberculosis y en las fichas epidemioldgicas de los pacientes
con tuberculosis que permitieran evaluar las variables clave
que indiquen el fallo terapéutico, la informacion sociodemo-
grafica, clinica, y la adherencia al tratamiento.
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2.6 Conclusion.

Los resultados que se evidenciaron en este estudio indican que
la tuberculosis pulmonar afecta principalmente a adultos jove-
nes, varones de bajos ingresos, en los que la adiccion al alcohol
y a las sustancias psicoactivas, ademas de enfermedades como
la diabetes, la coinfeccion con VIH y la desnutricion constitu-
yeron los factores de riesgo mas relevantes en la poblacion es-
tudiada. El profesional de enfermeria y el equipo multidiscipli-
nario deben comprometerse en el control de la resistencia a los
medicamentos en esta poblacion, pues es la mas vulnerable a
presentar farmacorresistencia antituberculosa. Para esto, deben
implantarse medidas preventivas y llevar a cabo investigacio-
nes sobre brotes de la enfermedad —dado que se ha evidenciado
que las cepas farmacorresistentes son diferentes a las sensibles
(30)— y enfocarse en la educacion, el seguimiento y el cuidado
de la poblacion.
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3.1 Introduccion

los virus de trasmision sexual mas frecuentes en el mun-
do, (D’Souza & col., 2007); existe evidencia de que éste
actua como agente etiologico en el cancer cervicouterino(OMS,
2006) y a nivel bucal puede causar una transformacion maligna

El virus del papiloma humano (VPH) representa uno de
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de células epiteliales en la orofaringeo denominado Carcino-
ma Escamocelular (Squamous Cell Carcinoma, SCC)(Preuss,
Klussmann, Semrau, & Huebbers, 2011).

La infeccion por virus del papiloma humano (VPH) ocurre a
traveés de las relaciones sexuales; tanto hombres como mujeres
estan involucrados en la cadena epidemiologica de la infeccion
y son capaces, al mismo tiempo, de ser portadores asintomati-
cos transmisores.

Multiples estudios alrededor del mundo han logrado establecer
una intima relacion entre este agente infeccioso y los factores
de riesgo que inciden en la aparicion de este virus; las mas co-
munes se asocian al comportamiento sexual del individuo.

Existe gran variedad de genotipos benignos y malignos del vi-
rus del papiloma humano; los més destacados e incidentes son
los tipos 16 y 18 categorizados como tipos de alto riesgo que
causan una transformacion maligna del tejido de células esca-
mosas del epitelio. Sin embargo, se consideran no solo como
factor de riesgo para el carcinoma de cuello uterino y carcino-
ma anal, sino también para el carcinoma de células escamosas
de cabeza y cuello (SCC) especialmente carcinoma orofaringeo
(COCE). (Bosch, Lorincz, Mufioz, Meijer, & Shah, 2002)

Es poco lo que se conoce y reporta la literatura acerca del vi-
rus del papiloma humano (VPH) en mucosa oral sana, siendo
de gran importancia conocer como este agente infeccioso logra
estar latente sin generar signos y sintomas en el epitelio de la
mucosa oral; y como éste logra producir a una transformacion
celular, desarrollando cancer oral.

Los avances en técnicas de biologia molecular, como la reac-

cion en cadena de la polimerasa, (PCR) ha permitido detectar
con mucha precision, la presencia de tipos de VPH denomina-
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dos de bajo y alto riesgo (por su frecuencia en tumores) en es-
pecial el 16 y el 18 (de Guglielmo et al., 2012). La presencia de
VPHI16 ha sido reportada en mucosa normal, en un rango entre
0y 80% (Esquenazi, Filho, Carvalho, & de Barros, 2010). Un
estudio realizado por Mancilla y col. (Mancilla, Aristizabal, &
Acevedo, 2012) reportd, presencia del gen E7 de VPH tipo 16
amplificado en 21 de 48 (43.8%), a partir de ADN del epitelio
bucal de 48 personas sin lesiones orales, empleando la técnica
de PCR, en una poblacioén sana de la ciudad de Cali.

Teniendo en cuenta lo anterior y con el fin de aportar propues-
tas para la prevencion, este trabajo se realizd con el objetivo
de determinar los factores de riesgo asociados a infeccion por
VPHI16 positivo en mucosa oral sana en una poblacion de pa-
cientes que acudieron a una institucion odontologica de la ciu-
dad de Cali en el afio 2013; a partir de la revision de una base de
datos obtenida de la aplicacion de una encuesta a la poblacion
de estudio. El disefio del estudio fue descriptivo, observacional,
de corte transversal. La informacion obtenida se ingres6 a una
base de datos en Microsoft Excel 2010. El analisis de los datos
se hizo mediante el programa estadistico SPSS, utilizando las
medidas generales estandarizadas para estudios descriptivos.

Reconocer los riesgos que pueden influir en la infeccion del
VPH a nivel de la mucosa oral libre de lesion, es relevante para
generar nuevos conocimientos que permiten crear programas
de promocion, prevencion y diagnostico precoz en la salud bu-
cal; es un proposito determinante de este capitulo.
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3.2 Materiales y métodos

Se llevo a cabo un estudio de corte descriptivo transversal; con
aplicacion de un formato para analisis de base de datos pro-
veniente de una encuesta realizada en prueba preliminar a 70
participantes, a los que se les realiz6 técnica molecular de PCR
convencional con hisopados de mucosa oral libre de lesion de
los cuales 25 fueron positivos para VPH-16E7 (Aristizdbal D &
Mancilla L, 2016) con proposito de determinar factores de ries-
go asociados a infeccion de VPH16 en cavidad oral realizados
por Angel et al., 2015.

Criterios de inclusion: pacientes con edades desde los 18 afios,
pacientes con VPH16 positivo libres de lesiones orales, pacien-
tes que firmen el consentimiento informado y los criterios de
exclusion: pacientes con edades menores de 18 afios, encuesta
no contestada o respuestas incoherentes, pacientes que no fir-
maron el consentimiento informado.

El diseno del instrumento de recoleccion de la informacion se
estructurd fundamentado en la literatura cientifica y en la base
de datos de una encuesta realizada en las instalaciones de la
clinica odontolégica en el afio 2013, y convalidada por juicio
de expertos, teniendo en cuenta variables, sociodemograficas,
de comportamientos sexuales y bioldgicas.

Ademas, se permitid fortalecer el analisis de factores de riesgo
contenidos a partir de una revision sistematica de estudios pre-
sentes en buscadores como: Medline, Scielo, Science, Direct,
Scopus, Proquest, Pubmed, Biomed. Se incluyeron articulos
publicados desde el 2000 hasta el 2016 en inglés, espaiol, y
portugués con el fin de evaluar los estudios que tratan acerca
de la infeccion por VPH en cavidad oral; se realiz6 una lista de
referencias de articulos obtenidos manualmente para ser identi-
ficados, seleccionados y comparados con este estudio.
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Los datos se registraron teniendo en cuenta los siguientes facto-
res socio-demograficos: edad (afios), género (femenino o mas-
culino), etnia (indigena, negra, blanca, mestiza, otra), estado
civil (soltero, casado, unidn libre, viudo, divorciado, separado),
nivel educativo (ninguno, primaria, secundaria, técnica o tec-
noldgica, universitario, posgrado). Entre los factores de com-
portamiento social se incluyeron las relaciones sexuales, vida
sexual activa, nimero de compafieros sexuales, practica de sexo
oral, consumo de alcohol, consumo de tabaco. Como factores
biologicos se incluyeron el resultado de la prueba molecular de
VPH y el diagnostico de VPH en su compaiero sexual.

3.3 Analisis de datos

Se realizd un andlisis exploratorio para identificar la frecuen-
cia de presentacion y distribucion de cada una de las variables:
sociodemograficas, de comportamiento social y biologico. Se
hizo caracteristicas sociodemogréaficas; factores de riesgo: es-
tilo de vida y comportamientos sexuales. Se realiz6 un analisis
descriptivo univariado y discriminado por género, en el cual las
variables cuantitativas fueron descritas como medianas y rango
intercuartilico; las variables cualitativas fueron descritas como
numeros absolutos y porcentajes.

La distribucion de las variables cualitativas se realizoé con el
test de Chi® o con test exacto de Fisher, segun la distribucion
de la variable. Se realizé un andlisis bivariado con tablas de
contingencias con el propdsito de describir relaciones entre la
variable de presencia de ADN de VPH y las caracteristicas so-
ciodemograficas; factores de riesgo: estilo de vida y comporta-
mientos sexuales e identificar posibles relaciones estadisticas,
para lo cual se establecieron como criterio de eleccion, valores
p menores a 0.30. Las variables que cumplieron con este crite-
rio fueron dicotomizadas y les fue calculado el OR como medi-
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da de asociacion, con un nivel de significancia de 0.05. Todos
los analisis estadisticos fueron realizados mediante el programa
estadistico StataSE© version 11 (StataCorp).

3.4 Consideraciones éticas

Las consideraciones éticas que se describen a continuacion se
basan en los Principios Bioéticos Universales y en los articula-
dos seleccionados de la Resolucion 8430 de 1993 (4 de octubre
de 1993) por la cual se establecen las normas cientificas, técni-
cas y administrativas para la investigacion en salud y segun su
articulado correspondiente.

3.5 Resultados

En este estudio, en la poblacion general, de las 65 encuestas
realizadas a los participantes se encontr6 lo siguiente: las eda-
des oscilaban entre 18 y 75 afios, siendo en su mayoria una
poblacion joven, solteros, género femenino y nivel de escola-
ridad universitaria. De estas encuestas, para el analisis de fac-
tores predisponentes a una infeccion por VPH16, se tomaron
en cuenta, la poblacion cuyos resultados fueron positivos para
pruebas moleculares de B-globina (48 muestras) y que fueran
positivas para el DNA de VPH-16 (25 muestras) representando
un 52% (25/48).
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3.5.1 Variables sociodemograficas

Al discriminar por género, el rango intercuartilico de la edad de
los hombres es mas amplio (19-37 afios) que el de las mujeres
(20-31 anos). La mayoria de los hombres son de raza blanca en
un 37,5% a diferencia de las mujeres en la que predomina la
raza mestiza con un 46,9%. Se evidenci6é un mayor porcentaje
de hombres solteros (75%) que de mujeres (53,1%). La tenden-
cia del ingreso < 1 SMMLYV se conserva en ambos sexos.

En cuanto a los factores de riesgo relacionados con el estilo de
vida se evidencid que la mayoria de la poblacién consume alco-
hol de manera ocasional (70,8%), el 60,4% es no fumador fren-
te aun 37,5% que si lo es, y de los cuales el 18,7% fuma hace
mas de 3 afios. Se encontro que el 75% de las mujeres consume
alcohol de forma ocasional en comparacion con los hombres
con un 62,5%. Con relacion al habito de fumar, el 75% de las
mujeres no fuma a diferencia del 68,8% de los hombres que si
fuma. También, son mas los hombres que llevan fumando hace
mas de 3 afios (43,8%) que las mujeres (6,2%) (Tabla 3).

La preponderancia del grupo etario 18 a 25 afios, en el cual se
ubica el 70% de los participantes, con una mayoria claramente
femenina y que, contrasta con la baja participacién de personas
entre los 26 y 40 afios. Respecto a las variables sociodemogra-
ficas no se encontraron diferencias estadisticamente significa-
tivas
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Tabla 3. Variables sociodemograficas.

Caracteristica Masculino Femenino Total
Edad (afios)
Mediana (RI) 22,5 (19-37) 223(12)0_ 22 (19,5 - 32,5)
No. % No. %
Etnia

NS/NR 2 12,5 0 0 2 4,1
Blanca 6 37,5 9 28,1 15 31,2
Negra 3 18,7 5 15,6 8 16,8
Mestiza 5 31,3 15 46,9 20 41,7
Indigena 0 0 2 6,3 2 4,1
Otra 0 0 3,1 2,1
Nivel de escola-
ridad
Primaria 1 6,3 1 3,1 2 472
Secundaria 4 25 8 25 12 25
Técnica 0 0 12,6 4 8,3
Universitaria 9 56,3 17 53,1 26 54,1
Sin estudios 1 6,2 1 3,1 2 4,2
NS/NR 1 6,2 1 3,1 2 42
Ingresos
NS/NR 6 37,5 5 15,7 11 229
< ISMMLV 6 37,5 15 46,9 21 43,7
2-3 SMMLV 2 12,5 6 18,7 8 16,7
>3 SMMLV 2 12,5 6 18,7 8 16,7
Estado civil
NS/NR 0 0 1 3,1 1 2,1
Casado 1 6,2 3 9,4 4 8,3
Soltero 12 75 17 53,1 29 60,4
Union libre 2 12,6 9 28,1 11 229
Separado 1 6,2 2 6,3 3 6,3

Fuente: Elaboracién propia, 2015.
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3.5.2 Factores de riesgo — historial de reproduccion

En relacion los factores de riesgo de historial reproductivo, de las 32
mujeres encuestadas el 43,7% no responde o dice no saber acerca del
numero de sus embarazos, seguido del 25% que no han estado emba-
razadas y solo el 31,3% ha tenido al menos un embarazo; este mismo
comportamiento se observo en la variable nimero de partos. Con re-
lacion al niimero de hijos vivos se presentd un 28% sin hijos vivos,
seguido de un 12,5% con 2 hijos y 9,4% con 1 hijo vivo (Tabla 4).

Tabla 4. Factores de riesgo — historial de reproduccion

Caracteristica N° % N° Total % Total

N° embarazos

Cero 8 25 8 25
Uno 4 12,5 4 12,5
Dos 3 9.4 3 9,4
Tres 2 6,3 2 6,3
Cinco 1 3,1 1 3,1
NS/NR 14 43,7 14 43,7
Partos
Cero 8 25 8 25
Uno 4 12,5 4 12,5
Dos 3 9,4 3 9,4
Tres 2 6,3 2 6,3
Cinco 1 3,1 1 3,1
NS/NR 14 43,7 14 43,7
Hijos vivos
Cero 9 28,2 9 28,2
Uno 3 9,4 3 9,4
Dos 4 12,5 4 12,5
Tres 1 3,1 1 3,1
Cinco 1 3,1 1 3,1
NS/NR 14 43,7 14 43,7
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Fuente: Elaboracion propia, 2015.
A continuacion, se listan las tablas de contingencias generadas
por el analisis bivariado, entre las variables de sociodemogra-
ficas, los factores de riesgo y la presencia o ausencia de ADN
del virus VPH.

En cuanto a los factores de riesgo de estilo de vida, se encon-
tr6 que hay una diferencia significativa en la frecuencia de
consumo de alcohol con relacion a la presencia de ADN del
virus VPH (p=0.28). De igual forma, entre los comportamien-
tos sexuales, la practica del sexo oral puede estar puede estar
relacionada con la presencia de este ADN viral (p=0.23) (ver
Tablas 5y 6).

Tabla 5. Contingencia estilo de vida y presencia de VPH

Estilo de vida p-value
VPH
Alcohol Positivo  Negativo Total 0.285
Nunca 3 2 5
60.00 40.00 100.00
Ocasional 17 17 34
50.00 50.00 100.00
Fin de semana 2 4 6
33.33 66.67 100.00
Relativa frecuencia 3 0 3
100.00 0.00 100.00
Total 25 23 48
52.08 47.92 100.00
Fuma
NS/NR 0 1 1 0.541
0.00 100.00 100.00
Si 9 9 18
50.00 50.00 100.00
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No 16 13 29
55.17 44.83 100.00

Total 25 23 48
52.08 47.92 100.00

Tiempo que fuma

NS/NR 1 2 3 0.345

33.33 66.67 100.00

Nunca 16 13 29
55.17 44.83 100.00

Menos de 1 afio 1 4 5
20.00 80.00 100.00

De 1-3 afios 2 0 2
100.00 0.00 100.00

Maés de 3 afios 5 4 9
55.56 44.44 100.00

Total 25 23 48
52.08 47.92 100.00

Tiempo que no fuma

NS/NR 3 5 8 0.920

37.50 62.50 100.00

Nunca 16 13 29
55.17 44.83 100.00

Menos de 1 afio 2 2 4
50.00 50.00 100.00

De 1-3 afios 1 1 2
50.00 50.00 100.00

Mas de 3 afios 3 2 5
60.00 40.00 100.00

Total 25 23 48
52.08 47.92 100.00

Fuente: Elaboracion propia, 2015
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Tabla 6. Contingencia de comportamientos sexuales y presen-

cia de VPH.
Comportamientos sexuales p-value
VPH
Relacion sexual Positivo Negativo Total
Si 24 21 45 0.502
53.33 46.67 100.00
No 1 2 3
33.33 66.67 100.00
Total 25 23 48
52.08 47.92 100.00
Vida sexual activa
NS/NR 1 0 1 0.363
100.00 0.00 100.00
Si 18 20 38
47.37 52.63 100.00
No 6 3 9
66.67 33.33 100.00
Total 25 23 48
52.08 47.92 100.00
N° Compaiieros sexuales
0 0 2 2 0.449
0.00 100.00 100.00
1 17 12 29
58.62 41.38 100.00
2 2 5 7
28.57 71.43 100.00
3 2 1 3
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66.67 33.33 100.00

4 2 2 4
50.00 50.00 100.00

5 2 1 3
66.67 33.33 100.00

Total 25 23 48
52.08 47.92 100.00

Sexo oral
NS/NR 3 2 5 0.229

60.00 40.00 100.00

Si 14 8 22
63.64 36.36 100.00

No 8 13 21
38.10 61.90 100.00

Total 25 23 48
52.08 47.92 100.00

Edad sexual
No ha iniciado 1 2 3 0.491

33.33 66.67 100.00

Antes de 15 afios 1 2 3
33.33 66.67 100.00

Entre 15 y 18 afios 18 17 35
51.43 48.57 100.00

Después de 18 anos 4 1 5
80.00 20.00 100.00

Total 24 22 46
52.17 47.83 100.00

Fuente: Elaboracién propia, 2015.
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3.5.3 Asociacion de factores de riesgo con presencia
de VPH

Se calculd como medida de asociacion el odds ratio (OR) para
las variables que resultaron significativas en el analisis bivaria-
do, esto es, consumo de alcohol y practica de sexo oral. Para
este analisis, la variable consumo de alcohol tuvo que ser re-
codificada en una variable dicotomica, con categorias “si”” ha
consumido alcohol y “no” lo ha consumido alguna vez.

Tabla 7. Factores de riesgo de mayor relacion con presencia

de VPH
Variable OR IC p-value
Sexo oral 2,84 0,70 11,74 0,09
Consumo de alcohol 0,70 0,05 6,80 0,71

OR: odds ratio; IC: Intervalo de confianza.
Fuente: Elaboracion propia, 2015.

En la Tabla 7 se muestra el calculo del OR para el factor de ries-
go para VPH; sexo oral, arrojo un resultado de 2,84; esto quiere
decir que la oportunidad de presentarse VPH en personas que
han practicado sexo oral es casi 3 veces la oportunidad de quie-
nes no han practicado. Sin embargo, el intervalo de confianza
(IC) contiene el valor nulo (1), por tanto, el hallazgo no es es-
tadisticamente significativo. No obstante, es importante tener
en cuenta este dato ya que el valor p estd cercano a 0,05 (valor
p=0,09) Por el contrario, la variable consumo de alcohol mos-
tr6 un OR de 0.70 pero con un valor p de 0,71 que hace del re-
sultado un hallazgo no significativo estadisticamente hablando.
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3.6 Discusion

Con relacion a la distribucion del género, se encontrd: 18 mu-
jeres (56.3%) y 7 hombres para un (43.7%). Las posibles con-
diciones que explicarian dicha prevalencia o permanencia de
infeccion por VPH en el género femenino son la anatomia y
fisiologia de sus genitales y la humedad en dicha zona. Asi mis-
mo la constitucion del epitelio mucoso cervical rico en células
escamosas, la humedad y el calor se convierten en un reser-
vorio importante del virus (Mosmann JP, Zayas S & Kiguen
AX, 2017), como también el estado de latencia del virus en
el epitelio del endocervix. A nivel celular la cavidad oral y la
vagina son estructuralmente muy similares con el mismo tipo
de células epiteliales, que son los blancos objetivos o células
blanco de los tipos virales oncogénicos VPH-16 y VPH-18.
Otra consideracion importante que vincula la alta prevalencia
del virus en mujeres es el consumo de anticonceptivos orales,
que permite aumentar el riesgo de adquisicion del VPH por lo
menos en cuatro veces. Molecularmente en ausencia de hor-
monas el receptor para €stas es inactivo y se localiza en el na-
cleo celular. Pero cuando hay hormonas (estrogenos), el VPH
presenta regiones de regulacion de transcripcion del ADN, en
particular, la proteina E7 de los serotipos 16 y 18 aumenta la
actividad transcripcional y las concentraciones de la oncopro-
teina c-Jun que reconocen hormonas y permiten aumentar la
expresion de genes virales, como el E6 y el E7 que son de ca-
racter oncogénico (Castro, Girén, & Marina, 2011) (Ledn Cruz
& Faxas, 2004).

Lapresenciade VPH-16 se encontré mayormente en el grupo de
edades en el rango de los 18 a 25 afios, con 18 positivos, repre-
sentado en un 52.94%. Teniendo en cuenta lo anterior, algunos
autores indican que ciertos factores pueden estar relacionados
con la presencia del VPH en la poblacion joven; tal es el caso
de Wiesner et al (2009) quienes expresan que la mayoria de las
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personas menores de 30 afios se infectan de manera transitoria
con el virus; dicha infeccion puede considerarse “normal”, sin
embargo su persistencia puede generar dafios a la salud (Ceba-
llos, Pefialoza, del Castillo, Murillo, & Fidalgo, 2009).

En promedio la juventud inicia su vida sexual entre los 15 y los
19 afios. Melo G, (2009), refiere que la edad y el incremento
en el numero de parejas sexuales estan asociados con la po-
sibilidad de reinfecciones. Considerar la edad y género en los
comportamientos de orden social son muy influyentes, debido
al cambio hormonal (Soto-De Leon et al., 2009); los compor-
tamientos sociales y los nuevos habitos llevan a presentar la
prevalencia mayor en estos grupos (Davlin, Berenson, & Rah-
man, 2015).

El 43 % de los participantes de este estudio con VPH+ gana
entre uno y dos salarios minimos vigente SMMLV. La carencia
de recursos econémicos no permite muchas veces el alcance
de un nivel educativo en la poblacion y por ende desconocen
los riesgos ante las problematicas a las que estdn expuestos,
ademas tienen menor acceso a la salud y al cribado. Se cita un
estudio realizado en Estados Unidos sobre el conocimiento de
VPH, en donde se evaluaron 468 madres en edades entre 9-17
afios, de bajos ingresos, teniendo como resultado un 89% de
positividad del virus en esta poblacion y poco conocimiento al
respecto (Dahlstrom et al., 2015).

Con respecto al grado de escolaridad, en este estudio se encon-
tr6 mas frecuente un nivel universitario (56.3 %), esto compa-
rado en un estudio realizado en la universidad de Texas EE.UU
en 356 jovenes en que se evaluaron las caracteristicas socioe-
condmicas segun el comportamiento sexual arrojando que los
pacientes con un mayor nivel de educacion tuvieron una media
mas alta (p= 0.008) relacionada con el nimero de parejas se-
xuales durante la vida (p= 0.070)(Gillison y col, 2012a).

80



Dolly Aristizibal Garcia, Alba Aydeé Alvarez Ramirez, Vanessa Angel
y Hugo Ricardo Granada

Leigh y col, informan que las personas con alguna educacion
superior tienen mas probabilidades de haber tenido cinco o mas
parejas sexuales en los ultimos cinco aflos comparado con las
personas que no han terminado sus estudios de secundaria de
dos a tres parejas.

El estado civil mas frecuentemente fue soltero con un 60,4%.
La mayor incidencia del estado conyugal soltero en este estudio
se puede atribuir a que los afectados pertenecen al grupo etario
de mayor actividad sexual. Los resultados de la actual inves-
tigacion se asemejan a un estudio de 63 pacientes, hombres y
mujeres, en el municipio de Camagiiey, Cuba, donde reporta-
ron que la mayoria de los afectados con infeccion por VPH oral
eran solteros, para un 66,7 %. Se evidencié un mayor porcen-
taje de hombres (65,0 %) que de mujeres (35,0 %) (Ramos &
Lopez, 2013, Davlin & col., 2015).

Con respecto a los factores de riesgo relacionados con el esti-
lo de vida se evidencia en este estudio que, en las mujeres, el
75% consume alcohol de forma ocasional, en comparacion con
los hombres con un 62,5%. El nuimero de positivos de VPH-16
que consumen alcohol de manera ocasional es de 17 participan-
tes. No se encontraron reportes en la literatura acerca de que
este factor se asocie con la apariciéon de VPH, puesto que no es
muy comun el consumo de alcohol en las mujeres. La infeccion
por VPH y su relacién con el alcohol, estd determinada por la
presencia de etanol en las bebidas alcoholicas; este compuesto
genera cambios de permeabilidad al generar disolucion lipidi-
ca de la membrana celular que permite una via de entrada del
virus (Ledn Cruz et al., 2009); ademaés inhibe la produccion de
la proteina p53 del ciclo celular, lo que hace que el virus pueda
invadir las células (Gonzalez, 2014).

En cuanto al consumo de tabaco, se encontr6 en este trabajo
que los fumadores con VPH+ representan el 36% (9/25), y de
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ellos el 55.5%(5/9) fuma hace mas de tres afios y los no fuma-
dores representan el 64%. Respecto al consumo de tabaco Gi-
llison et al. (2012b), informaron que el VPH es mas frecuente
en los fumadores.

Es importante destacar que el tabaco contiene hasta 50 carcino-
genos potenciales, como las nitrosaminas y policiclicos hidro-
carbonos aromaticos. Algunos de ellos que causan mutaciones
del gen p53 supresor de tumores u otros genes que interrumpen
la regulacion del ciclo celular y la modulacion de la respuesta
inmune (Nayak et al., 2012).

En cuanto al factor de historial reproductivo, en el presente es-
tudio, de las 32 mujeres encuestadas, solo el 31,3 % ha tenido
al menos un embarazo. Este mismo comportamiento se observo
en el estudio de Giron C et al. realizado a 274 mujeres em-
barazadas; 39% de las mujeres participantes refirieron haber
tenido un embarazo. En este periodo se aumentan los niveles
de estrégeno y glucogeno local en genitales que sumados a las
alteraciones del sistema inmune favorecen la proliferacion viral
(Morales & Alejandro, 2015).

Syrjanen propone que la transmision vertical puede ocurrir du-
rante la transmision periconceptual (tiempo de la fecundacion),
prenatal (durante el embarazo), y el periodo perinatal (durante
el parto e inmediatamente después). La prevalencia de la trans-
mision vertical no se conoce a exactitud en estos periodos, pero
sugiere que es un método viable de estar infectado con VPH
(Syrjanen, 2010).

E193.7 % de la poblacion ha tenido relaciones sexuales. En cuan-
to a la edad de la primera relacion reporta estar entre los 15y 18
afios que equivale al 76.1%. En esta investigacion, los hombres
son los que inician vida sexual a edades tempranas antes de los
15 afios con un 13,3%, comparado con las mujeres con un 3,2%.
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Las poblaciones mas jovenes con inicio de relaciones sexuales
a temprana edad son vulnerables para la infeccion por VPH. En
el inicio de las relaciones sexuales la mujer adolescente es la
mas vulnerable ya que existen factores biologicos que predis-
ponen a la infeccion como: la inmadurez del sistema inmuno-
l6gico, una gran eversion glandular en el cuello uterino (ectro-
pion) con una metaplasia escamosa muy activa, la inadecuada
produccion de moco cervical favorecida por los ciclos anovula-
torios (no ovulacion) (Sam Soto, Ortiz de la Pefia Carranza, &
Lira Plascencia, 2011).

Con relaciéon al nimero de compaiieros sexuales, la mayoria
tiene un compaiero sexual y este dato se reporta mas en las
mujeres con un 60,4%. También se encontrd que un 25% de los
hombres han tenido 4 compafieras sexuales y solo un 8,3% las
mujeres presentaron también 4 compaiieros sexuales.

Se puede observar que los hombres, por cultura, manejan ma-
yor numero de parejas sexuales; ademas de las conductas homo
y bisexuales, este factor genera mayor trasmision del VPH.
Bioldgicamente se reconoce el papel del hombre como trasmi-
sor (aunque también lo desarrolla) y la mujer como reservorio
y portadora teniendo en cuenta la constitucion del epitelio va-
ginal para el establecimiento del virus.

En lo que respecta a los hombres que tienen una sola pareja,
por mucho tiempo su conyuge podria ser menos propenso a
adquirir una infeccion por VPH porque las parejas monogamas
podrian tener un estado expuesto de anticuerpos desarrollados
que los protegen de la futura adquisicion del mismo tipo de
VPH (Beachler & D’Souza, 2013).

Una afirmacién contraria a esto supone que curiosamente, el
riesgo de contraer infeccion por VPH en la mujer no esté de-
finido solamente por el nimero de sus parejas sexuales, sino

83



i Factores de riesgo en infeccion por virus del papiloma humano...

también por el nimero de parejas sexuales de su marido: en un
estudio de Castellsagué et al. demostraron que “la presencia de
ADN de VPH en el pene aumenta del riesgo de cancer de cuello
uterino a sus esposas. Las probabilidades de cancer entre mo-
ndégamas aumentaron hasta de 9 a 10 veces en relacion con la
presencia de los tipos de VPH de alto riesgo en el pene de sus
maridos (Castellsagué et al., 1997).

El 45.8% de la poblacion ha realizado sexo oral. Se destaca un
56,3% en hombres contra un 40,6% en las mujeres. Mosher et
al. realizaron una encuesta en EE.UU, en el Centro de Control
de Enfermedades (CDC) y muestran que tanto el cunnilingus y
la felacion son comportamientos sexuales ampliamente practica-
dos. En una gran poblacion de (N = 12.571), el 90% de los hom-
bres y el 88% de mujeres reportaron haber tenido sexo oral con
una pareja del sexo opuesto (Mosher, Chandra, & Jones, 2005).

Cardesa y Nadal, informaron que el sexo oral es uno de los prin-
cipales factores de riesgo para la progresion de la enfermedad
causada por el HPV (Cardesa & Nadal, 2011)(Tristao, Ribeiro,
de Oliveira, Betiol, & Bettini, 2012). Y se ha encontrado que
es el modo primario de adquisicion de VPH oral demostrando
que tener multiples parejas sexuales se asocia con una mayor
prevalencia de la infeccion (Gillison & col., 2012b).

Por ultimo, mencionamos un factor de riesgo local a tener en
cuenta por cuanto el virus se inocula al contacto mucosa- mu-
cosa, mucosa- piel en zonas erosionadas. La boca es una cavi-
dad topografica con alto riesgo de erosion de mucosa por di-
versos factores como habito de mordida, usos de proétesis total
y removible , uso de aparatologia ortodontica, uso de pearcing,
mucositis, higiene oral deficiente y en fluidos gingivales en pe-
riodontitis cronica como lo consideraron Escalona, Correnti,
Veitia, & Perrone (2011). Ademas, Investigadores de la Uni-
versidad de Bufalo y el Instituto del Cancer Roswell Park pu-

84



Dolly Aristizibal Garcia, Alba Aydeé Alvarez Ramirez, Vanessa Angel
y Hugo Ricardo Granada

blicaron el primer estudio que muestra una asociacion entre la
periodontitis y el riesgo de cancer de lengua. (Revista Archives
of Otolaryngology - Head and Neck Surgery. Tezal, 2012).

3.7 Conclusiones

En este estudio, en las variables de estilo de vida, se encontrd
una diferencia en la presencia del material genético del virus
del papiloma humano respecto al consumo de alcohol; asi mis-
mo para la variable sexo oral, respecto al grupo de compor-
tamientos sexuales. En las variables sociodemograficas no se
registraron diferencias significativas. De la totalidad de los en-
cuestados que toman alcohol con frecuencia, el 100% tuvieron
muestra de ADN positiva para VPH, pero estadisticamente no
fue significativo; el 66.7% ha practicado el sexo oral. EI OR
determiné que los que han practicado sexo oral tienen casi tres
veces la oportunidad de tener ADN de VPH que los que no lo
han practicado, con una significancia de 0,09.

Con relacion a este estudio se encontrd positividad de VPH geno-
tipo 16 en mucosa oral sana en una poblacion calefia que asistio a
una institucion odontologica de la Universidad Santiago de Cali.

Los resultados presentados pueden estar influenciados por la
subjetividad y las creencias, lo que limita a los participantes a
contestar con certeza y esto afectar los datos

El analisis exhaustivo de los factores de riesgo en la infeccion
por VPH permiti6 a los investigadores reconocer la importan-
cia del efecto potencial del virus en la salud bucal, su biologia
y manifestaciones en el hospedero, lo que contribuye como un
aporte a la academia y a la comunidad en general, para forta-
lecer el conocimiento sobre la promocion y prevencion de este
agente infeccioso.
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4.1 Introduccion

bacteriaceae, esta compuesto por bacterias Gram nega-

tivas, no esporuladas, en forma de bacilo. Salmonella
tiene importante relevancia a nivel de salud publica ya que es
uno de los principales patdogenos entéricos tanto en paises de-
sarrollados como en vias de desarrollo. Diferentes serovares
pueden causar dos patologias claramente diferenciadas, salmo-
nelosis y fiebres tifoideas. La salmonelosis es una gastroente-
ritis cuyos sintomas son diarrea, fiebre, vomito y dolor abdo-

E | género Salmonella, perteneciente a la familia Entero-
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minal, causada por toda una serie de serovares no tifoideos,
que también pueden infectar un amplio rango de animales. Los
serovares mas relevantes son Typhimurium y Enteritidis, (Ohl
& Miller, 2001; Gordon, 2008). En Colombia, Salmonella en-
terica serovar Typhimurium es el serovar mas prevalente. El
ultimo reporte del Instituto Nacional de Salud mostr6 que, de
los 23 serovares incidentes en el pais, el serovar Typhimurium
representa el 30% del total de los aislamientos que se realizaron
entre los afios 1997 y 2016.

Los genes de virulencia de S. Typhimurium estan localizados
mayoritariamente dentro de islas de patogenicidad (SPI, del
inglés Salmonella pathogenicity island). Si bien se ha identifi-
cado un elevado numero de SPIs, hay cinco que se encuentran
ampliamente distribuidas entre los serovares no tifoideos. De
¢éstas, la denominada SPI-1 es una de las mas caracterizadas.
SPI-1 codifica para proteinas efectoras y para un sistema de
secrecion de tipo III (T3SS) requerido para secretar proteinas
efectoras, codificadas tanto dentro como fuera de la SPI-1. Una
vez en el citoplasma de la célula hospedadora, estas proteinas
efectoras desencadenan el proceso de invasion de Salmonella
en cé¢lulas no fagociticas mediante la reordenacion del citoes-
queleto de actina (Marcus, Brumell, Pfeifer, & Finlay, 2000)
(SPI. Se han identificado al menos trece proteinas cuya se-
crecion es mediada por el T3SS de la SPI-1 (T3SS-1): AvrA,
SipA, SipB, SipC, SipD, SIrP, SopA, SopB/SigD, SopD, SopE,
SopE2, SptP y SspH, cuya funcion principal es inducir el ondu-
lamiento de la membrana de la célula hospedadora, resultando
en la entrada de la bacteria.

La alarmona (p)ppGpp, tetra- o penta-fosfato de guanosina, es
un nucledtido modificado que actiia como mensajero secunda-
rio en respuesta a diferentes tipos de estrés. En enterobacterias
su sintesis esta catalizada por RelA 'y SpoT. RelA es la principal
proteina productora de ppGpp en condiciones de carencia de
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aminodcidos. SpoT es capaz de sintetizar ppGpp en respuesta
a otras condiciones de estrés y es la enzima responsable de su
degradacion (Cashel, M; Gentry, D; Hernandez, V; y Vinella,
1996). ppGpp es la molécula efectora de lo que se conoce como
respuesta estricta, inicialmente descrita como la respuesta por
la que se regula el nimero de ribosomas atendiendo a la canti-
dad de aminoécidos presentes en el medio. La represion de la
produccion de ribosomas en situaciones de carencia de aminoa-
cidos tiene un efecto global en la célula causando una reduc-
cion de la sintesis proteica y de la tasa de crecimiento (Sands &
Roberts, 1952) (Stent & Brenner, 1961).

DksA es una proteina de 151 aminodcidos y un tamaio de 17
kDa, que se encuentra en muchas bacterias incluyendo Escheri-
chia coli, Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri 'y Salmo-
nella. Estudios previos han relacionado DksA con multitud de
procesos celulares tales como division celular, respuesta estric-
ta, quorum sensing o virulencia, tanto en E. coli como en otras
proteobacterias relacionadas (Paul et al., 2004)ppGpp and the
initiating NTP, that bind to RNA polymerase (RNAP. Se ha de-
mostrado que DksA potencia el efecto represor de ppGpp sobre
los promotores de los ARNr y su efecto estimulador sobre los
promotores de los operones de algunos genes responsables de
la sintesis de aminodacidos, sugiriendo que ppGpp y DksA son
cofactores (Paul et al., 2004)ppGpp and the initiating NTP, that
bind to RNA polymerase (RNAP. Ademads, se ha determinado
que DksA se une al centro catalitico de la ARNpol junto con
ppGpp (Perederina et al., 2004). ppGpp y DksA conjuntamente
reprimen y/o estimulan directamente la transcripcion al causar
alteraciones en la formacion del complejo abierto de la AR-
Npol durante el inicio de transcripcion. Ademas se ha propues-
to que ppGpp junto con DksA pueden afectar la expresion de
otros muchos genes al afectar la afinidad de la ARNpol por la
interaccion con subunidades sigma alternativas como ¢* y ¢>*
(Gourse, Ross, & Rutherford, 2006) (Magnusson, Farewell, &

97



Mutaciones en ppGpp Y dksA afectan la secrecion de proteinas...

Nystrom, 2005). También se ha descrito que DksA y ppGpp in-
crementan la fidelidad de la transcripcion al disminuir la tasa de
incorporacion incorrecta de nucledtidos (Roghanian, Zenkin,
& Yuzenkova, 2015).

En este capitulo se presentan los resultados de un estudio donde
se analizo el efecto de la alarmona ppGpp y la proteina DksA en
la secrecion de proteinas efectoras de la isla de patogenicidad 1.

4.2 Materiales y métodos

Para analizar el efecto de la proteina DksA y la alarmona pp-
Gpp sobre la secrecion de proteinas efectoras en Salmonella,
fue necesario crear mutantes para ambos factores. Para ello se
llevo a cabo la técnica de inactivacion de genes cromosOmicos
por reemplazamiento alélico (Datsenko & Wanner, 2000). Se
obtuvo una cepa en la que se eliminaron los genes reld y spoT
obteniéndose una cepa incapaz de sintetizar ppGpp, denomi-
nada mutante ppGpp®. Por otro lado, también se obtuvo una
cepa mutante dksA. Como control en todos los experimentos, se
utiliz6 la cepa salvaje (wild type: WT) SV5015 (SL1344 his+).
En la Tabla 8 se encuentran todas las cepas utilizadas en este
trabajo.

Tabla 8. Lista de cepas utilizadas en este estudio.

Cepa Genotipo relevante Referencia

SV5015 Salmonella entérica serovar  (Vivero et al., 2008)
Typhimurium SL1344 his*

SV5015 ppGpp® Mutacién genes relAy spoT  Este estudio

SV5015 dksA Mutacién gen dksA Este estudio

SV5015 ppGppP SipA::3flag  Transduccion SipA::3flag Este estudio

SV5015 dksA SipA::3flag

Fuente: Elaboracion propia, 2016.
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4.3 Técnicas experimentales con proteinas
4.3.1 Precipitacion de proteina total secretada

Las proteinas secretadas por las diferentes cepas de Salmonella
fueron analizadas mediante electroforesis en geles de poliacri-
lamida. Para ello se utilizaron cultivos bacterianos en LB a una
densidad optica a una longitud de onda de 600 nm (DO, )
de 2,0. Se obtuvieron sobrenadantes libres de células por cen-
trifugacion a 5 000 rpm durante 10 minutos y la remocion fi-
nal de células y fragmentos celulares usando filtros de 0,22 um
(Millex-GP; poliétersulfona, 50 mm). Las proteinas presentes
se precipitaron por incubacion con acido tricloroacético (TCA)
frio a una concentracion final del 10% durante 1 hora en hielo.
A continuacion, se centrifugd la muestra 20 min a 13 000 rpm
a 4 °C, se retiro el sobrenadante y se afiadio acetona al 80%
fria. Se centrifugd a 13 000 rpm durante 2 min a temperatu-
ra ambiente, y se retir0 el sobrenadante. El sedimento con las
proteinas precipitadas se resuspendi6 en tampon de carga para
proteinas (5 % glicerol, 2,5 % B-mercaptoetanol, 1,15% SDS,
31,25mM Tris, 0,05% azul de bromofenol). La presencia de
restos de acido tricloroacético provocod una acidificacion del
medio que se evidencid por el viraje de color del tampdn de
proteinas de azul a amarillo. Se afiadio Tris-Base saturado para
neutralizar el pH, retornando el color azul a la muestra. Las
muestras se incubaron durante 5 min a 100°C. Se guardaron a
-20°C hasta su analisis.
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4.3.2 Obtencion de extractos celulares

Este método se utilizd para detectar proteinas intracelulares.
Para ello, se recogieron las células de 1 ml de cultivo por cen-
trifugacion a 5 000 rpm durante 10 minutos. El sedimento ob-
tenido se resuspendid en tampon de carga para proteinas. El
volumen utilizado en cada caso fue el valor de la DO, di-
vidido entre 4 en ml. De esta manera se consiguidé normalizar
la concentracion de proteina atendiendo a la biomasa de los
cultivos. Una vez resuspendido el sedimento celular en el tam-
pon de proteinas, se incubd durante 5 min a 100°C para lisar

las células.

4.3.3 Inmunodeteccion de proteinas por
Western Blot

Las proteinas separadas por electroforesis en geles de poliacri-
lamida fueron transferidas a un soporte sélido para ser poste-
riormente detectadas mediante anticuerpos especificos.

Las proteinas separadas por electroforesis fueron electrotrans-
feridas del gel de poliacrilamida a una membrana de PVDF
(fluoruro de polivinilideno) utilizando el EBU 4000: Semy-Dry
Blotting System CE (C. B. S. Scientific). El gel de poliacrilami-
da se depositd encima de la membrana, y el conjunto se situd
entre ocho piezas de papel de transferencia (Whatman 3 mm).
Se aplico un amperaje de 60 mA (4-10 voltios) durante 1 hora.

Tras la transferencia, la membrana de PVDF se bloqued me-
diante incubacion durante una hora a temperatura ambiente en
PBS-T (80 mM Na HPO,, 20 mM NaH_PO,, 100 mM NaCl
pH 7,3, 0,2 %Triton™ X-100) conteniendo leche descremada
en polvo al 5 % como agente de bloqueo. A continuacion, se
descarto la solucion de bloqueo y se incubd la membrana a la
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misma temperatura durante 1 hora con el anticuerpo contra la
proteina que se queria detectar (anti-Flag: 1:10000 (Sigma)),
diluido en 10 ml de tampdén PBS-T con leche descremada al
2,5%. El exceso de anticuerpo fue eliminado con tres lavados
de 10 min cada uno en PBS-T. Posteriormente se incub6 la
membrana con el anticuerpo secundario conjugado con peroxi-
dasa que permitia la deteccion del anticuerpo primario, diluido
en PBS-T. El exceso de anticuerpo secundario también fue eli-
minado con tres lavados de 10 min cada uno en PBS-T.

Para iniciar el revelado mediante deteccion de quimioluminis-
cencia se utilizo el kit ECLTM Western Blotting, GE Healthca-
re o LUMI-LIGHT (Roche) siguiendo las recomendaciones del
fabricante. La deteccion y cuantificacion se llevé a cabo con el
equipo Molecular Imager ChemiDoc XRS System de Bio Rad
y el software Quantity One 4.6.6.

4.4 Resultados

4.4.1 Perfil de proteinas secretadas en las
cepas mutantes ppGpp® y dksA

Se caracterizaron los perfiles de las proteinas secretadas (secre-
toma) en cultivos de la cepa WT (de ahora en adelante deno-
minada “wild type” (WT)) y en los mutantes ppGpp° y dksA,
en LB en fase estacionaria (DO, de 2,0) a 37 °C en agita-
cion. Estas son condiciones descritas para la induccion de la
expresion de la SPI-1 (Bustamante et al., 2008). Los extractos
de proteinas secretadas fueron analizados por electroforesis en
geles de poliacrilamida y posterior tincién con azul de Coomas-
sie. En la Figura 4 se muestran los resultados.

101



Mutaciones en ppGpp Y dksA afectan la secrecion de proteinas...

WT ppGpp° dksA

60-
50-

40-

30-

L LI

Figura 4. Perfil de proteinas secretadas (secretoma) de las
cepas WT (SV5015) y mutantes ppGpp° y dksA. Las cepas
fueron crecidas en LB a 37 °C en agitacion hasta una DO,,,
de 2,0 tras ser inoculadas a una DO, de 0,001. Los sobre-
nadantes obtenidos por centrifugacion a partir de cultivos
independientes fueron filtrados para eliminar células resid-
uales y las proteinas presentes se precipitaron con TCA a una
concentracion final del 10 %. Las proteinas fueron separadas
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 12,5 %.
Las bandas proteicas fueron visualizadas mediante tincion
con azul de Coomassie. El carril M corresponde a una mezcla
de proteinas con las masas indicadas en kDa. Se indican las
bandas que presumiblemente corresponden a las proteinas: 1.
SipA, 2. SipCy 3. SipD.

Fuente: Elaboracion propia, 2016.

Como se puede observar, al comparar el perfil proteico de la
cepa WT con las mutantes ppGpp° y dksA, se observan varias
diferencias reveladas por la intensidad de las bandas obser-
vadas. Atendiendo a su peso molecular estimado y a trabajos
previos publicados, algunas de las bandas de la WT correspon-
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den a las proteinas: 1. SipA 2. SipC y 3. SipD, descritas como
proteinas efectoras secretadas por el T3SS y codificadas en la
SPI-1 (Komoriya et al., 1999) (Mizusaki, Takaya, Yamamoto,
& Aizawa, 2008). En la cepa mutante ppGpp° se observa au-
sencia total de estas tres proteinas, lo que no ocurre en la cepa
mutante dksA donde estan ausentes las proteinas SipA y SipD,
pero SipC se encuentra con una intensidad disminuida mas no
ausente. Estos resultados sugieren que ppGpp y DksA estarian
jugando un papel importante en la secrecion de las proteinas
efectoras de la SPI-1.

Estudios de inmunodeteccion de la proteina SipA fueron reali-
zados para confirmar los resultados del secretoma de las dife-
rentes cepas de Salmonella. Se llevé a cabo la inmunodeteccion
de la proteina SipA, utilizando una cepa derivada de SV5015,
en la que la proteina SipA se expresa conteniendo una etique-
ta 3Flag en el extremo carboxi-terminal (Hiittener, Dietrich,
Paytubi, & Juarez, 2014) (Uzzau, Figueroa-Bossi, Rubino, &
Bossi, 2001). La construccion génica que permite expresar Si-
pA::3Flag fue transducida a las cepas ppGpp° y dksA. Extrac-
tos de proteinas intracelulares de las diferentes cepas fueron
obtenidos a partir de cultivos independientes crecidos en LB a
37 °C'y en agitacion hasta una DO, de 2,0. La deteccion de
la etiqueta 3Flag se realiz6 mediante el uso de un anticuerpo
monoclonal anti-Flag. Se puede observar que la cantidad de
proteina SipA estd importantemente reducida en las cepas mu-
tantes ppGpp° y dksA respecto a la cepa WT (Figura 5). Estos
resultados confirman lo anteriormente mostrado en el secreto-
ma, donde la cantidad de proteina SipA secretada al medio ex-
tracelular es practicamente ausente en las cepas mutantes.
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WT dksA ppGpp"

Figura 5. Inmunodeteccion de la proteina efectora SipA en
extractos de proteinas intracelulares obtenidos a partir de dos
cultivos independientes de las cepas WT (sipA::3Flag) y sus
mutantes dksA y ppGpp0 crecidas en LB a 37 °C en agitacion
a una DO600nm de 2,0 tras ser inoculadas a una DO600nm
de 0,001. La deteccion de la etiqueta 3Flag se realizo medi-
ante el anticuerpo monoclonal anti-Flag. La deteccion de las
bandas se llevo a cabo mediante quimioluminiscencia con el
kit comercial ECL.

Fuente: Elaboracion propia, 2016

4.5 Discusion

Se ha descrito que en E. coli, la proteina DksA actia como
un cofactor que se une directamente al canal secundario de la
ARN polimerasa, potenciando el efecto de ppGpp durante la
respuesta estricta. Ademas, se ha demostrado que ppGpp juega
un papel importante en relacion a la virulencia en varias bac-
terias incluyendo E. coli, Mycobacterium tuberculosis, Liste-
ria monocytogenes, Legionella pneumophilia, Vibrio cholerae
y Pseudomonas aeruginosa (Aberg et al., 2006) (Klinkenberg
et al., 2010) (Hammer, Tateda, & Swanson, 2002) (Zusman,
Gal-Mor, & Segal, 2002) (Haralalka, Nandi, & Bhadra, 2003)
(Erickson, Lines, Pesci, Venturi, & Storey, 2004).

En Salmonella spp, las proteinas efectoras presentes en la SPI-

1, son importantes para llevar a cabo el proceso de invasion de
células epiteliales. Se ha descrito que dentro de las proteinas
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que llevan a cabo una alteracién de la membrana plasmatica de
la célula hospedadora permitiendo la entrada de la bacteria, se
encuentran las proteinas Sip. En este capitulo, se observo pri-
mero que la ausencia de DksA y ppGpp, impide que Salmone-
lla lleve a cabo la secrecion de las proteinas SipA, SipC y SipD
en fase de crecimiento estacionaria. Teniendo en cuenta que
los niveles de ppGpp incrementan drasticamente en el inicio
de fase estacionaria, los resultados sugieren que ppGpp podria
estar implicado en la regulacion fisiologica de la produccion
de estas proteinas. También observamos que hubo una dismi-
nucion importante en la proteina SipA intracelular en ausencia
de DksA y ppGpp, sugiriendo por tanto que ppGpp podria es-
tar afectando la expresion de los genes que codifican para las
proteinas Sip. Estos resultados, concuerdan con lo previamente
descrito por Pizzaro y Cerdd, indicando que ppGpp juega un
importante papel como regulador de la expresion de los genes
de virulencia en S. Typhimurium. Ellos observaron que cepas
de Salmonella mutantes rel4 spoT, mostraron ser no invasi-
vas en ensayos in vivo ¢ in vitro. Estas cepas presentaban una
reduccion importante en la expresion de los genes hil4 e invF
que codifican para los principales activadores transcripcionales
de la isla de patogenicidad 1 (SPI-1). Ninguna de las condi-
ciones de crecimiento probadas que simulaban las condiciones
intestinales, fueron capaces de inducir la expresion de hilA en
ausencia de ppGpp (Pizarro-Cerda & Tedin, 2004). Mas ade-
lante, Thompson y colaboradores describieron que ppGpp esta-
ria involucrado en la transduccion de sefiales ambientales que
regulan los genes de virulencia. Thompson y sus colaboradores
observaron que ppGpp era necesario para la expresion de hilA,
hilC, hilD e invF, y, por tanto, para la expresion de los genes
de la SPI-1, en condiciones limitantes de oxigeno (Thompson
et al., 2006). Por otro lado, Azriel y colaboradores demostra-
ron que DksA regula positivamente los genes de la SPI-1 me-
diante ensayos de invasion de células epiteliales, en mitad de
la fase exponencial de crecimiento (Azriel, Goren, Rahav, &
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Gal-Mor, 2016), apoyando nuestros hallazgos. Curiosamente,
nuestros resultados fueron contrarios a los reportados por Rice
y colaboradores, donde ellos observan mediante ensayos trans-
cripcionales que cepas carentes de DksA aumentan los niveles
de expresion de genes de la SPI-1 en fase estacionaria (Rice,
Ramachandran, Shearer, & Thompson, 2015). Cabe mencionar,
que nuestros resultados fueron confirmados con estudios trans-
cripcionales de microarrays, donde se observa que en ausencia
de dksA, los genes sipA, sipC'y sipD disminuyen su expresion
con valores de fold change de -8,69, -3,67, -10,28, respectiva-
mente, en comparacion con la cepa WT (datos completos no
mostrados).
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4.6 Conclusiones

Las proteinas efectoras SipA, SipC y SipD, no son secretadas
en las cepas mutantes para la proteina DksA y la alarmona pp-

Gpp.

La proteina SipA disminuye su expresion en ausencia de DksA
y ppGpp.
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5.1 Introduccion

su género, causa comun de infecciones diversas, tanto de

origen comunitario como hospitalario (Olaechea, 2010,
p-256). El interés actual del estudio de este patdogeno deriva, bien
de su elevada frecuencia, o por representar, en el caso de cepas
resistentes a meticilina (aislados SARM), una de las principales
causas de brotes de infeccion nosocomial en nuestro pais (Bui-
trago, 2008; Escobar et al., 2008; Jiménez, 2008 y Cortes, 2007).

S taphylococcus aureus es la principal especie patdogena de

La infeccion intrahospitalaria ha generado problemas de sa-
lud publica, lo que supone un enorme costo econdémico anual,
ademads de duplicar las posibilidades de muerte en los pacien-
tes que la desarrollan (Tong, Davis, Eichenberger, Holland y

113



i Prevalencia de Staphylococcus aureus aislado de estudiantes asintomaticos...

Fowler, 2015, p.603) y han contribuido a la aparicién de nuevas
cepas multirresistentes.

S. aureus coloniza el cuerpo humano y presenta gran versati-
lidad en adquirir diferentes mecanismos de resistencia, el cual
durante décadas ha logrado evadir los diferentes antibidticos;
esto ha generado que esté presente en ambientes hospitalarios
generando la mayoria de las enfermedades nosocomiales (Os-
pina, 2008 y Cruz et al., 2005)

La diseminacién en el ambiente hospitalario a menudo se ori-
gina a partir de la contaminacion cruzada; el medio mas comun
de transferencia de patdgenos se produce a través de las manos
de los profesionales de la salud y de los pacientes (Wertheim et
al., 2005). La inadecuada asepsia aporta a la diseminaciéon de
patogenos que transmiten los microorganismos directamente a
otras salas o instrumentales de la misma, creando un ambiente
hostil para el personal de salud y para los pacientes y/o familia-
res (Kluytmans y Wertheim, 2005, p.3).

El problema se agrava porque en la actualidad han emergido
cepas de SARM en infecciones asociadas a la comunidad, prin-
cipalmente en gente joven, causando infecciones de piel y de
tejidos blandos con la generacion de enfermedades mas severas
que las nosocomiales (Gimeno, 2007, p.448). La preocupacion
ahora es que estas cepas entren al ambiente hospitalario y au-
mente los riesgos de morbi-mortalidad a nivel nosocomial.

Existen multiples evidencias que demuestran que el personal
de salud se encuentra colonizado por bacterias, convirtiéndo-
se en potenciales diseminadores de bacterias multirresistentes
a pacientes hospitalizados (Chavez, 2014; Arteaga, 2016 y Al
Laham, 2016). En este grupo se encuentran también lo estu-
diantes del area de la salud. Diversos estudios han demostrado
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la colonizacion nasal de S. aureus con resistencia a los antibid-
ticos (inlcuidos aislamientos SARM) en estudiantes de Medi-
cina (VasanthaKumari, 2009; Zakai, 2015 y Collazos, 2015).

La prevalencia de SARM nosocomial, es alta, es poco lo que
se sabe sobre su epidemiologia y ain menos sobre el compor-
tamiento en la comunidad (Gimeno, 2007, p.448). Lo anterior
sugiere la necesidad de trabajar localmente en este campo para
poder conocer la magnitud real de la prevalencia de SARM y
la dinamica de su transmision tanto a nivel nosocomial como a
nivel comunitario.

Una mayor comprension de la epidemiologia molecular de S.
aureus posibilitara el establecimiento de medidas eficientes en
el manejo racional de las infecciones que produce, lo cual re-
dundara en el mejoramiento de las condiciones de salud de la
poblacion (Ridenour, Wong, Call y Climo, 2006, p.271).

La prevencion y control de infecciones reduce la carga de bac-
terias multirresistentes en las instituciones hospitalarias y esta
prevencion depende de practicas clinicas seguras y apropiadas,
que se deben incorporar en toda la atencion rutinaria del pa-
ciente (Gurieva, Bootsma y Bonten, 2012. p.302).

El personal de salud y los estudiantes deben desempefiar un
papel fundamental en ayudar a disminuir la propagacion de las
enfermedades infecciosas y la diseminacion de bacterias con la
implementacion de estrategias adecuadas que ayuden a reducir
este problema en el entorno hospitalario y en la comunidad.

Los beneficios que puede reportar la promocion eficaz de hi-
giene de las manos, el empleo de barreras de contencidn, la
adherencia a los protocolos y la administracion de antibioticos
a cargo del personal de salud afecta en gran medida la calidad
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de la atencion y la seguridad de los pacientes, con costos adi-
cionales evitables, por lo que debe apoyarse su amplia difusion.
Es importante considerar la presencia de estas cepas de origen
comunitario que potencialmente pueden ser introducidas al am-
biente hospitalario, a fin de elaborar estrategias para contener-
las y evitar su propagacion (De Giusti, et al., 2011)

El propdsito de este estudio fue ampliar el conocimiento acerca
de la colonizacion de bacterias resistentes en los estudiantes
que aun no tienen contacto con el ambiente hospitalario, a fin
de contribuir a la implementacion de medidas estrictas tendien-
tes a emplear de forma efectiva las barreras de contencién y la
adecuada higiene de manos.

5.2 Materiales y métodos

El estudio desarrollado es de tipo descriptivo, de corte trans-
versal, que empled muestras de estudiantes para estudiar la co-
lonizacion por S. aureus. El estudio fue avalado por el Comité
de Bioética y Etica de la Faculta de Salud de la Universidad. La
poblacion de estudio correspondio a estudiantes del Programa
de Medicina de la Facultad de la Salud de la Universidad San-
tiago de Cali que se encuentran en los semestres uno al cinco
del ciclo bésico de formacion. Los estudiantes que firmaron el
consentimiento informado y que no habian consumido antibio-
ticos los ultimos tres meses fueron los criterios de inclusion.
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5.3 Aislamiento de S. aureus.

Las muestras de los estudiantes se obtuvieron por frotis de piel
en el area de la nuca y de la mucosa nasal y los aislados bac-
terianos se obtuvieron por cultivo de las muestras en el medio
selectivo y diferencial, agar salino manitol rojo de fenol e in-
cubadas por 24-48 horas a 37°C. La identificacion de S. aureus
se efectud por la fermentacion del manitol (coloracion amarilla
del medio) y por la hemolisis en agar sangre (Figura 6). Las
colonias identificadas como probables de S. aureus se confir-
maron observando la presencia de cocos Gram positivos en ra-
cimos, a partir de un extendido directo con tincion de Gram
y con la prueba de coagulasa (positiva para S. aureus). EI S.
aureus se diferencio del estafilococo coagulasa negativo con el
empleo de la prueba de la dnasa.
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Figura 6. Panel A. Observacion microscopica de
Stahylococcus aureus. Panel B. Aislamientos de bacterias
del género Stahylococcus en agar salino manitol. Panel C,
S. aureus en agra sangre mostrando hemdlisis, Panel D, S.
aureus un ene medio salino manitol con coloracion amarilla
por la degradacion del manitol.
Fuente: Elaboracion propia, 2016.
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5.4 Pruebas de sensibilidad a los antibioticos

Las pruebas de sensibilidad antimicrobiana se realizaron por
dilucion en agar de acuerdo a la técnica de Kirby-Bauer y el
estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos por el método
de difusion en agar con discos, segin las normas del Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) (14).

Para llevar a cabo este ensayo, se inoculd una cantidad estan-
darizada (estandar 0.5 de Mc Farland) de S. aureus en un me-
dio de agar Mueller-Hinton; a continuacion se colocaron dis-
cos de susceptibilidad antibidtica, los cuales correspondieron:
oxacilina (OXA, 1 pg), cefoxitina (FOX, 30 pg), cefalexina
(CS, 30 pg), gentamicina (GEN, 10 pg), ciprofloxacina (CIP, 5
pg), eritromicina (E, 15 pg), clindamicina (CC, 2 pg),trimeto-
prima-sulfametoxazol (TMP/SUL 1,25/23,75 ng), tetraciclina
(TET, 30 pg), cloranfenicol (CL, 30 pg), vancomicina (VA, 30
pg), imipenem (IMP, 10 pg), penicilina (PEN, 10U).

Para conocer el S. aureus meticilino-resistente se determino el
resultado de sensibilidad con los sensidiscos de oxacilina y ce-
foxitina. La informacion de los resultados de susceptibilidad an-
timicrobiana fue clasificados como sensibles, sensibilidad inter-
media o resistente de acuerdo a los puntos de corte utilizados para
cada antibiotico determinado a partir de las recomendaciones del
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015).
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5.5 Analisis estadisticos de los resultados.

Las variables del estudio fueron: tipo de muestra, resultado del
antibiograma, semestre académico y género. Se utilizaron los
siguientes pardmetros que justificaron su representatividad:
95% de nivel de confianza, un valor z de 1.96, un error estima-
do de 0.05, empelando el paquete estadistico SPSS vs22.

5.6 Resultados.

36 estudiantes (24,3%) presentaron colonizacién nasal por
Staphylococcus coagulasa-negativa, 27 de estos estudiantes
(18,1%) presentaron colonizacién en piel.

Seis estudiantes que estaban cursando segundo semestre re-
sultaron ser portadores nasales de Staphylococcus coagula-
sa-negativa, representando el 4%. Sin embargo, dos de estos
estudiantes estaban colonizados en piel también. Un nimero
mayor de estudiantes colonizados por Staphylococcus coagu-
lasa-negativa se determind en aquellos que estaban cursando
quinto semestre, con 29 (19,5%) estudiantes portadores nasales
de esta bacteria; 25 de ellos presentaron colonizacion simulta-
nea en piel. Los estudiantes de cuarto semestre no presentaron
colonizacion por esta bacteria. Finalmente, un nimero mayor
de colonizados por Staphylococcus coagulasa-negativa se de-
termind en estudiantes que estaban cursando quinto semestre
presentando un alto riesgo de colonizacion nasal, (19,5%; OR=
22,965; 5,189-101,634; p<0,05) y 25 (16,7%) de ellos presen-
taron colonizacion simultanea en piel (Tabla 9). La distribucion
de la bacteria entre los estudiantes de los diferentes semestres
fue estadisticamente significativa (p<0,05).
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Tabla 9. Frecuencia de Staphylococcus Coagulasa negativo
que se encontraban colonizando la piel y la nariz de
estudiantes de Medicina, n=63.

Semestre Staphylococcus Coagulasa

negativo
OR IC 95% min- P
Aislado Piel Nariz max
n (%) n (%) n (%)
2 8(12,7) 2(1,7) 6(4,02) 0,173 0,040-0,785 0,012
4 1(1,6) 0 1(0,7) 0,052  0,007-0,395 0,000
54 25

5 (85.7) (16.7) 29 (19,5) 22,965 5,189-101,634 0,000

total 63 27 36 (24,2) - - -

(42,3) (18,1)

OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de confianza con un 95%; P:
Grado de significancia al 95%
Fuente: Elaboracion propia, 2016.

Los estudiantes colonizados por S. aureus representaron el
47,7%, con una colonizacion nasal del 45% y 33,6% de piel. La
distribucion de los asilamientos de S. aureus entre los estudiantes
de diferentes semestres fue de la siguiente forma: 5,4% de los
estudiantes de segundo semestre presentaron colonizacidon sig-
nificativa del S. aureus y el 14,8% de los estudiantes de cuarto
semestre estuvieron colonizados con un 12,7% de colonizacion
nasal y el 6,7% presentaron colonizacion simultanea en piel y
nariz (datos no mostrados). Los estudiantes de quinto semestre
fueron los que mas estuvieron colonizados por S. aureus, presen-
tando el 22,5% de colonizacion nasal, con un riesgo de tres veces
de estar en este grupo (OR=3,212, IC ,, min=1,636, max=6,299;
p=0,001). En este grupo de estudiantes el 18,8% estuvieron colo-
nizados en nariz y piel simultdneamente por S. aureus (Tabla 10).
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Tabla 10. Frecuencia de Staphylococcus aureus que se
encontraban colonizando la piel y la nariz de estudiantes de

Medicina.
Semestre Staphylococcus aureus
IC 95%
. OR .
Total n Piel n (%) Nariz n min- max
(%) Y (%)
2 8(5,4) 4(2,7) 7(4,7) 0,173 0,071- 0,000
0,426
4 22(23,5) 16(10,7) 19(12,7) 1,080 0.125- 0,835
2,222
5 41 (27,5) 30(20,1) 41(27,5) 3,212 1,638- 0,001
6,299
total 71 50 (33,6) 67 (45%) - - -
(47,7%)

Fuente: Elaboracion propia, 2016.

5.7 Analisis de las pruebas de sensibilidad a los
antibioticos.

La frecuencia en que S. aureus se encuentra colonizando a los
estudiantes de medicina con resistencia a: oxacilina y cefoxitina
fue del 18,2%, a cefalexina del 14,7%, a penicilina del 50,3%, a
gentamicina del 9,8%, a tetraciclina del 44,1%, a vancomicina
del 10,5%, a trimetroprim/sulfametazona del 19,6%, a eritro-
micina del 30,8%, a clindamicina del 14,7%, a ciprofloxacina
del 12,6% y a cloranfenicol del 21,0%.

La resistencia a meticilina entre los aislados de S.aureus
(SARM) se evalu6 determinando la resistencia simultdnea a
oxacilina y cefoxitina; de acuerdo a esta aproximacion 25,6%
fueron SARM. La colonizaciéon nasal por SARM tanto en piel

y nariz fue de 12,8% y no fue estadisticamente significativo
(p<0,005) (Tabla 9).
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Los aislados de SARM de origen hospitalario (SARM-AH), se
determinaron basados en la resistencia simultanea a todos los
antibidticos evaluados, excepto vancomicina; en este sentido,
el 19,6% fueron considerados SARM-AH. La colonizacion na-
sal por SARM-AH en los estudiantes correspondi6 al 10,3%
y en piel fue del 9,4%, sin ser estadisticamente significativo
(p<0,005).

En el caso de los aislados SARM de origen comunitario
(SARM-AC) se determinaron de acuerdo con la sensibilidad
simultanea que presentaron a clindamicina, eritromicina y tri-
metropin/sulfametazona y la resistencia simultanea a los anti-
bioticos B-lactamicos; estos estuvieron en los estudiantes en el
5,1% de los casos, y no representd una cifra estadisticamente
significativa (p=0,9006).

La presencia de SARM, SARM-AH y SARM-AC no represen-
to riesgo alguno entre los estudiantes de medicina.

Tabla 11. Distribucion de S.aureus resistente a metilcilina
(SARM) de acuerdo a sitio anatomico de donde fue aislado.

Sitio IC 95-%

Bacteria L. N (%) OR . P
Anatémico min - max
Nariz 15 (12,8) 0,806 0,367 - 1,773 0,592
SARM Piel 15 (12,8) 0,931 0,424 — 2,048 0,860
Total 30 (25,6)
Nariz 12 (10,3) 1,055 0,432 — 2,577 0,906
SARM-AH Piel 11 (9,4) 0,980 0,401 —2,393 0,964
Total 23 (19,6)
Nariz 4(3,4) 0,957 0,230 — 3,983 0,951
SARM-AC
Piel 2(1,7) 0,338 0,066 — 1,736 0,176
Total 6(5,1) - - -

Fuente: Elaboracién propia, 2016.
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5.8 Discusion

El S. aureus es un patdogeno humano importante que causa una
amplia variedad de enfermedades, desde infecciones cutaneas
superficiales, hasta enfermedades sistémicas potencialmente
letales. E1 hombre es el principal reservorio de S. aureus, co-
lonizando piel nasofaringe y periné en un 50% de los adultos
(Zakai, 2015, p.807).

En este estudio, se encontrd que los estudiantes de Medicina que
aun no han tenido contacto con la clinica se encuentran ya co-
lonizados por esta bacteria en un 47,7%, cifra que se encuentra
en el rango determinado en diferentes estudios. Este hallazgo
constituye una alerta por ser potenciales fuentes de disemina-
cion intrahospitalaria cuando lleguen a este servicio. Resulta-
dos similares se han encontrado en estudiantes de Medicina en
Cartagena donde encontraron una prevalencia del 27,2% de S.
aureus en el afio 2012 (Bettin, Causil, y Reyes, 2012, p.329) y
con un 87,8% de colonizacidn obtenido de un estudio realizado
en la ciudad de Bogota en el afio 2013 en estudiantes de medi-
cina que se encontraban en rotacidon hospitalaria (Méndez et al.,
2013). En Chile se reporta una colonizacion del 23% (Ortega et
al., 2001), 18,4% en Iraq para el 2014 (Habeeb, Hussein, Assafi
y Al-Dabbagh, 2014, p.59), 16,8% en Taiwan (Chen, Chen y
Huang, 2012, p.799) y 31,5% en estudiantes de Malasya (Va-
santhaKumari et al., 2009). Lo que indica que la colonizacion
en este grupo de personas es mas alta en paises de Latinoamé-
rica que en paises asiaticos.

También se puede establecer, que entre mas avanza en el grado
académico mayor es el riesgo de estar colonizados por S. au-
reus, como se evidencid en los estudiantes de quinto semestre
(OR=3,212, IC,,, min=1,636, max=6,299; p=0,001).

5%
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Los aislamientos de S. aureus presentan ademas resistencia a
los antibioticos, en este caso, el 9,8% de las cepas fueron resis-
tentes a gentamicina, 14,7% a cefalexina y 44,1% a tetracicli-
na; en el estudio realizado en Chile, no se reportaron aislamien-
tos resistentes a gentamicina y solo el 3,6% de estos fueron
resistentes a cefalexina y tetraciclina (Ortega et al., 2001). En
Bogota, los aislamientos con resistencia a clindamicina fueron
del 45% y a trimetroprim/sulfametazona del 65% (Méndez et
al., 2013), lo que evidencia que en nuestro medio ademas de
una alta colonizacién entre los estudiantes, se da la presencia de
aislamientos resistentes a antibidticos de uso comun.

Otro aspecto importante fue la sensibilidad intermedia a vanco-
micina detectada en el 10,5% de los aislamientos que también
fue evidenciada en los resultados obtenidos en el estudio en
Bogota (20 %) (Méndez et al., 2013). El aumento de la preva-
lencia de SARM en todo el mundo, junto con la descripcion de
cepas con sensibilidad disminuida a los glucopéptidos, que en
la practica se traduce en una pérdida de posibles opciones tera-
péuticas, hace necesario detectar y controlar la propagacion de
este tipo de aislamientos (Gurieva et al., 2012).

Entre los aislamientos de S. aureus reviste vital importancia la
presencia de SARM; en el mundo se reporta una prevalencia
de colonizacién por SARM de 2,04% en estudiantes de Iraq
(Habeeb et al., 2014), 2,2% en estudiantes de Taiwan (Chen
et al., 2012) y del 0,4% en estudiantes internos de Medicina
(Trepanier, Remblay y Ruest, 2013) y en Malasia del 54,9% de
colonizacion nasal (VasanthaKumari et al., 2009). En la India
se reporta una alta colonizacidon nasal por SARM, en este caso
ya los escolares presentan una prevalencia del 16,3% (Pathak
et al., 2010). La colonizacion nasal por SARM obtenida en este
estudio (12,8%) y la reportada en el estudio de Bogota (22,2%)
se encuentran en el rango de los paises con alta prevalencia de
SARM (Trepanier et al., 2013)
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El personal de salud (incluidos los estudiantes de medicina) que es
portador nasal de SARM presenta un riesgo para el propio porta-
dor y para la comunidad, con el aumento potencial de los costos de
la atencion de los pacientes con infecciones nosocomiales por esta
bacteria, especialmente por el aumento de los dias de la estancia
hospitalaria; la prevencion del personal colonizado disminuiria los
costos (Ospina, 2008 y Cruz et al., 2005, Wertheim et al., 2005).

Finalmente, encontramos que los aislamientos con un fenotipo
hospitalario (SARM-AH) fueron del 19,6% y los de origen co-
munitario representaron un 5,1%. Aunque los primeros reportes
hablaban de la presencia de s6lo SARM-AH (Tong et al., 2015);
a partir de los afios noventa aparece el SARM-AC en la pobla-
cion de nifios y jovenes (2-5). Por lo tanto, actualmente tenemos
estos dos tipos de cepas circulantes en el hospital (Jiménez, 2008
y Cortes, 2007; Cruz et al., 2005). Las diferencias entre estas
dos cepas estan también en que la SARM-AH es resistente a to-
dos los antibidticos, dejando como tnica opcion terapéutica la
vancomicina y actualmente para las cepas VISA el linezolid y
la tigeciclina (Tong et al., 2015). Mientras que las cepas de ori-
gen comunitario son mas virulentas, poseen mayor capacidad de
colonizacioén, crecimiento y diseminacion, asi como mayor pro-
duccién de factores de virulencia que las SARM-AH (Buitrago,
2008; Escobar et al., 2008 y Jiménez, 2008).

Poco se conoce sobre los patrones de colonizacion de SARM-
AC, su forma de diseminacion entre individuos o su relacion
con la infeccion; en el caso de las infecciones adquiridas en la
comunidad, la colonizacidn previa parece no ser tan relevante
(Buitrago, 2008 y Escobar et al., 2008). Por lo tanto, nuestro
estudio es un aporte epidemiologico al conocimiento del estado
del portador asintomatico de esta bacteria.

La mayor limitante de este estudio fue la seleccion de la mues-
tra, que no permitio hacer el estudio sobre la poblacion total de
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estudiantes que se encuentran en el ciclo basico, porque en el
momento de realizar la investigacion, no existian estudiantes
de primer y tercer semestre.

Otra limitante fue la no evaluacién de factores como el con-
sumo de alcohol o tabaco entre los estudiantes, la convivencia
con mas de diez miembros en la familia y el sufrir infecciones
de piel y respiratorias frecuentemente, son factores de riesgo
para la colonizacion por S. aureus.

Por otro lado, encontramos que el 24,2% present6 colonizacion
nasal por Staphylococcus coagulasa-negativa y el 18,1% pre-
sentaron colonizacion en piel. Los Staphylococcus coagulasa
negativos por lo general son habitantes inocuos de la piel. Sin
embargo, bajo condiciones especiales se pueden convertir en
agentes patdgenos importantes. La posibilidad de su patoge-
nicidad parece estar relacionada, con el uso de aparatos arti-
ficiales, principalmente catéteres endovasculares en pacientes
criticamente enfermos (Cercenado, 2009, p.139).
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5.9 Conclusion.

Los hallazgos del presente estudio son una advertencia sobre la
circulacion de cepas de S. aureus con caracteristicas fenotipi-
cas de resistencia a meticilina entre los estudiantes de medicina
que integraran al personal de salud de los hospitales donde rea-
lizaran sus practicas clinicas; asimismo, aporta informacion re-
levante en relacion al perfil de resistencia a los antimicrobianos
de S. aureus. Con base en estos resultados del estudio, se reco-
mienda elaborar estrategias que permitan controlar o atenuar la
diseminacion de estas cepas, debido a que los portadores nasa-
les de S. aureus son considerados como una de las principales
fuentes de infeccion endogena y en el caso de los trabajadores
en el area de la salud son un factor de riesgo de diseminacion
de cepas nosocomiales.
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