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Editorial B

RED DE LABORATORIOS DE SALUD PUBLICA

El Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”
(INHRR), ha sido, desde su creacion, decretada el 17
de octubre 1938, el ente de Referencia Nacional para
el diagndstico e investigaciones de enfermedades en-
demo-epidémicas y epizootias nacionales, asi como el
estudio de los métodos mas apropiados para combatir-
las. La institucidon cuenta con talento humano altamen-
te calificado para llevar a cabo las tareas asociadas al
diagnostico de estas enfermedades, por su apropiada
formacién y entrenamiento a nivel técnico, profesional
y de postgrado.

Los Laboratorios de Salud Publica a nivel nacio-
nal se instrumentan desde 1994, con el plan de erra-
dicacion del sarampion en las Américas, cuando se
desarrollaron programas de capacitacion de recursos
humanos, dotacion de equipos y reactivos para el diag-
nostico de rubéola, sarampion y dengue en doce esta-
dos del pais.

En 1999 el Ministerio del Poder Popular para la
Salud (MPPS), a través del Convenio Cuba-Venezuela,
adquirié reactivos y equipos para extender estos pro-
gramas a los 24 estados del pais. Se ampli6 el diag-
nostico a nivel nacional con el objetivo de fortalecer el
control, prevencion y vigilancia de estas enfermedades
y otros programas de importancia en salud publica,
tales como transmision vertical del Virus de Inmuno-
deficiencia Humana (VIH), Virus de Hepatitis B (VHB),
Virus de Hepatitis C (VHC), enfermedad de Chagas y
errores innatos del metabolismo.

En base a los cambios transcendentales en po-
liticas de salud publica, con predominio en lo social,
dirigidos a la proteccion de la salud de la poblacién ve-
nezolana, el MPPS delegé la coordinacién, supervision
y evaluacion de la Red de Laboratorios de Salud Pu-
blica (RLSP) de los estados al INHRR, el 27 de mayo
de 2014 (Decreto N° 233 Gaceta Oficial N° 40.420).
El decreto determina que el INH “RR” establecera las

politicas, planes, proyectos, programas y organizacion
del Sistema, orientados a garantizar su funcionamien-
to, para apoyar las actividades en materia de asesoria
técnica, gestion de la calidad, bioseguridad, capacita-
cion e investigacion que permitan el fortalecimiento de
la gestion.

Para la consolidacion de la RLSP, el INH “RR”
orienta sus politicas, bajo los principios de equidad, gra-
tuidad, universalidad y justicia, logrando que se cumpla
en el pais la realizacién del diagnéstico oportuno e inte-
gral de enfermedades transmisibles y no transmisibles.
De esta manera se fortalece el desarrollo cientifico-tec-
nolégico de la RLSP, ademas de contribuir con las es-
trategias para la defensa y seguridad de Estado, con
particular énfasis en fronteras terrestres y maritimas,
apegados al ordenamiento geopolitico vigente.

La RLSP esta conformada por los Laboratorios
de Salud Publica de Referencia Nacional, Regiona-
les, Estadales y Especializados, comprometidos en el
diagnéstico e informacion oportuna al equipo de salud
y a los pacientes, con una Vigilancia Laboratorial que
apoye los programas de salud, incentivando la partici-
pacién comunitaria a través del sistema automatizado
de alerta y de respuesta inmediata.

La organizacion funcional de la RLSP establece la
Vigilancia Laboratorial como premisa para el soporte
de la Vigilancia Epidemioldgica y de la Red de Vigilan-
cia en Salud, instancias de toma de decisiones en el
control de enfermedades transmisibles y no transmisi-
bles, aportando asi informacién para el cumplimiento
del Plan de la Patria 2013-2019, en lo relacionado con
la garantia de acceso a la salud.

Considerando las exigencias futuras en el escena-
rio universal contemporaneo de la salud publica, don-
de los riesgos y dafios de enfermedades crénicas (“las
Epidemias Silentes”) representan una alta morbilidad y
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mortalidad, se amerita que la RLSP genere de manera
permanente y sistematica, conocimientos sobre estos
problemas de salud, desarrolle nuevas tecnologias y
avances técnicos-cientificos para el diagnéstico como
resultado de sus proyectos de investigacion.

Ante estos desafios, nuestra propuesta de inte-
gracioén es desarrollar un equipo técnico, integrado por
personal de las unidades de epidemiologia, laborato-
rios y programas, con participacion de los actores so-
ciales del area geografica involucrada, para el analisis

y uso de la informacion laboratorial de alerta-respuesta
que contribuya a las acciones de control.

El INH “RR” asume el desarrollo de la RLSP bajo
la premisa que sustenta el liderazgo institucional; como
institucién, cuenta con el mas alto nivel de capacidad
técnica y cientifica en diagndstico de laboratorio, inno-
vacion tecnoldgica para la produccion de insumos y re-
activos, la capacidad de desarrollar la investigacion. Es
un nuevo reto que conduciremos con responsabilidad y
eficiencia al servicio de la salud del pueblo venezolano.
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Cumplimiento de normas microbioldgicas en
productos alimenticios comercializados en la
Red de Mercados de Alimentos del estado Nueva
Esparta, Venezuela (periodo 2006-2014).

Compliance of microbiological norms in food products commercialized in the markets of
Nueva Esparta state, Venezuela during the years 2006 to 2014.

Maria M |RIARTE1, NiNOSKAR J FIGUEROA

4
RESUMEN.

El suministro de suficientes alimentos es prioritario para ga-
rantizar la seguridad alimentaria de una poblacién. También
es importante corroborar que sean de calidad e inocuos, para
que no causen dafo al consumirlos cuando se preparen de
acuerdo al uso previsto. Esta investigacion verifica si 101 lo-
tes (370 unidades de muestra) de alimentos envasados (ha-
rina de maiz, leche en polvo, pasta alimenticia, mortadela,
salchicha cocida, carne congelada, pollo congelado, leche
UHT, atun enlatado y carne de almuerzo) comercializados
en el Estado Nueva Esparta durante los afios 2006 a 2014,
cumplian requisitos microbioldgicos indicados por normas ve-
nezolanas. Las muestras fueron captadas por Inspectores de
Salud Publica (MPPS). Para los analisis se aplicaron proce-
dimientos de normas COVENIN y FONDONORMA. Cumplie-
ron los requisitos considerados todas las muestras de pasta
alimenticia, mortadela, pollo congelado, atin en conserva y
carne de almuerzo. Sin embargo, dos lotes de leche UHT y
otros dos de carne congelada presentaron recuentos de ae-
robios mesdfilos superiores a las estipulaciones en alguna
de las unidades analizadas. Por otra parte, tres de los nueve
lotes de salchichas cocidas incumplieron alguno de los re-
quisitos con caracter de recomendacion, igualmente 5 de los
16 lotes de harina de maiz (recuentos de mohos) y 10 de los
17 de leche en polvo (recuentos de esporas termdfilas). Se
concluye que estos incumplimientos pudieran estar ocasio-
nados por fallas de control durante la cadena de produccion,
re-envasado, almacenamiento o comercializacion bien sea
de materias primas o de productos terminados.

Palabras claves: Control microbiolégico de alimentos. Co-
mercializacion de alimentos. Mohos. Esporas terméfilas. Ae-
robios mesdfilos. Estado Nueva Esparta.

1

A
ABSTRACT
Enough food supply is a priority to guarantee the food se-
curity of a country’s residents. It is also important to super-
vise that they are harmless for human consumption. This
study verifies if 370 packed foods (corn flour, powdered
milk, spaghetti, bologna, frozen meat and chicken, pork
sausage, UHT milk, canned tuna and luncheon meat), that
belonged to 101 production lots commercialized during the
years 2006 to 2014 in Nueva Esparta state (Venezuela),
fulfill microbiological specifications indicated by Venezue-
lan norms. Samples were picked up by public health ins-
pectors. For analysis the COVENIN and FONDONORMA
procedures were used. All the spaghetti, bologna, frozen
chicken, canned tuna and luncheon meat samples com-
plied with the norms. Nevertheless, two UHT milk’s pro-
duction lots and other two of frozen meat showed total
aerobic plate counts higher than the recommended limits.
By the other hand, 9 pork sausage’s production lots failed
to fulfill a few norms, just as 5 of 16 corn flour lots (molds
counts), and 10 of 17 powdered milk production lots (ther-
mophiles spore counts). In conclusion, the nonfulfillment
of norms detected, particularly in corn flour and powdered
milk samples, are caused by not performing proper con-
trols during the production chain and commercialization of
raw materials or finished products.
Key words: Microbiological control’s food. Foods com-
mercialization. Molds. Thermophiles spore counts. Total
plate counts. Nueva Esparta State, Venezuela.

1.- Fundacion La Salle de Ciencias Naturales, Campus de Margarita. Lab. de Microbiologia, Dpto. de Control de Calidad - EDIMAR. Apdo. Postal 144, Porlamar,
Edo. Nva. Esparta, 6301, Venezuela. Tel. - Fax (58-295) 2976695. maria.iriarte@fundacionlasalle.org.ve
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INTRODUCCION

Diariamente se deben consumir alimentos y be-
bidas que aporten las calorias y nutrientes requeridos
para sostener las necesidades basicas del cuerpo hu-
mano. Para garantizar su seguridad alimentaria, los
consumidores deberian tener a su alcance una varie-
dad de alimentos, no solo al contar con recursos econo-
micos suficientes sino también que puedan adquirirse
a precios justos y a una distancia razonable de donde
viven. Asimismo es importante que dichos alimentos
no supongan un peligro para su salud, es decir, que
sean inocuos. Esto ultimo, considerado un requisito ba-
sico de la calidad, implica la ausencia, o0 unos niveles
aceptables, de contaminantes, adulterantes, toxinas y
cualquier otra sustancia que pueda ser nociva para la
salud ™.

Durante la Cumbre Mundial sobre la Alimenta-
cion llevada a cabo en 1996, la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO) establecio algunos conceptos basicos acerca de
la seguridad alimentaria. En primer lugar, la disponibi-
lidad fisica de los alimentos para todo el mundo, que
dependera del nivel de produccion y de las existencias;
el acceso a los alimentos que es garantizado por el di-
sefio de politicas destinadas a alcanzar los objetivos
de seguridad alimentaria; el uso de los comestibles, es
decir, la manera en que el cuerpo es capaz de aprove-
char los distintos nutrientes que le aportan y por ultimo,
que la disponibilidad de los comestibles sea periddica,
no puntual. En este ultimo caso se hablaria de riesgo
nutricional, influenciado por condiciones climaticas o
determinados factores econémicos .

Las autoridades publicas de cada pais enfrentan
el desafio de disefar politicas y de crear condiciones
adecuadas para garantizar a la poblacién el acceso a
alimentos inocuos y nutritivos. La existencia de siste-
mas nacionales de control de los alimentos es condi-
cion esencial para proteger la salud y seguridad de los
consumidores @), para ello se desarrollan determinados
controles y normativas que van desde cada una de las
etapas de produccion hasta la distribucion final a los
consumidores, debiendo realizar pruebas analiticas
que sefalen oportunamente si se han utilizado prac-
ticas adecuadas durante su manufactura, comerciali-

zacion y almacenamiento, de forma tal que sea baja la
probabilidad de presentar patdégenos.

El objetivo de este trabajo fue verificar si los ali-
mentos comercializados en el Estado Nueva Esparta
(Venezuela) durante los afios 2006 a 2014, cumplian
los requisitos microbiolégicos que la normativa vene-
zolana exige para cada uno de los productos investi-
gados.

METODOLOGIA

Inspectores de Salud Publica adscritos a Contra-
loria Sanitaria del Estado Nueva Esparta recogieron
durante los afos 2006 al 2014, 101 muestras (lotes)
de alimentos (370 envases) en la red regional de mer-
cados de alimentos, de acuerdo al Programa de Eva-
luacion Higiénico Sanitaria de Alimentos del Convenio
Interinstitucional: Fundacién La Salle de Ciencias Natu-
rales — Contraloria Sanitaria del Estado Nueva Esparta
y Ministerio del Poder Popular para la Salud. Los tipos
de productos alimenticios, lugar donde fueron manu-
facturados, nimero de lotes (muestras) y de unidades
por lote recibidas en el laboratorio y numero total de
preparacion de muestras para el analisis microbiologi-
co ®; recuento de aerobios mesdfilos ®; recuento de
mohos ©; recuento de esporas termdfilas ; determi-
nacién del nUmero mas probable de coliformes, colifor-
mes fecales y Escherichia coli ®, esterilidad comercial
©), determinacion de pH ('© y determinacion de vacio
(1, lgualmente de las normas FONDONORMA: Aisla-
miento e identificacion de Salmonella ("2 y aislamiento
y recuento de Staphylococcus aureus 3.

De las muestras analizadas, 54 de las 101 proce-
dian de Venezuela; 24 de Brasil; 9 de Ecuador; 6 de
Argentina; 5 de Nicaragua; 1 de Colombia, 1 de ltalia y
una ultima de Uruguay.

Para la evaluacion de los resultados analiticos de
cada uno de los productos se utilizaron los criterios con-
templados en las siguientes normas COVENIN: Harina
de maiz precocida ("¥; leche en polvo ®; pastas ali-
menticias ('9; mortadela ('; salchicha cocida (18); pollo
beneficiado ('¥9); leche esterilizada ?; atiin en conserva
@)y carne de almuerzo . Para la carne congelada
se considero el criterio pautado por International Com-
mission on Microbiological Specifications for Foods 2.
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Tabla 1.

Tipos de alimentos, lugar de manufactura, nimero de lotes de fabricacion (muestras) y de unidades

por lote recibidas en el laboratorio y niumero total de unidades analizadas de productos comercializados
en la red de mercados del estado Nueva Esparta, en el periodo 2006-2014.

Numero de lotes (muestras) y de , .
. o Numero total de unidades
unidades por lote recibidas en el .
Producto Lugar de manufactura . analizadas
laboratorio
Harina de maiz Venezuela: 16 16 de 3 unidades 48
. L 16 de 3 unidades
Leche en polvo Venezuela: 14 Argentina: 3 1 de 1 unidad 49
Venezuela: 4 ltalia: 1 4des un!dades
. - o 1 de 2 unidades
Pasta alimenticia Brasil: 1 : 15
1 de 1 unidad
Mortadela Venezuela: 1 1 de 3 unidades 3
. . . 8 de 3 unidades
Salchicha cocida Brasil: 9. 1 de 2 unidades 26
. ) . 3 de 5 unidades; 1 de 3 unidades; 2
Carne congelada Brasil: 6 Nicaragua: 1 de 2 unidades y 1 de 1 unidad. 23
4 de 5 unidades y
Pollo congelado Brasil: 8 Argentina: 3 7 de 3 unidades. 41
Venezuela: 6 Colombia: 1
Leche UHT Uruguay: 1 Nicaragua: 4 |11 de 5 unidadesy 1 de 3 unidades. 58
Atun en conserva Venezuela: 12 Ecuador: 9 |20 de 5 unidades y 1 de 2 unidades. 102
Carne de almuerzo Venezuela: 1 1 de 5 unidades. 5
TOTALES 101 370

Para los lotes con 5 unidades de muestra (n = 5)
se utilizaron todos los componentes del criterio (n, ¢, m
y M)y en los casos donde se analizaron una, dos o tres
unidades de muestra, la evaluacion se hizo conside-
rando el limite minimo (m) de los criterios microbioldgi-
cos recomendados en la norma de cada producto (24).

El tratamiento estadistico de la data se hizo uti-
lizando el Programa Microsoft Excel 1997 y Statgra-
phic™ de Statistical Graphics Systems Corporation,
STSC Inc. ®®. Para realizar los calculos matematicos,
los valores inferiores o superiores al rango de sensibili-
dad de las pruebas se fijaron de la siguiente forma: 99
en vez de < 100 estimado (UFC g); 2,9 en lugar de
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< 3 (NMP g") y 1.101 cuando el resultado fue > 1.100
(NMP g). A continuacion, se convirtieron en logaritmos
base 10.

A los resultados de mohos obtenidos en la harina
de maiz y de esporas termofilas en la leche en polvo
se les aplicé analisis de ANOVA (una via) (P = 0,05)
con el fin de determinar diferencias significativas entre
dichos recuentos y los diferentes fabricantes, afios en
que fueron evaluadas las muestras y la vida de ana-
quel restante a partir de la fecha de los analisis. En los
casos donde se hallaron diferencias entre medias se
aplicaron analisis a posteriori de Rango Multiple.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Todas las muestras de pasta alimenticia, morta-
dela, pollo congelado, atun en conserva y carne de
almuerzo (Tablas 2 y 3) cumplieron los valores micro-
biolégicos de referencia. La leche esterilizada (UHT)
presenté los menores valores de incumplimiento. Sélo
en uno de los 12 lotes evaluados una unidad presento
un recuento de aerobios mesdfilos superior al valor m =
<10 UFC 0,1 mL™, limite que en este caso se contem-
pla sea un numero de colonias que presumiblemente

provengan del manipuleo normal en el laboratorio du-
rante el analisis ?°. En lo que respecta a esta muestra
en particular, los controles ambientales realizados en
cinco lugares del meson durante el tiempo transcurrido
en el periodo de apertura y los analisis de cinco unida-
des de muestra, produjeron recuentos de aerobios que
oscilaron de 1 a 11 (UFC 12 minutos™), inferiores al
hallado en la unidad de muestra del producto (30 UFC
0,1ml")

Tabla 2.

Criterios de evaluacién por producto, distribucion absoluta de los lotes que cumplieron los requisitos
exigidos y motivo de incumplimiento de los productos comercializados en la red de mercados del estado
Nueva Esparta, periodo 2006-2014.

Producto ec‘:;iggigﬁ cu m';:igfoI:tI:: ﬂg‘: mas Motivo de incumplimiento
Harina de maiz COVENIN 2135:1996 11/16 Mohos
Leche en polvo COVENIN 1481:2001 717 Esporas termdfilas
Pasta alimenticia COVENIN 283:1994 6/6 -
Mortadela COVENIN 1944:2005 17 -
Aerobios, coliformes fecales y
Salchicha cocida COVENIN 412:2005 719 E. coli: 1/9; coliformes: 2/9 y
Mohos: 1/9.
Carne congelada ICMSF, 1986 5/7 Aerobios
Pollo congelado COVENIN 2343:1986 11/11 _
Leche UHT COVENIN 1205:2001 11/12 Aerobios
Atun en conserva COVE2’\12”7\18;]17§865:.1 995y 21920 e
Carne de almuerzo COVE2’\12|;I8:211§§5:?005 y 72—

1"
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Tabla 3.

Valores promedios, desviacion estandar y rango (en paréntesis) de los resultados obtenidos en
muestras de leche UHT y de atin y carne de almuerzo enlatados, comercializados en la red de
mercados del estado Nueva Esparta, periodo 2006-2014.

Aerobios mesofi- Bombaje envases Vacio (mm Examen Esmalte
Producto los (32 °C) pH (a 25° C) después de Hg) microscopico interno
(UFC? 0,1 mL™") incubacion 9 P envases
1,39+2.2 (<
Leche UHT B = | 6,49+0,06 g
(n° = 58) 1- 3’0_X10) (6,39-6.62) N/A N/A N/A N/A
(me=1)
cAotr:anei?a /A 574+032 | TodasT1 (lata 60,98+40,25 Baja carga Todas
(n=102) (5,09-6,76) plana) (25,0-152,4) microbiana bueno
alﬁigric?e(n N/A 6,70 + 0,06 Todas T1 (lata 25 0+0.00 Baja carga Todas
= 5) (6,62-6,79) plana) e microbiana bueno

a UFC = Unidades formadoras de colonias.
n Numero de unidades (envases) en paréntesis.

¢ Valor m = Numero maximo de microorganismos permitido.

d N/A = No aplica.

Por otra parte, en 2 de los 7 lotes de carne con-
gelada se hallaron recuentos de aerobios mesodfilos
superiores al valor m y en otros 2 de los 9 lotes de
salchichas cocidas se incumplieron alguno de los re-
quisitos microbiolégicos recomendados en la norma
respectiva. No se presume que tales recuentos fueran
debidos a fallas durante su manufactura en las plantas
procesadoras de donde provenian, sino que probable-
mente estén asociadas a la no integridad de sus res-
pectivos empaques, bien sea por manejo brusco o des-
cuidado en las etapas de post-procesamiento. Cuando
las muestras fueron recibidas en el laboratorio se de-
tectd que sus envases plasticos presentaban roturas
y asi fueron sefialadas en los respectivos formularios
de certificados de ensayo. Por tanto, es procedente re-
calcar la importancia que debe darse al adiestramiento
del personal que manipula alimentos no solamente al
que trabaja directamente con el producto en las plantas
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procesadoras, sino también al que entra en contacto
con envases individuales o cajas en alguna de las eta-
pas de post-produccion y cadena de comercializacion,
con el fin de proteger la integridad de los envases y
por ende asegurar la conservacién de los alimentos en
ellos contenidos.

Respecto a la harina de maiz precocida, en 5 de
los 16 lotes de este rengldn alimentario se encontraron
recuentos de mohos superiores al valor m especifica-
do en norma. Estos resultados contrastan con los re-
portados por Chavarri y otros @® en la evaluacion que
hicieron de recuentos de mohos sobre cuatro presenta-
ciones comerciales de este tipo de harina. Estos auto-
res hallaron contajes que no sobrepasaron las 4,7 x 10
(UFC g") cifra inferior al valor (m) de 5,0 x 102 UFC g,
fijado en la norma (4. En el estudio que se presenta,
los recuentos oscilaron entre < 10 esty 3,5 x 10° UFC
g’ (Tabla 4).
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Los lotes de harina de maiz estudiados provenian
de 5 empresas comerciales y de acuerdo a los resulta-
dos de la prueba de ANOVA, los recuentos de mohos
fueron significativamente diferentes (P < 0,05) entre
ellas y se conformaron tres grupos homogéneos segun
la prueba a posteriori de rangos multiples. Destacan
los productos analizados de dos de los tres fabrican-
tes evaluados que estan radicados en el estado Por-
tuguesa, Venezuela; uno de ellos debido a que en sus
harinas de maiz no se detectaron mohos y en el otro,
porque de su empresa provenian 4 lotes con recuentos
superiores al valor m en alguna de sus tres unidades
de muestra analizadas.

Por otra parte, se determinaron diferencias signifi-
cativas (P < 0,05) entre los recuentos de mohos y los
lapsos de afos en que se analizaron las muestras. Se
configuraron dos grupos, segun la prueba a posteriori
de rangos multiples, el primero corresponde al trienio
2009 a 2011, con recuentos mas bajos que los obte-
nidos en los trienios 2006 a 2008 y 2012 al 2014. Por
ultimo, no se hallé una evidencia significativa (P > 0,05)
entre los recuentos de mohos y la vida de anaquel que
restaba para cada uno de los lotes de harina de maiz
bajo estudio.

Tabla 4.

Valores promedios, desviacion estandar y rango (en paréntesis) de los resultados obtenidos en
los productos senalados, comercializados en la red de mercados del estado Nueva Esparta, periodo

2006-2014.
Producto Aerobios Mohos Coliformes Coliformes | Escherichia | S. aureus Esporas Salmonella
mesofilos (UFC g-1) (NMPBg™") fecales coli (UFC g) termofilas
(32°C) (NMP g*') (NMP g*') (UFC g)
(UFC=g")
Harina N/A¢ 102+54 N/A 32+1,9 <3+0 N/A N/A Ausente
de maiz (<10 - 3,5 x10%) (<3-2,4x10?%) (m=29)
(n°= 48) (me =5 x10?)
Leche 4,7x10 + 2,7 9+1,3 <3+0 N/A N/A <10+0 |[1,4x10%+2,4x10? Ausente
en polvo (<10-2,5x10?) (<10 - 5,5x10) (m=<3) (m=10) | (<10-1,7x10%)
(n=49) (m =103%) (m=10?%
Pasta 2,8x10+5 <10+0 N/A <3+0 <3+0 <10+0 N/A Ausente
alimenticia | (<10-5,3x10?) (m =103%) (m=9) (m=10?%)
(n=15) (m =10
Mortadela <10+0 <10+0 <3+0 <3+0 <3+0 <10+0 N/A Ausente
(n=3) (m=10% (m=10?%) (m=29) (m=<23) (m=<23) (m=10?%)
Salchicha 2,3x10%+ 7,4 1,4x10 + 3,5 4+21 3+1,1 3+1,08 <10+0 N/A Ausente
cocida (1,5x10-7,3x10%) | (<10 —1,1x10%)| (< 3 —4,3x10) (<3-4) (<3-4) (m=10?%)
(n =26) (m =10%) (m=10?%) (m=29) (m=<3) (m=<3)
Carne 7,8x10% + 35 N/A N/A N/A N/A N/A N/A Ausente
congelada | (60-2,2x107)
(n=23) (m = 5x10°%)
Pollo 3,6x10% + 6 N/A N/A N/A N/A N/A N/A Ausente
congelado | (60— 2,1x10°%)
(n=238) (m = 5x10°%)
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La preocupacion por la presencia de este grupo de
microorganismos en la harina de maiz precocida, radi-
ca en que algunas especies producen micotoxinas que
representan un peligro latente para la salud humana
y aunque su ingestion en dosis pequefias no produ-
ce sintomas clinicos evidentes, con el transcurrir del
tiempo puede acarrear graves consecuencias sobre la
calidad y durabilidad de la vida ?", en particular sobre
la de la poblacién venezolana que basa su nutriciéon en
este renglén alimenticio, pues aun cuando el consumo
diario per capita ha disminuido en los ultimos meses
@8 ]a ingesta diaria por persona fue de 51,58 g durante
el primer semestre 2014.

La presencia de mohos en la harina de maiz suele
darse cuando los granos de maiz con que se elabo-
ra la harina se contaminan bien sea antes o después
de la cosecha, generalmente por una conjuncién de
factores, entre ellos los danos ocasionados por insec-
tos que facilitan la entrada de las esporas de mohos y
provocan un aumento de humedad por presencia de
larvas @9, En las zonas de cultivo de maiz las esporas
de los mohos suelen ser diseminadas por vientos y llu-
vias. Los mohos micotoxigénicos involucrados en los
alimentos para humanos pertenecen principalmente a
tres géneros: Fusarium, Penicillium y Aspergillus (30).
Mientras las especies de Fusarium dafian las plantas y
producen las micotoxinas antes o inmediatamente des-
pués de la cosecha, las correspondientes a Penicillium
y Aspergillus se encuentran comunmente como conta-
minantes de productos alimenticios durante el secado
y posterior almacenamiento, siendo necesaria la adop-
cion de buenas practicas de agricultura durante las
etapas de cultivo, cosecha, transporte, procesamiento
y almacenamiento ©, para reducir el riesgo de conta-
minacién por micotoxinas en productos tales como la
harina de maiz precocida. Esto es imprescindible si los
empresarios del pais quieren adecuar sus productos
a las exigencias fijadas por organismos internaciona-
les para poder participar en intercambios comerciales,
como por ejemplo, con paises miembros de Mercosur.

En alusion a la leche en polvo, 10 de los 17 lotes
(Tabla 2) presentaron recuentos de esporas termofilas
superiores al valor m senalado en la norma venezo-
lana con caracter de recomendacién (). El origen de
estos indicadores pudiera estar tanto en los ambientes
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donde se obtiene la materia prima, por ejemplo en las
granjas, alimentos para animales, fallas en limpieza y
desinfeccion de los ambientes de ordefio, asi como por
no limpiar e higienizar adecuadamente las ubres y pe-
zones de vacas, equipos de ordefio o cisternas utiliza-
das para transportar la leche a las plantas de procesa-
miento ¢2 33349 También pudiera serlo la no aplicacion
de buenas practicas higiénicas durante su manufactura
9, pues las esporas termdfilas son capaces de vivir
en intercambiadores de calor, evaporadores y otros
equipos utilizados en industrias lacteas, que tipicamen-
te operan entre 45 y 75°C @530 Desde estos lugares
recontaminan la leche con la que entran en contacto
debido a las bio-peliculas que se forman sobre sus su-
perficies de acero inoxidable 337,

Se estima que el origen de las esporas termofilas
en los productos considerados en este trabajo, también
pudiera ser la no observancia de las normas de buenas
practicas de manufactura en las empresas empacado-
ras que trasvasaron la leche en polvo importada desde
los sacos de papel de unos 25 Kg o mas, a los empa-
ques de un kilogramo, para su venta al detal.

Los resultados hallados alertan sobre la necesidad
de identificar y corregir las causas de tal incumplimien-
to @8, pues un numero elevado de esporas termdfilas
podrian tener consecuencias econdmicas ©%, La prin-
cipal bacteria termdfila detectada en productos lacteos
pertenece al género de Bacillus ¢4, Las esporas al
germinar una vez reconstituida la leche en polvo, en
caso de mantenerla en condiciones que les sean fa-
vorables, dan como resultado un alto numero de bac-
terias, produccion de enzimas, de acidos y de sabores
anormales en el producto ¢4 3741,

Al aplicar ANOVA (una via) a los recuentos de
esporas termdfilas vs las 9 fabricas de leche en polvo
instaladas en el pais y una en Argentina cuyos produc-
tos fueron evaluados en el presente trabajo, se deter-
minaron diferencias significativas (P < 0,05). Después
la prueba a posteriori de rango multiple precisé varios
grupos (P < 0,05). De ellos, los promedios mas eleva-
dos pertenecian a un fabricante establecido en el Edo.
Monagas y a otro del Edo. Aragua, mientras que los
menores promedios lo presentd un producto lacteo pro-
cedente del Distrito Capital.
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Igualmente se encontraron evidencias significati-
vas (P < 0,05) entre los recuentos de esporas termo-
filas y la vida de anaquel que restaba para cada uno
de los lotes de leche en polvo evaluados. Como era de
esperarse, los productos que contaban con una vida de
almacenamiento mayor, ostentaron los recuentos mas
bajos. También se detectaron diferencias significativas
(P < 0,05) entre los recuentos de esporas termofilas y
los lapsos de afios en que se analizaron las muestras.
En este caso, segun la prueba a posteriori de rangos
multiples, los lotes evaluados en el trienio 2006 a 2008,
fueron estadisticamente diferentes (P < 0,05) a los co-
rrespondientes a los otros dos trienios (2009 a 2011 y
2012 a 2014), pues estos ultimos presentaron recuen-
tos mas bajos que los del primer lapso.

Por lo anteriormente sefnalado se concluye que no
todos los renglones alimentarios comercializados en el
estado Nueva Esparta que fueron evaluados durante
2006 a 2014, cumplieron con los requisitos microbiol6-
gicos de las normas venezolanas, particularmente los
de harina de maiz y leche en polvo. Esto pudiera ser
ocasionado por fallas de control durante la cadena de
produccion o re-envasado, temperaturas de almacena-
miento o comercializacion tanto de las materias primas
como de los productos terminados.
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Determinacion de la dureza total en agua
con EDTA empleando una soluciéon
amortiguadora inodora de borato.

Total hardness water determination by EDTA using a olorless buffer borate

TarcisioJ CapoTe L', Sapa B Matute P?, Jesus R RoJas V?
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RESUMEN

La determinacion de Dureza Total con EDTA en agua
usando una solucién amortiguadora de amonio pH 10
tiene la desventaja de generar vapores de gas amonia-
co que suelen ser molestos o ser potencialmente dafii-
nos para el sistema respiratorio del operario. El objetivo
de este estudio fue utilizar una solucion amortiguadora
inodora de borato pH 10 en sustitucion de una solucion
amortiguadora de amonio a pH 10 para la determinacién
de la dureza total en agua por la metodologia de la norma
COVENIN 2408-86 y determinar si existia diferencia es-
tadisticamente significativa entre ambos procedimientos.
Se determind la Dureza Total usando la solucién amorti-
guadora inodora de borato en 13 muestras de agua con
diferentes grados de dureza (suave, dura y muy dura); los
resultados obtenidos se compararon con los valores del
procedimiento de referencia. La solucion amortiguadora
permitié una visualizacion rapida y definida del punto
final durante la ejecucion de la determinacion volumétrica,
los resultados mostraron que no existe diferencia estadis-
ticamente significativa (p<0,05) en los valores de dureza
al emplear ambas soluciones amortiguadoras. Se conclu-
y6 que el empleo de la solucion amortiguadora inodora de
borato para la cuantificacion de dureza total en agua es
una alternativa a la solucion amortiguadora de amonio.
Palabras Claves: Analisis del agua, Calidad del agua,
Dureza total del agua, iones de calcio, iones de magnesio,
tampodn inodoro, solucion amortiguadora de borato.

A
ABSTRACT
Total Hardness determination EDTA in water using am-
monium buffer solution pH 10 has the disadvantage of
generating ammonia gas vapors are usually upset or be
potentially harmful to the respiratory system operator. The
aim of this study was to use a buffer solution pH 10 borate
odorless replacing ammonium buffer solution at pH 10 for
the determination of total water hardness in the methodo-
logy of COVENIN 2408-86 standard and determine whe-
ther there was difference statistically significant between
the two procedures. Total Hardness was determined using
borate buffer odorless in 13 water samples with different
degrees of hardness (soft, hard and very hard); the re-
sults obtained were compared with the reference method
values. The buffer allowed rapid and sharp display of the
end point during the execution of the volumetric determi-
nation, the results showed that there was no statistica-
lly significant difference (p< 0,05) in hardness values by
using two buffers. It was concluded that the use of borate
buffer odorless for quantification of total hardness water is
an alternative to the ammonium buffer.
Keywords: Water analysis, Water Quality, Total hardness
in water, calcium ions, magnesium ions, buffer olorless,
borate buffer.
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INTRODUCCION

El agua proveniente de fuentes naturales es una
mezcla compleja de compuestos quimicos en solucion
y solidos suspendidos que requiere para su caracteri-
zacion de analisis microbioldgicos, fisicos y quimicos
™. Uno de estos ensayos, que representa un parametro
indicador de la calidad de las aguas industriales y de
consumo, es el denominado Dureza.

El término Dureza se ha utilizado tradicionalmente
para referirse a los cationes alcalinotérreos que se ha-
yan disueltos en el agua. Cuando se denomina Dureza
Total, se refiere a la concentracion total de iones cal-
cio y magnesio. También, se emplea el término Dureza
Temporal para indicar la concentracion de calcio y mag-
nesio disueltos que precipitan en forma de carbonatos;
lo cual ocurre cuando, por efecto del calentamiento del
agua a ebullicion, se desplaza el equilibrio y se favo-
rece la conversion del hidrogeno carbonato, HCO3-, en
carbonato, CO,?. La concentracion de iones calcio y
magnesio que permanecen en solucion luego de so-
meterse a ebullicién el agua es denominada Dureza
Permanente. Los iones de alcalinotérreos presentes
en el agua son producidos cuando acidos disueltos en
el agua entran en contacto con rocas calizas (2):
CaCO?(s) (caliza) +CO,+ H,0 6 Ca*+_ +2 HCO,

En algunas zonas del pais el agua posee eleva-
dos valores de Dureza Total que causan problemas
domeésticos o afectan de manera desfavorable los pro-
cesos industriales. Por ejemplo, para el estado Lara
se reporta la formacién de residuos en la ropa lavada,
utensilios de cocina y obstruccion de tuberias @), en el
Distrito Capital es causa de incrustaciones en calderas
e intercambiadores de calor por la formacién de costras
de material sdlido en las tuberias de la industria farma-
céutica ®, encarece el proceso de tefiido de la industria
textil ® y en el estado Falcon afecta los intercambiado-
res de calor usados en la refinacion de petréleo ©).

Aunque diversos iones metalicos polivalentes di-
sueltos en el agua son causantes de la dureza, las ele-
vadas concentraciones de iones calcio y magnesio en
comparacion a los iones restantes hacen que la Dureza
Total, en términos analiticos, sea expresada solo por
el contenido de calcio y magnesio. La determinacion en
el laboratorio de la Dureza Total del agua se hace por
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complexometria empleando acido etildiaminotetraacé-
tico, EDTA, siendo el método oficial de la American
Society for Testing and Materials, ASTM, D1126-02 @,
Comision Venezolana de Normas Industriales, COVE-
NIN, 2408-86 ®y 2771-91 ©),

El EDTA es un acido débil con capacidad para
formar compuestos complejos en proporcion 1:1 con
iones metalicos como Mg*2, Ca*?, Ba*?, Fe*3, V*3, Th*,
La extension de la reaccién esta muy influida por el pH
del medio, de forma que para cationes tetravalentes
se favorece su formacién en disoluciones cercanas a pH
1, cationes trivalevalentes en disoluciones ligeramente
acidas y para cationes divalentes en un medio basico
(19, La deteccioén del punto final de la valoracion se con-
sigue con el empleo del indicador negro de eriocromo
T el cual posee un rango de viraje de color azul cuan-
do se encuentra libre a rojo cuando forma el complejo
metalico.

Como se sefialé en el parrafo anterior el pH del
medio de reaccion es un factor critico para que la re-
accion entre el EDTA y el ion metalico sea completa,
razon por la cual en la determinacion de la Dureza To-
tal se debe ajustar en pH 10,1 con el empleo de una
solucién amortiguadora o buffer. La acidez del medio a
este pH solo permite formar un complejo estable entre
el EDTAY los iones Ca*?y Mg*2. Ademas para ese pH,
en una curva tipica de valoracion de calcio, en la cerca-
nia del punto final el punto de inflexion es muy amplio,
de 4,0 a 4,5 unidades logaritmicas " lo que minimiza
el error de titulacion. El control de pH en la disolucion
se logra con el empleo de una solucién amortiguadora
compuesta de amoniaco e i6n amonio (buffer amonia-
co/amonio) que tiene un rango de regulacion de entre
pH 8,2 y 10,2; ademas con su uso se asegura que el
Mg*? permanezca en solucion formando el complejo
amino y no precipite como Mg(OH)2 (2,

Del empleo de la solucion amortiguadora de amo-
nio es caracteristico el olor de los vapores de amoniaco
que se desprenden de la solucién; siendo conocido que
es un gas irritante que puede ser molesto para el ope-
rario o incluso ser causa de una reaccion inflamatoria
en la piel o las mucosas durante exposiciones prolon-
gadas ™. Aunque el umbral de olor del amoniaco esta
determinado en 17 mg/mm?® los maximos de segu-
ridad recomendados por las organizaciones de salud
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varian, asi para la Occupational Safety and Health Ad-
ministration, OSHA, el limite permisible es de 35 mg/
mm?3y para la National Institute for Occupational Safety
and Health, NIOSH, de 18 mg/mm?® de manera que el
olor no debe confiarse como advertencia para exposi-
ciones potencialmente peligrosas . Una desventaja
adicional del empleo de buffer amonio en nuestro pais
es la restriccion de comercializacién que lo hacen un
reactivo de dificil acceso, por estar clasificada como
una sustancia quimica controlada y sujeta a un régi-
men legal especial en la Ley Organica de Drogas (9.

Como alternativa al empleo del buffer amonio las
normas COVENIN @9 y |a American Public Health As-
sociation, APHA, (® permiten la sustitucion de dicho
buffer por otro de olor reducido, recomendando el uso
de una solucion buffer de 2-aminoetanol o sus prepara-
ciones comerciales disponibles. Una desventaja anali-
tica del uso del buffer de 2-aminoetanol que sefiala la
norma COVENIN 2408-66 es la lentitud de su reaccion
de titulacion lo cual podria conducir a un error en la
determinacion del punto final. Por otra parte, el 2-ami-
noetanol es un reactivo que posee ciertas limitaciones
por ser inflamable, higroscépico y propenso a la des-
composicién con la exposicion al aire y la luz; tampoco
es completamente inodoro debido que posee un ligero
olor a amoniaco.

En la determinacion de Dureza Total Millan y col.
(") utilizaron como solucion reguladora un buffer borato
pH 10 en un estudio comparativo en aguas de diferen-
tes localidades de Venezuela, pero en el trabajo no
justificaron su empleo ni validaron o sefialaron referen-
cia alguna que sustentara la modificacion realizada a la
metodologia establecida por la Comisiéon Venezolana
de Normas Industriales (COVENIN).

El buffer borato es una solucién reguladora forma-
da por el equilibrio entre el acido boérico, H,BO,, y su
sal. El 4cido bdrico es un acido débil con una constante
de disociacion de K_ = 5,81 10", valor del mismo or-
den de magnitud a la constante del idn 2-aminoetanol
K,= 3,18 107°. Esta caracteristica de ambos compues-
tos es la que permite que desarrollen su mayor capa-
cidad amortiguadora en las cercanias del pH 10 como
es requerido en el ensayo de dureza total con EDTA.
Como el acido boérico no forma compuestos insolubles
con el calcio tampoco existe la posibilidad de inter-

ferir en la reaccion analitica. Ademas, el acido bérico
es una sustancia de baja peligrosidad y riesgo que no
se encuentra sometida a restricciones legales de uso
y por lo tanto de facil adquisicién, lo que representa
una alternativa al empleo de buffer amonio/amoniaco
0 de 2-aminoetanol. En razén de las desventajas para
la salud y limitaciones de uso que implican el empleo
del buffer amonio en el laboratorio de analisis quimico,
en este trabajo se evalla la factibilidad del empleo de
un buffer de borato para sustituir el buffer de amonio/
amoniaco en la determinacion de dureza total en agua
naturales y de consumo de diferentes grados de dure-
za provenientes del estado Lara y la region andina del
pais.

MATERIALES Y METODOS
Equipo

Se utilizé un pHmetro marca ORION 420 con elec-
trodo TRIODE pH/ATC para la determinaciones de pH
y un conductimetro HANNA HI216 con sonda de cuatro
anillos para las determinaciones de conductividad.

Soluciones amortiguadoras o buffer
La soluciéon amortiguadora de amonio o buffer
amonio se hizo pesando 70 gramos de cloruro de amo-
nio (NH,CI) y 570,0 mL de solucion concentrada de
amoniaco (NH,) aforando con agua destilada libre de
CO, a un litro. La solucion se conservo en frasco de
borosilicato y utilizé en un tiempo no superior a los 30
dias luego de su preparacion, como recomienda la
norma COVENIN 2408-86 (8) y COVENIN 2771-91 ©,
La solucion amortiguadora de borato o buffer bo-
rato se hizo a partir de dos soluciones, una de acido
borico, H,BO,, al 0,1 mol/L y otra de hidroxido de pota-
sio, KOH, al 0,1 mol/L, ambas con agua libre de CO,,.
Luego se mezclaron 16,0 mL de la solucién de &cido
bérico y 14,0 mL de la solucion de hidroxido de potasio,
con lo cual se obtuvo una solucién de buffer borato de
pH 10,1 la cual se utilizé para la cuantificacion de la
dureza total.

Indicador

Se utilizé negro de eriocromo T, de acuerdo con lo
sefialado por la norma COVENIN 2408-86 ©,
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Soluciéon de Mg-EDTA

Se disolvieron 1,179 g de sal disédica de EDTA 'y
0,664 g de MgCl en 50 mL de agua destilada libre de
CO,. A continuacién se completé a un volumen de 250
mL con solucién de buffer amonio o buffer borato.

Solucién estandar de EDTA

La solucion de EDTA se hizo a partir de una am-
polla Titriplex (Merck) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Muestras de agua

Se recolectaron las muestras de agua siguien-
do el protocolo establecido en la norma COVENIN
2709:2002 ® y se mantuvieron en sus respectivos en-
vases plasticos hasta el momento de analisis. Un total
de trece muestras de agua potable fueron colectadas
entre noviembre de 2013 y marzo de 2014, provenien-
tes del acueducto de la ciudad de Mérida, Municipio
Libertador y la ciudad de Mucuchies, Municipio Rangel,
estado Mérida; de la ciudad de El Tocuyo, Municipio
Moran, Barquisimeto, Municipio Iribarren, Cabudare,
Municipio Palavecino y el agua envasada de Barinas,
estado Barinas . Una muestra de agua proveniente del
estado Lara fue sometida a ebullicién (Acueducto 6)
para la determinacién de su Dureza Temporal.

Determinacién del pH

Se determind por el método potenciométrico con
un pHmetro con electrodo integrado de temperatura,
calibrado con soluciones patrén pH 4 y 10 segun indi-
caciones del fabricante del instrumento en concordan-
cia con lo establecido con el procedimiento COVENIN
2462:2002 9,

Determinacién de la conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica se realiz6 con un con-
ductimetro de cuadruple rango calibrado siguiendo ins-
trucciones del fabricante y las recomendaciones esta-
blecidas en la norma COVENIN 3050-93 @0

Determinacién de la Dureza Total

El método de referencia para las determinaciones
de la Dureza Total, usando buffer amoniaco/amonio en
concordancia con las normas COVENIN @9, fue deno-
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minado COVENIN 2408-86. En los ensayos propues-
tos siguiendo el procedimiento COVENIN 2408-86 ®y
COVENIN 2771-91 © pero empleando buffer borato, se
denominé COVENIN 2408-86 modificada. Cada mues-
tra de agua fue analizada por quintuplicado.

Estabilidad del buffer borato en el tiempo

Una solucion de buffer borato se conservé por un
tiempo de 8 meses en recipientes de borosilicato, uno
transparente y otro color ambar con tapon de silicon.
Se midio el pH al inicio y al final del periodo. Se utilizo
en la determinacién de dureza en las aguas del ensayo
y se compard con los resultados de la determinacién
con un buffer amonio.

Anadlisis estadistico

Se utilizé el SPS versién 10.0 para la prueba t-stu-
dents y el Microsoft office Excel 2007 para la curva de
correlacion entre el método de referencia y el método
propuesto.

RESULTADOS

La identificacion de las muestras de agua emplea-
das en el presente trabajo se muestra en la Tabla N° 1
donde se indica procedencia, pH y conductividad. Las
aguas son ligeramente acidas o basicas con valores de
pH comprendidos entre los valores extremos de 6,38 y
8,01. Con respecto a la conductividad se observa un
amplio margen de diferencia entre las aguas prove-
nientes del estado Lara con valores de conductividad
entre 720 y 1810 ys/cm en comparacion a las origi-
narias de los estados Barinas y Mérida cuyos valores
estan entre 20 y 120 ps/cm. Para la muestra de agua
Acueducto 6 que fue sometida a ebullicion (denomina-
da Acueducto 7) se observé un incremento del pH y
la reduccion de la conductividad luego del tratamien-
to. La diferencia de Dureza Total Acueducto 6 contra
Acueducto 7 representa su Dureza Temporal debida a
hidrogeno carbonato.
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rato.

Tabla N° 1
Lugar de procedencia, pH y conductividad eléctrica de las aguas
Origen _ Proced_er_w_ia oH Conductividad
Localidad, Municipio, estado ps/cm
Pozo profundo El Tocuyo, Moran, Lara 8,01 1810
Acueducto 1 Urb. Ch Bricefno, Palavecino, Lara 6,38 930
Acueducto 2 Agua Viva, Palavecino, Lara 6,42 730
Acueducto 3 Tarabana 1, Palavecino, Lara 7,10 720
Acueducto 4 Tarabana 2, Palavecino, Lara 6,58 750
Acueducto 5 Urb. La Mora 1, Palavecino, Lara 6,28 970
Acueducto 6 Urb. La Mora 2, Palavecino, Lara 6,87 920
Acueducto 7 Urb. La Mora 2H, Palavecino, Lara* 7,75 820
Acueducto 8 Ruezga Sur, Iribarren, Lara 6,80 970
Acueducto 9 Santa Rosa, Iribarren, Lara 6,57 1300
Acueducto 10 Cerrajones, Iribarren, Lara 6,80 970
Acueducto 11 Milla, Libertador, Mérida 6,58 120
Acueducto 12 Muchuchies, Rangel, Mérida 6,92 90
Envasada 13 Barinas, Barinas, Barinas 6,99 20
Tabla N° 2
Dureza Total de las aguas
Los resultados cuantitativos de la Dureza Total
en las muestras de agua utilizando el método oficial Dureza t°ta'iD(E: (Desviacién Estandar)
COVENIN 2408-86 con buffer amonio y con el mé- Origen (Caco, mgll)
todo COVENIN 2408-86 modificado con buffer borato Buffer amonio Buffer borato
se muestran en la Tabla N°2. Durante el desarrollo del
ensayo de la Dureza Total utilizando el buffer borato, la Pozo profundo 10590+ 12,83 10456 +14.3a
solucién analizada mostré un cambio rapido de color Acueducto 1 4544 £ 11,50 4608 +3,3
azul y un nitido punto final de la titulacion. Acueducto 2 3976+78c 392,0£4,9c
La prueba de t-student para comparar las medias Acueducto 3 3766 £9,2d 371,2£5,2d
de las durezas totales de cada una de las aguas a un Acueducto 4 408,8 + 3,3e 408,0 + 5,9
nivel de confidencia p< 0,05 no mostro diferencia es- Acueducto 5 496,9 + 5,9f 493,6 + 9,0f
tadisticamente significativa en ningun caso para la de- Acueducto 6 516,8 + 4,49 512,0 £ 8,09
terminacion empleando el procedimiento de la norma Acueducto 7 444,0 £ 1,0h 4448 +4,0h
COVENIN 2408-86 con buffer amonio contra la Norma Acueducto 8 2224 + 3.6i 220,0 + 5,6i
COVENIN 2408-86 modificada empleando buffer bo- Acueducto 9 625,6 + 2,2j 632,8 £ 5,2
Acueducto 10 157,6 + 6,0k 154,4 + 3,6k
Acueducto 11 32,8 +1,8m 28,0 £4,9m
Acueducto 12 32,0£2,8n 30,4 £2,2n
Envasada 13 20,0 +2,8r 20,0 £2,8r

n=5 para cada muestra de agua. Pares de valores con la misma letra no difie-
ren estadisticamente (p< 0,05)
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La comparacion grafica entre el método oficial CO-
VENIN 2408-86 y el método COVENIN 2408-86 modifi-
cado mostré una correlacion de R= 0,999 y una curva
lineal con la ordenada en el origen, y=0,994x.

1200,0

y=0,994x

2
1000,0 R?=0,999 A

800,0
600,0 /
400,0 /

200,0 /

0,0 /
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Método COVENIN2408-86 modificado

Método COVENIN 2408-86
CaCO3 pg/mL

Grafico N° 1 Correlacion de resultados entre el
método de referencia y el método propuesto

La estabilidad de la solucion buffer se evaluo luego
de conservarse por el tiempo de 8 meses. En la Tabla
N° 3 se observan los valores de pH en el momento ini-
cial de su elaboracion y a los ocho meses, se puede
notar que no se encontraron diferencias significativas
a p< 0,05.

Tabla N° 3
Estabilidad del pH en el tiempo

pH
Recipiente Inicial 8 meses
Transparente 10,00 9,75
Ambar 10,00 9,84

Al comparar la capacidad buffer de la solucién
conservada durante 8 meses con una solucién fresca
de buffer amonio, el promedio para 5 determinaciones
no mostré diferencias estadisticamente significativas a
p=< 0,05, ver Tabla N° 4,
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Tabla N° 4
Capacidad buffer transcurridos 8 meses

Dureza total (mg/L)

Buffer amonio | Buffer borato Buffer borato vidrio
vidrio transparente | ambar
412,8+6,4 410,4 + 8,6 411,2+5,3
n=5
DISCUSION

Las caracteristicas de las aguas en cuanto los te-
nores de pH mostrados en la Tabla N°1 concuerdan
con los valores esperados para las localidades estudia-
das de acuerdo con un estudio previo realizado en el
pais ('"). De las aguas analizadas, tres (Acueducto 1, 2,
5) mostraron un valor de pH inferior al rango de pH 6,5-
8,5 establecido en la legislacion para el agua potable.
La conductividad eléctrica de las aguas del estado Lara
es elevada en comparacion al agua de la region andi-
na, lo que indica una mayor presencia de solidos solu-
bles. La Dureza Total y la conductividad en la muestra
Acueducto 7 son reducidas como consecuencia de la
precipitacion de sales insolubles por incremento de la
concentracion de CO,* a expensas del H,CO@ disuel-
to en la solucion, un comportamiento esperado en las
aguas ricas en carbonatos del estado Lara. El incre-
mento del pH luego del calentamiento de Acueducto
6 se explica por el desplazamiento del equilibrio en la
reposicion del dioxido de carbono en solucion, CO2@),
desprendido durante el calentamiento;

CO2@) + OH <« HCO, __, @".

3 (ac)

La Dureza Total en las aguas estudiadas compren-
di6 un amplio rango, desde 20 a 1045 mg/l CaCO,. mg/|
CaCQO,. La comparacion estadistica del Método COVE-
NIN 2408-86 y COVENIN 2408-86 modificado se ob-
serva en la Grafica N° 1. En el eje de las abscisas se
encuentran los valores obtenidos con el buffer amonio
y en las ordenadas para el buffer borato. Se obser-
va el ajuste a una curva lineal que pasa por el origen
(Y=0,994X) con un coeficiente de correlaciéon de 0,999
con lo cual se corrobora que entre el método oficial y el
método modificado no existen diferencias estadisticas.




TARCISIO J CAPOTE L., SAIDAB MATUTE P., JESUS R ROJAS V. Determinacién de la dureza total en agua
con EDTA empleando una solucién amortiguadora inodora de borato. Rev. Inst. Nac. Hig. “Rafael Rangel”, 2015; 46(1-2):17-24

Respecto a la estabilidad en el tiempo, el buffer
borato se conservo inalterado por un tiempo de 8 me-
ses, un lapso muy superior a los 30 dias maximos de
almacenamiento recomendado para el buffer amonio.

En el desempeno de la titulacion, se observé que
el buffer de borato permite un desarrollo adecuado de
la titulacién con una rapida y clara visualizacion del
punto final.

CONCLUSIONES
Al considerar los objetivos de este estudio y los

resultados obtenidos se tienen las siguientes conclu-

siones:

1. La Dureza Total de agua determinada por el méto-
do COVENIN 2408-86 modificado utilizando buffer
borato no mostré diferencia estadisticamente sig-
nificativas (p< 0,05) con el método de referencia
COVENIN 2408-86 en todo el rango de Dureza
Total evaluado.

2. Se propone el uso del buffer borato en la deter-
minacion de la Dureza Total en agua con EDTA
como alternativa a la solucion buffer amonio.
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Estudio comparativo de la sensibilidad entre
el cultivo y la reaccion en cadena de
la polimerasa para la deteccion de Bordetella
pertussis a partir de muestras de hisopado
nasofaringeo.

Comparative study of culture and sensitivity polymerase chain reaction in the diagnosis of
Bordetella pertussis from nasopharyngeal swab specimens.
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RESUMEN

La tosferina es una enfermedad infecciosa causada por
Bordetella pertussis, que se diagnostica mediante el culti-
vo como técnica de referencia, la cual tiene como limitante
una baja sensibilidad. Es debido a esto, que el presente
trabajo se centr6 en evaluar a la técnica de PCR a punto
final amplificando las secuencias 1S481 y PT, como una
metodologia alternativa diagnostica a partir de 100 mues-
tras pareadas de hisopado nasofaringeo de pacientes
provenientes de distintas regiones de Venezuela. Dichas
muestras pareadas constaron de un hisopado para reali-
zar el cultivo bacteriano y el otro para la deteccion de ADN
especifico. La identificacion microbiolégica de B. pertussis
incluy6 el aislamiento del microorganismo en agar Re-
gan-Lowe, identificacion bioquimica y la confirmacion por
coaglutinacion. El analisis de los resultados fue realizado
empleando el programa SPSS 21.0.0., usando como he-
rramienta estadistica el test de McNemar. La sensibilidad
obtenida por el protocolo de PCR a punto final fue 50%, en
concordancia con reportes previos. De acuerdo al valor de
p=0,002 obtenido, la deteccion de B. pertussis mediante
los dos métodos presentd una diferencia para el diagnds-
tico de tosferina estadisticamente significativa, por lo que

|

ABSTRACT

Whooping cough is an infectious disease caused by Bor-
detella pertussis, diagnosed by culture as a reference te-
chnique, which has low sensitivity as limiting. It is becau-
se of this that the present work focused on evaluating the
PCR technique endpoint amplifying IS481 and PT sequen-
ces, as an alternative methodology diagnostic from 100
paired samples of nasopharyngeal swabs from patients
from different regions of Venezuela. Such paired samples
comprised a swab for bacterial culture and the other for
detection of specific DNA. Microbiological identification of
B. pertussis included the isolation of the microorganism in
agar Regan-Lowe, biochemical identification and confir-
mation by Coagglutination. The analysis of the results was
performed using the SPSS program 21.0.0., as a statistical
tool using the McNemar test. The sensitivity obtained by
the PCR protocol endpoint was 50%, consistent with pre-
vious reports. According to the value of p = 0.002 obtained,
detection of B. pertussis by the two methods showed a
difference for the diagnosis of pertussis statistically signifi-
cant, so it is not indifferent both diagnostic techniques em-
ployed. However, it is recommended to use both methods
in combination to increase the likelihood of diagnosis.

Laboratorio de Aislamiento e Identificacion Bacteriana. Departamento de Bacteriologia. Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”.
Catedra de Bioquimica “A”, Escuela de Bioandlisis. Facultad de Medicina. Universidad Central de Venezuela.
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no es indiferente emplear ambas técnicas diagnosticas.
Sin embargo, se recomienda emplear en forma combina-
da ambas metodologias para incrementar la probabilidad
de realizar el diagnostico.

Palabras Claves: Bordetella pertussis, cultivo microbiold-
gico, PCR, sensibilidad diagnéstica, tosferina, gen 1S481,
gen PT.

INTRODUCCION

La tosferina es una enfermedad muy contagiosa,
con tasas de ataque de hasta el 80% en personas sus-
ceptibles (V' y que en Venezuela se incluye dentro del
llamado sindrome coqueluchoide ?. La enfermedad es
causada por la bacteria Bordetella pertussis que es un
bacilo aerobio, Gram-negativo, pleomarfico, no movil,
que afecta exclusivamente al ser humano. Se estima
que cada afio se presentan entre 20 y 40 millones de
casos de infecciones por B. pertussis en el mundo, de
las cuales el 90% ocurre en paises en desarrollo ©.
Adicionalmente, se ha evidenciado que aproximada-
mente un 70% de los casos de tosferina se presentan
en lactantes ™.

El aislamiento en cultivo representa el procedi-
miento de referencia para el diagndstico microbiolégico
de la infeccion por B. pertussis®. Sin embargo, pese a
que posee una especificidad de 100%, la sensibilidad
suele ser muy baja, llegando a alcanzar cifras de 12 a
26% &% 7. Debido a esto, la técnica de PCR a punto
final ha sido ampliamente utilizada en el diagndstico de
B. pertussis ya que ha demostrado ser mas sensible
que el cultivo y que la serologia en la fase paroxistica;
obteniéndose resultados con una sensibilidad de 21 a
61% © y de una manera mas rapida (24 o 48 horas).
Para el diagndstico molecular se han reportado dife-
rentes secuencias diana en el genoma de B. pertussis,
sin embargo, algunos investigadores sefialan a la se-
cuencia de insercion altamente repetida 1IS481 como el
blanco idéneo para su deteccion por su alto numero de
copias ®. Otros blancos de amplificaciéon usados son
la region promotora del gen que codifica para la toxina
pertussis (PT) el cual es especifico para B. pertussis
©), asi como el gen de la adenilatociclasa (1. De dicho
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PCR, diagnostic sensitivity, whooping cough, 1S481 gene,
PT gene.

genoma, la region 1S481 y la del gen promotor de la
toxina pertussis, son los blancos mas frecuentemente
utilizados en la deteccién molecular de B. pertussis al
obtenerse mejores resultados en muestras clinicas, por
ser altamente sensibles y especificos al usarse conjun-
tamente 1. 12),

El manejo efectivo de los brotes de tosferina, con-
siderado un problema de salud publica, requiere un
diagnostico altamente sensible y especifico que permi-
ta iniciar las medidas necesarias para su resolucion ('),
Sin embargo, es importante destacar que la ausencia
de un buen estandar de referencia, ha dificultado la
evaluacion e implementacion de la PCR como método
diagndstico (12

Con la finalidad de promover el desarrollo de téc-
nicas que permitan un diagnéstico altamente sensible
y especifico para adecuar los esquemas de tratamiento
de una manera rapida e igual de eficaz, el objetivo del
trabajo fue la evaluacion de la sensibilidad y especifici-
dad de técnicas moleculares implementadas por el La-
boratorio de Aislamiento e Identificacion Bacteriana del
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”’, en com-
paracion al cultivo microbiolégico, para la deteccion de
B. pertussis en muestras de hisopados nasofaringeos.

MATERIALES Y METODOS

Poblaciéon y muestra

Se seleccionaron 100 muestras pareadas al azar
de hisopados nasofaringeos del banco de muestras del
Laboratorio de Aislamiento e Identificacion Bacteriana
del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”, las
cuales fueron tomadas empleando hisopos de alginato
de calcio e hisopos de dacrén, para el cultivo de B.
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pertussis y la determinaciéon por PCR, respectivamen-
te; procesandose un total de 200 muestras recibidas en
un periodo comprendido entre los afios 2011 y 2013.

Para este estudio se incluyeron unicamente mues-
tras pareadas de pacientes definidos por el médico
tratante como caso sospechoso o caso probable de
padecer el sindrome coqueluchoide @ y provenientes
de diversas partes de Venezuela; sin importar el grupo
etario, sexo o condicidon socioecondmica.

Los hisopos de dacron fueron almacenados a
-20°C, mientras que los hisopos de alginato de calcio
en agar Regan-Lowe fueron conservados a 4 °C hasta
Su procesamiento.

PROCEDIMIENTOS

Diagnoéstico microbiolégico

La identificacion de especies de B. pertussis a par-
tir de hisopados nasofaringeos de alginato de calcio,
incluyo el aislamiento del microorganismo en cultivo de
agar-carbon Regan Lowe suplementado con 10% de
sangre de caballo y cefalexina (40 mg/L), elaborado en
el Laboratorio de Medios de Cultivo del Instituto Na-
cional de Higiene “Rafael Rangel”. Es importante men-
cionar, que toda muestra donde aparecieran colonias
sospechosas en el agar Regan-Lowe, con morfologia y
tincion de Gram sugestiva, asi como bioquimicamente
mostrara actividad catalasa positiva, oxidasa positiva y
ureasa negativa, ademas de una aglutinacion aprecia-
ble mediante el analisis con antisueros Difco® (Becton,
Dickinson and Company), se considerd positiva para el
cultivo de B. pertussis.

Diagnéstico molecular

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de los hi-
sopados nasofaringeos, empleando el kit de extraccion
por método de columna de silica-gel, de marca QIA
amp® DNA mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania), Cat
No/ID 51306, mediante el protocolo de purificacién de
ADN total.

Deteccién de los genes
Se detectd la secuencia de insercion altamente
repetida IS481 de 187 pb amplificada con los cebadores

Forward 5 -GATTCAATAGGTTGTATGCATGGTT-3"
y Reverse 5 -TTCAGGCACACAAACTTGATGGG-
CG-3" ) Ademas se detectd el gen promotor de la
toxina mediante los cebadores Forward 5'-CCAACG-
CGCATGCGTGCAGATTGCTC-3" de 26 pb y Reverse
5-CCCTCTGCGTTTTGATGGTGCCTATTTTA-3'de
29 pb que amplificaron un fragmento de ADN de 191
pb, el cual es especifico para B. pertussis ©. Se consi-
derd positivo por PCR aquel paciente que mostrara las
dos bandas caracteristicas en el gel de electroforesis
correspondientes al gen 1S481 y el gen PT.

Se empled el mismo protocolo de amplificacion
para las dianas genéticas 1S481 y PT. La amplificacion
se realizé en un volumen final de 25 pL conteniendo 1
pL de Tris/HCI 10X, pH 8, 1 yL de MgCl, 50 mM, 1 L
de dNTP 2mM, 1 pL de cada cebado, 0,15 uL de Taq
polimerasa y 3 yL de cada muestra. Todos los compo-
nentes de la PCR utilizados fueron de la casa comercial
Invitrogen® (California, EE.UU.), Cat No 10297-018.
Las condiciones de ciclado fueron: un ciclo de predes-
naturalizacion/activacion de la enzima a 94 °C por 45
seg; 34 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 30 seg,
anillamiento a 60 °C por 10 seg y extension a 72 °C por
20 seg; con un ciclo de extension final a 72 °C por 45
segundos. Las muestras, controles y el marcador de
peso molecular de 100 pb (BIOLABS®, Massachuse-
tts, EE.UU.) se dispensaron en pocillos del gel de aga-
rosa al 2 % con el buffer de carga 6X (BIOLABS®, Mas-
sachusetts, EE.UU.). Para la migracion electroforética
se utilizé una corriente de 90 mAmp y un voltaje de 125
V. Se culmind con la captacion de las imagenes del
gel utilizandose un equipo GEL-DOC XR System (BIO-
RAD, California, EE.UU.), donde finalmente se proce-
dio a la digitalizacion y al analisis a través del programa
Quantity One® (BIO-RAD, California, EE.UU.).

Controles

Como control negativo de amplificacion se empled
agua mili-Q estéril (calidad PCR); mientras que, el con-
trol positivo fue la cepa B. pertussis INH134 provenien-
te del banco maestro de B. pertussis, proporcionada
por el Laboratorio de Vacunas Bacterianas del Instituto
Nacional de Higiene “Rafael Rangel”.
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Calculo de sensibilidad y especificidad

Para el calculo de la sensibilidad y especificidad
diagnéstica se utilizaron las formulas halladas en la
Figura 1 (®. Donde se considerd que los verdaderos
positivos y negativos fueron las muestras que resulta-
ron positivas y negativas por ambas metodologias res-
pectivamente; siendo los falsos positivos y negativos
aquellas muestras que resultaron solamente positivas
0 negativas por la metodologia de PCR.

Sensibilidad (S) = Verdaderos Positivos x100

Verdaderos Positivos + Falsos Negativos

Especificidad (E) = Verdaderos Negativos x 100
Verdaderos Negativos + Falsos Positivos

Figura 1. Formulas descritas para el calculo
de la sensibilidad y especificidad diagnodsticas.

Tratamiento estadistico

Para determinar si existié6 una diferencia estadis-
ticamente significativa entre el diagndstico de B. per-
tussis mediante el cultivo y la deteccién por PCR se
empled el programa SPSS 21.0.0; usando como he-
rramienta estadistica el test de McNemar, una modi-
ficacion de Chi-cuadrado para variables dicotdmicas
dependientes (1617,

RESULTADOS

Cultivo en agar Regan Lowe

De los 100 hisopados nasofaringeos recolectados
en hisopos de alginato de calcio, logré obtenerse creci-
miento bacteriano de B. pertussis en un total de cuatro
muestras cuya morfologia se observa en la Figura 2.
De estas cuatro muestras con sospecha fenotipica, la
PCR resulté positiva en dos casos.

Detecciéon molecular

De los 100 hisopados nasofaringeos de dacrén uti-
lizados para el diagnéstico molecular, se obtuvieron 17
muestras donde se detecté ADN de B. pertussis, como

Figura 2. Fotografia de colonias de

B. pertussis en agar Regan-Lowe provenientes

del paciente de la muestra N° 3. Fotografia tomada
en el Departamento de Bacteriologia por

la Lic. Zulmary Farias.

se sefiala en la Figura 3. De estas 17 muestras, hubo
15 donde no logré observarse crecimiento bacteriano,
mientras que en dos muestras el cultivo en agar Re-
gan-Lowe result6 positivo.

1 2 3456 7T

-?ﬂﬂpb—‘l—

Figura 3. Gel de agarosa al 2% de un paciente
perteneciente al estudio el cual resulté positivo por PCR
para los genes 1S481 y PT. 1: Marcador de peso molecu-

lar de 100 pb. 2: Control negativo para el gen 1S481. 3:
INH134 (Control positivo para el gen 1S481). 4: Muestra.
5: Control negativo para el gen PT. 6: INH134 (Control
positivo para el gen PT). 7: Muestra.
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Es importante resaltar que los resultados obteni-
dos mediante el cultivo y por la PCR, coincidieron en
83 muestras, de las cuales dos muestras fueron po-
sitivas para el diagnéstico de B. pertussis y 81 nega-
tivas (Tabla 1). Ademas, se obtuvo dos pacientes que
resultaron positivos mediante PCR para el gen 1S481 y
negativos para el gen PT.

Tabla 1. Frecuencia de las pruebas
diagnoésticas para la deteccidon de B. pertussis
en muestras de hisopado nasofaringeo.

Cultivo Microbiolégico

Positivo | Negativo | Total

Positivo 2 15 17

PCR | Negativo 2 | 81 83
Total 4 | 9 100

La sensibilidad y especificidad diagndstica de la
PCR para la deteccién de B. pertussis obtenidas en
este trabajo fueron de 50% y 84%, respectivamente,
respecto al cultivo que constituyd el método de refe-
rencia. Mediante el test de McNemar se obtuvo una
p=0,002.

DISCUSION

La discrepancia entre las dos muestras que fueron
positivas para el diagnéstico de B. pertussis mediante
cultivo y fueron negativas por la técnica de PCR; pudie-
ra deberse al hecho de la presencia de polimorfismos
en los segmentos diana de ADN de dichas muestras ('®
19, asi como errores inherentes a la toma de la muestra
en el hisopo de dacrén @ 20.21) Se argumenta que la
toma de muestra desempefnd un papel muy importante
en todos los casos negativos, sean coincidentes o no,
e incluso en aquellos catalogados como falsos negati-
vos debido a la localizacién tan especifica de la toma
de muestra, como es el epitelio ciliado respiratorio de
la mucosa nasofaringea @Y. Ademas, una disminucion
en la sensibilidad de la PCR para detectar B. pertussis

a través del hisopado nasofaringeo de dacron, pueda
deberse tanto a la técnica como al orden en la utiliza-
cion de los hisopos de alginato y dacrén que el médico
utiliza para extraer la muestra.

Los 81 pacientes que fueron catalogados como
verdaderos negativos, se les atribuyd como posible
causa de enfermedad otros agentes etiolégicos con-
siderados en la definicion de sindrome coqueluchoide,
tales como B. parapertussis, Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis, M. pneumoniae, adenovirus, in-
fluenza virus, parainfluenza 1-4, virus sincitial respira-
torio, citomegalovirus y virus de Epstein Barr ).

Se infiere que la alta cantidad de falsos positivos
respecto a los verdaderos positivos se debe a la baja
sensibilidad de 12 a 26% © © que presenta el cultivo
como estandar de oro en la deteccidn de B. pertussis.
Sin embargo, los falsos positivos se han reportado
igualmente en otros trabajos @2 por lo cual se refuer-
za la necesidad de incluir el estudio del cultivo para la
validacion de la técnica. No obstante, La sensibilidad
y especificidad diagnéstica hallada para la PCR ante
la deteccién de B. pertussis en este estudio fue de un
50% y 84% respectivamente, lo cual evidencié la ma-
yor capacidad de la PCR para detectar pacientes po-
sitivos respecto el cultivo, por lo que no es indiferente
emplear ambas técnicas diagndsticas.

En los dos pacientes que resultaron positivos me-
diante PCR para el gen 1S481 y negativos para el gen
PT, se considera que el agente etioldgico involucrado
pertenecia a otras especies del género Bordetella, de
alli la recomendacion de emplear a futuro mas dianas
genéticas en la busqueda de otras especies como el
gen IS1001 para B. parapertussis, el cual constituye
otra especie que es patdgena en humanos ©.

CONCLUSION

La PCR a punto final validada en este trabajo por
primera vez en Venezuela, resultdé una valiosa herra-
mienta metodoldgica en el diagndstico de B. pertussis
no solo en términos de sensibilidad (50%) que se co-
rrespondié con lo hallado en otros trabajos @ 92023 con
una buena correlaciéon estadistica (p=0,002), sino que
ademas permitié obtener resultados en menor tiempo,
lo que podra favorecer el ejecutar decisiones diagnoésti-
cas a futuro de manera mas eficaz en los pacientes in-
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fectados. Es importante destacar que esta metodologia
de igual forma, tiene un impacto a nivel epidemiolégico,
permitiendo dilucidar la verdadera incidencia en el pais
respecto a la tosferina, a fin de aplicar las medidas para
el tratamiento, control y prevencion de la enfermedad.

Finalmente se recomienda el empleo de una meto-
dologia combinada, como la presentada en este traba-
jo, donde se incluyan al menos dos técnicas con funda-
mentos diferentes para incrementar la probabilidad de
realizar el diagnéstico, debido a que tienen sensibilida-
des diferentes y a diferentes tiempos del periodo de la
enfermedad, ademas de poder determinar de manera
mas exacta la incidencia de la tosferina. Asi mismo, se
plantea la inclusion de mas dianas genéticas que per-
mitan discernir entre las diferentes especies del género
Bordetella®.
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Evaluacion de la expresion de marcadores
celulares p16 INK4a, PCNA y Cadherina E,
mediante técnicas inmunohistoquimicas en
lesiones de cuello uterino causadas por virus
del papiloma humano.

Evaluation of the expression of cellular markers p16 INK4a, PCNA and E-cadherin by
immunohistochemical techniques in cervical lesions caused by human papilloma virus.

MaRwWAN SAaiD AcUILAR MEeJIA™2, MicueL ANTONIO Rouas MeENDozA3, PEDRO Jose MicHELLI GAGO?,
JoseBa CELAYA'

-

RESUMEN

Las infecciones por virus de papiloma humano (VPH) in-
fluyen en la expresién de proteinas del ciclo celular y pro-
ducen alteraciones en el epitelio cervical que promueven
el desarrollo de la neoplasia intraepitelial cervical (NIC);
los genotipos de VPH se agrupan en VPH de bajo o de
alto riesgo oncogénico. Las oncoproteinas virales E6 y E7
de los VPH de alto riesgo (8 '®, se unen a varios regu-
ladores del ciclo celular, por lo tanto estan relacionadas
con lesiones de alto grado y cancer de cuello uterino. El
objetivo de este trabajo fue evaluar 36 biopsias de cuello
uterino mediante inmunohistoquimica y medir la expresion
de los marcadores celulares siguientes: Antigeno Nuclear
de Proliferaciéon Celular (PCNA), la proteina de adhesion
celular Cadherina E que se inactiva en los momentos ini-
ciales de invasion y metastasis, la expresion de la proteina
p16-INK4 que es un inhibidor de las ciclinas que participa
en el punto de control G1 del ciclo celular en lesiones de
cuello uterino. Los resultados obtenidos indicaron que en
todas las muestras evaluadas se obtuvo un incremento en
la expresion de P16INK4a (95,86%) y de PCNA (92,27%)
en zonas con lesién comparado con zonas sin lesion y

|
ABSTRACT

Infections human papillomavirus (HPV) influence the ex-
pression of cell cycle proteins and produce changes in
the cervical epithelium that promote the development of
cervical intraepithelial neoplasia (CIN); HPV genotypes
are grouped into HPV low risk or high-oncogenic. Viral
oncoproteins E6 and E7 of high-risk HPV (16and 18) hind
to various cell cycle regulators, therefore they are rela-
ted to high-grade lesions and cervical cancer. The aim
of this study was to evaluate 36 cervical biopsies by
immunohistochemistry and measuring the expression
of the following cellular markers: Nuclear Antigen Cell
Proliferation (PCNA), the cell adhesion protein E-cad-
herin is inactivated in the initial moments of invasion
and metastasis, p16 expression-INK4 protein is a cyclin
inhibitor involved in the G1 checkpoint in the cell cycle
cervical lesions. The results showed that in all samples
tested increased the expression of p16INK4a (95.86%)
and PCNA (92.27%) in lesion areas compared to areas
without injury and a decrease in expression was obtai-
ned E-cadherin (18.94%) in areas with injury. In conclu-
sion, the p16INK4a cell marker (P <0.0033) showed a
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una disminucion en la expresion de cadherina E (18,94%)
en zonas con lesion. En conclusién, el marcador celular
p16INK4a (P<0,0033) mostré un mejor comportamiento
predictivo de la evolucion de las lesiones que PCNA y
Cadherina E.

Palabras Clave: Virus del Papiloma Humano, Lesiones
del Cuello Uterino, Inmunohistoquimica, Infecciones de
Transmision Sexual

INTRODUCCION

El ciclo de vida del VPH sigue el programa de di-
ferenciacion de la célula hospedadora, el queratinocito.
Los tipos de VPH de “bajo riesgo” como el 6 y 11 for-
man viriones y tienden por lo general a desaparecer es-
pontaneamente, mientras que los de “alto riesgo” como
el 16 y 18 son persistentes se integran al genoma ce-
lular y transforman la célula ™. La transmisiéon de los
virus papiloma humanos es facilitada por superficies
epiteliales escoriadas o ablandadas. Las infecciones
anogenitales son trasmitidas principalmente por con-
tacto sexual 2.

Las infecciones por el virus de papiloma humano
(VPH) afectan la expresion de proteinas del ciclo celu-
lar, produciendo alteraciones en el epitelio cervical que
promueven el desarrollo de la neoplasia intraepitelial
cervical (“NIC I” cuando son lesiones de bajo grado y
“NIC Il y NIC III” cuando son de alto grado), ya que las
oncoproteinas propias del VPH interactian con las pro-
teinas que controlan la funcién del ciclo celular, entre
las cuales estan, la p53, p16 INK4a, PCNA (antigeno
nuclear de proliferacion celular) y Cadherina E ©.

Un evento importante en la transformacion de la
célula, es la integracion del ADN viral en el ADN del
hospedador ocasiona NIC de alto grado y carcinoma.
Esta integracion viral en el genoma del hospedador se
asocia con la rotura del cédigo de lectura abierta y pér-
dida de funcién de E2, que fisioldgicamente regula E6
y E7, lo que desencadena una proliferacion celular sin
control, ya que la proteina E6 acelera la degradacion
de p53, mientras que E7 interfiere la via de p16 INK4a/
CDk4/ciclinaD1/pRb ©.

better predictive performance of the evolution of lesions
PCNA and E-cadherin.

Key words: Human Papilloma Virus, Cervical lesions, Im-
munohistochemistry, sexually transmitted infections.

La union especifica de la proteina p16 INK4a con
las quinasas dependientes de ciclina CDK4 y CDKG®,
inhibe la actividad de fosforilacion de los complejos
CDK-ciclina D1 a través del complejo de proteina nu-
clear Rb/E2F. La via de la ciclina D/CDK4,6/p16 INK4a/
Rb/E2F desempefa una funcion fundamental en el
control del crecimiento celular a través de la integracion

con multiples estimulos mitogénicos y no mitogénicos
(56)

El diagndstico de NIC depende de la identificacion
de caracteristicas morfolégicas bien descritas en la
biopsia cervical. Sin embargo, constantemente se ha
demostrado que el diagndstico histolégico de NIC es
afectado por proporciones significativas de decisiones
entre los patologos. En afios recientes se ha demostra-
do exitosamente que p16INK4a es un marcador sensi-
ble especifico de carcinomas y lesiones NIC asociadas
a VPH, por lo tanto se ha sugerido que la tincién para
este biomarcador pudiera ayudar a identificar mas pre-
cisamente lesiones NIC en secciones de tejido y por
consiguiente reducir variaciones en la interpretacion de
lesiones cervicales -8,

El antigeno nuclear de proliferacion celular PCNA
es una proteina multifuncional de 36 kDa, que se rela-
ciona con la proliferacion celular, resaltando especifica-
mente las células con una activa replicacion del ADN y
es usado universalmente para evaluar la proliferacion
celular mediante inmunohistoquimica, sin embargo no
distingue entre células displasicas o malignas en proli-
feracion de las células normales que estan proliferando
©). Desde hace varios afios se ha examinado la acti-
vidad proliferativa de la displasia y del carcinoma ‘in
situ” (CIS) en el cuello uterino mediante inmunotincion
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de PCNA vy tincion de la regién organizadora nucleo-
lar argirofilica de union a plata (AgNOR) y se demos-
tré una diferencia significativa en el indice de marcaje
de la inmunotincién de PCNA obtenida de las células
displasicas en cada categoria histopatolégica entre la
displasia severa y CIS. No obstante, el indice de PCNA
parecia ser un medio util de evaluar actividad prolife-
rativa en displasia y CIS y especialmente en distinguir
CIS de displasia severa. Adicionalmente, el indice de
presencia del PCNA sugiere una considerable altera-
cion del comportamiento biolégico que involucra cam-
bios genéticos que ocurren durante la progresion de la
carcinogénesis que va desde de una displasia severa
a CIS (0,

Las cadherinas son glicoproteinas transmembra-
nas que facilitan la adhesion intercelular por mecanis-
mos dependientes de calcio. La cadherina E es la mas
abundante y su dominio citoplasmatico se conecta al
citoesqueleto por medio de las cateninas ®. Las mo-
léculas adyacentes de cadherina E mantienen las cé-
lulas juntas; ademas la cadherina E puede transmitir
sefales anti crecimiento por secuestro de catenina-.
La cadherina E tiene un peso molecular de 120 kDa;
es la cadherina mas importante en los epitelios y hay
evidencias de que la inactivacion del complejo de ad-
hesién cadherina-catenina desempefa una funcién en
los pasos iniciales de invasion y metastasis (.

En este trabajo se evalué mediante la técnica de
inmunohistoquimica la expresién de los marcadores
moleculares de proliferacion celular (PCNA), de adhe-
sion celular (Cadherina E) y de supresion celular (p16
INK4a). De manera de establecer el mejor marcador
predictivo en la progresién a cancer, en pacientes con
lesiones malignas y pre-malignas producidas por la in-
feccién con el VPH, en biopsias de cuello uterino. Ade-
mas se analizo la probable relacion existente entre la
infeccion por los distintos tipos de VPH, el grado de
lesion y los niveles de expresion de las 3 proteinas.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de las muestras.

Se estudiaron 36 muestras obtenidas de lesiones
de cuello uterino de pacientes con bajo y alto grado
histoldgico uterino con edades comprendidas entre los
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18 afos y los 62 afos de esdad, se tomaron dos mues-
tras: una de raspado de células epiteliales cervicales
para el diagndstico molecular y tipificacion mediante la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
y una biopsia de tejido para realizar las coloraciones
con hematoxilina/eosina y hacer su clasificacion his-
tolégica correspondiente. Estas muestras procedian
de los siguientes hospitales Venezolanos: Hospital Dr.
Domingo Luciani (El Llanito, Petare), Hospital Dr. Mi-
guel Pérez Carrefio (El Pescozon, Caracas) y Hospital
Oncoldgico padre Machado (EI Cementerio, Caracas).
Todas las pacientes cuyas biopsias fueron incluidas en
este estudio, previamente habian firmado un consen-
timiento informado en el cual se especificaba la utili-
zacion de dichas muestras con fines de investigacion.

Clasificacion de las muestras segun el grado
histolégico de la lesion.

La clasificacion del grado de la lesién histologica
en Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) se realiz6 en
base a las alteraciones del patréon celular observado
en el epitelio cervical mediante la coloracion con
hematoxilina/eosina (H/E). Segun el autor Richart, (2
esta va de lesiones NIC primarias (NIC | o leve) de bajo
grado, a alteraciones graves que definen las lesiones
NIC Il y NIC lll ( displasia moderada y severa) o
de alto grado y carcinoma microinvasivo (CMI) (®. Se
trabajo con cortes de 0,4 um en las muestras de biop-
sias fijadas en formol al 10% embebidas en parafina
y coloreado con hematoxilina/eosina. Como controles
negativos (es decir, de tejidos sanos o “normales”) se
consideraron las porciones sin lesion en los cortes de
tejido epitelial cervicouterino. Como controles positivos
se incluyeron en los ensayos cortes de biopsias con
lesion de alto grado con fuerte reactividad positiva.

Deteccion molecular y Tipificaciéon del VPH.

Para extraer el ADN viral del VPH se utilizé las
muestras de raspados cervicales usando el mini es-
tuche en columna de QlAamp DNA Kits (QIAGEN,
Hilden, Alemania) segun las instrucciones del fabrican-
te. Una vez obtenido el ADN se procedi6 a realizar la
primera reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
para detectar el VPH. Para ello se utilizé los cebadores
consenso My09/My11 de la regién L1 del virus y como
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control interno un gen constitutivo la beta-globina con
los cebadores HMBBO01, PC04 y GH20 “). La PCR fue
realizada a un volumen final 50 pl que contenia una
mezcla de 50 mM, KCI, 10 mM Tris-HCI (pH 8.5), 6
mM de MgCI2, 200 uM de cada desoxinucleotido tri-
fosfato (ANTP), 5 U de AmpliTag Gold DNA polimerasa
(PE Applied Biosystems, Weiterstadt, Germany) y 50
pmol de cada cebador. La amplificacion se realizé en
un termociclador Perkin EImer 9400 con las siguientes
condiciones 94°C por 10 minutos seguido de 40 ciclos
de 1 minuto desnaturalizacién a 94°C, 1 minuto de ali-
neacién a 552C, 1 minuto de extensién a 72°C y una
extension final de 7 minuto a 72°C.

La tipificacion del VPH consistié en una PCR mul-
tiplex anidada de 2 rondas programada en un termoci-
clador convencional TC-3000X, en la primera se am-
plifica la region E6/E7 lo que facilitara y mejorara los
resultados de la segunda ronda, en ésta ronda son uti-
lizados varios sets de Cebadores los cuales permiten la
tipificacion de 19 genotipos, esta metodologia no solo
logra determinar el genotipo de VPH presente también
se puede conocer si el paciente posee infecciéon por
multiples VPH (coinfeccion) (4 15.16. 17 | os productos
de las reacciones de todas las PCRs fueron identifi-
cados por su tamano mediante electroforesis en geles
de agarosa al 2% tefido con Bromuro de etidio. Como
controles positivos se usaron plasmidos con el ADN vi-
ral, muestras clinicas que contenian VPH-16, 33, 35,
68 y como controles negativos las mismas reacciones
de PCR pero sin ADN.

Técnica  inmunohistoquimica para evaluar
expresion de p16INK4a, PCNA y cadherina E.

Los marcadores celulares se ensayaron para cada
biopsia de paciente con los cortes de 0,4 micras colo-
cados en laminas portaobjeto sensibilizadas con poli-
lisina L. Los cortes se incubaron en una estufa a 60
°C por 45 minutos a 37°C. Luego para desparafinar e
hidratar el tejido, fueron sumergidas en xilol y 4 con
alcohol isopropilico (grado técnico, 70%, 50% y 30%),
dejandose lavar en agua corriente por 10 minutos. La
recuperacion antigenica se llevd a cabo en una vapo-
rera (Oster®) a una temperatura de aproximadamente
100 °C durante 30 minutos. Se dej6 enfriar y se lavaron
las laminas sumergiéndolas en agua destilada por 5 mi-

nutos. Para el bloqueo de las peroxidasas enddgenas
se cubrieron los cortes con solucion al 3% de perdxido
de hidrégeno y se incubaron por 30 minutos. Luego
se lavaron los cortes con buffer TBST (Tris Base, clo-
ruro de Sodio y Tween 20). Se cubrieron los cortes con
200 ul del anticuerpo monoclonal primario de raton anti
proteina humana, marcador celular (Dako Cytomation,
Denmark), se preparé segun especificaciones del fa-
bricante, usandose el diluente recomendado (antibody
diluente DAKO, S3022). Se emplearon las siguientes
diluciones: PCNA, 1/200 (Dako Cytomation, Denmark);
cadherina E, 1/50 (Dako Cytomation, Denmark) y p16
INK4a, 1/200 (Dako Cytomation, Denmark). Se incubo
durante 16 horas. Para el anticuerpo secundario: se
utilizé el sistema EnVision de DAKO (Dual Link System
peroxidase, ref K4061). Se incubaron las laminas 2
horas en camara humeda y protegido de la luz. Se la-
varon los cortes tres veces con buffer TBST. EI cromo-
geno se preparo segun las instrucciones del fabricante,
se uso el sistema UltraVision Plus Detection System
Thermo Scientific TA-060-HDX, 20 pl de Diaminoben-
cidina (DAB) mas 1 ml del substrato. Se colocé 30 pl
y se dejo incubar por 10 minutos. Luego se coloco el
cubreobjetos con medio permanente (Merckoglas; flis-
siges Deckglas fur die Mikroskopie); y por ultimo es-
tas laminas fueron observadas al microscopio Optico.
Para cada marcador fueron utilizadas 3 cortes de cada
biopsia por lo consiguiente 3 laminas por paciente. Se
usaron como controles negativos, cortes sometidos al
mismo procedimiento pero en lugar del anticuerpo mo-
noclonal antimarcador a evaluar, se usé un anticuerpo
monoclonal primario anti — neurofisina relacionada a
la oxitocina de rata.

Patrones de tincion caracteristicos

Para la evaluacion de la expresién de los mar-
cadores celulares ensayados, se tomaron en consi-
deracion las siguientes caracteristicas. Para PCNA;
tincién nuclear nitida de color marrén. La cadherina E;
tincion dorada, nitida e intensa en la membrana celular
y para p16 INK4a; color marrén castafio en el nucleo y
en el citoplasma. La interpretacion de los resultados
se hizo mediante evaluacion semicuantitativa se-
gun el método descrito por Mirhashemi ('® que mide
la intensidad de la tincién, estimando una evaluacion
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semicuantitativa, del porcentaje (%) de células po-
sitivas. Para ello se realizé el contaje a una resolucién
de 400X de las células dianas en 4 campos escogidos
al azar. La intensidad de la reaccién se evalu6 con-
siderando el patréon de tincidon para cada marcador
mediante cruces como se indica a continuacion:
+, reaccion deébil; ++, reaccibn moderaday +++, re-
accion intensa (evaluacion cualitativa). Se evalud la
expresion de los marcadores celulares en zonas de
tejido con lesion y en zonas de tejido sin lesion.

Analisis estadistico

Se realizo el analisis estadistico de los datos me-
diante el conteo y los porcentajes obtenidos para
cada marcador celular, calculando la media y la
varianza para cada grupo NIC segun el grado
histologico de la lesion, tanto para zonas de tejido
con lesion como para zonas de tejido sin lesion.
Ademas, se estimd si habia o no habia asociacién
entre los marcadores celulares evaluados para lo
cual se aplico el método estadistico de correlacion,
en el cual se calculd un coeficiente de correlaciéon
“r’ que representa una medida del grado de aso-
ciaciéon de dos variables; en este estudio su valor
nos indicara si existe 0 no existe una estrecha
relacion entre dos marcadores celulares.

RESULTADOS Y DISCUSION

La clasificacion de las lesiones de NIC en el
epitelio de cuello uterino de las pacientes incluidas
en este estudio se realiz6 en base a las altera-
ciones observadas en el epitelio cervical, reveladas
mediante la coloracion con hematoxilina — eosina
de cortes de biopsias tomadas con microscopio
Olympus | X 50 a un aumento total de 100X y 200X
(Figura 1). Se observa un halo claro perinuclear
de nucleos hipercromaticos agrandados y aumento
del numero de células en los diferentes tejidos esto
concuerda con la descripcién de Richard (' de las
lesiones de alto grado (NIC Il y NIC Ill) quien re-
porté que a medida que el grado de apifiamiento
nuclear incrementa, se encuentra una disminucion
concomitante en el nimero de células binucleadas
y gigantes, con un incremento uniforme a medida
que las células monomorficas de las zonas epite-
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liales mas profundas comienzan a aparecer en la
superficie %),

NICI

NIC 1T

. 100%

NIC IIT

CMI

Figura 1. Cortes de epitelio de Cuello Uterino
(coloracién con Hematoxilina - Eosina). Grados de
lesién segun clasificacion histolégica, A-B:

Neoplasia Intraepitelial Cervical grado I, C-D:
Neoplasia Intraepitelial Cervical grado I, E-F:
Neoplasia Intraepitelial Cervical grado lll y
G-F: Carcinoma Microinvasivo.

En lo concerniente a la infeccion por VPH, de estas
pacientes (Tabla N° 1), se encontré que en aquellas
con lesiones de cérvix de bajo grado (NIC I) se detecto
la presencia de los genotipos de VPH de bajo riesgo
oncogénico 43 como infeccién unica (IU) y como infec-
cion multiple (IM) los genotipos 6/11 y 6/11/44 respec-
tivamente; también en NIC | se detecté la presencia de
los genotipos de VPH de alto riesgo oncogénico 68, 18,
16 como infeccidn unica (IU) y como infeccién multiple
(IM), 6/11/35/66, es decir, mezclados con 6/11 que
son de bajo riesgo. Esto coincide con los resultados
de Graterol '®), quienes encontraron que en lesiones
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Tabla N° 1. Frecuencia de las lesiones cervicales con respecto a las infecciones

por los genotipos de VPH.

Frecuencia*

Grado de lesién Total VPH + Casos Unico genotipo de VPH Multiple genotipo de VPH
Sin lesion 3(8,3) 3(8,3) 0(0)

NICI 15 (41,6) 13 (36,1) 2 (5,5)

NIC Il 5(13,8) 3(8,3) 2 (5,5)

NIC Il 7 (19,4) 3(8,3) 4(11,1)
Carcinoma Invasivo 6 (16,6) 6 (16,6) 0 (0)

Total Muestras 36 (100) 28 (77,7) 8(22,2)

*Numero de casos y porcentajes del total de 36 muestras analizadas.

de bajo grado los genotipos 6/11 conjuntamente con
VPH 16; Garcia @, también detecto en NIC | los
genotipos 11, 30, 6 y 43, y los genotipos 16 y
18 que son de alto riesgo. Mendoza @Y, detecto los
genotipos 58/42 en lesiones de bajo grado. Como
infeccion multiple (IM), en otras dos pacientes se
detectaron los genotipos 51/59y 58/68 de alto riesgo
oncogénico. Al respecto, es oportuno sefalar que
Graterol 9, también detecto en lesiones de alto
grado el genotipo 6 de VPH acompafado de VPH
16. Por otra parte, Garcia ?? detecto en lesiones
NIC Il, los genotipos 16, 18, 31, 45,51,y 52 que son
de alto riesgo oncogénico. Mendoza ?" detecto el
genotipo 31 de VPH en lesiones de alto grado;
Lopez @®, también lo detecto en lesiones cervicales
de alto grado los genotipos de VPH 16,51y 58
entre otros de alto riesgo oncogénico. En las siete
pacientes con lesiones cervicales severas (NIC Ill)
se detectaron genotipos de VPH de alto riesgo
oncogénico, bien sea como infeccion Unica (IU)
0 combinados (IM), incluyéndose genotipos de alto
riesgo con genotipos de bajo riesgo oncogénico.
Como infecciéon Unica se detectdé en una paciente
el genotipo 52. Los otros genotipos de VPH de alto
riesgo detectados fueron 16/66/68, 35/66, 51/58 y
16/68/6/11 (6 y 11 de bajo riesgo). Garcia @ reporta-
ron presencia en lesiones cervicales NIC Il de los
genotipos de VPH (separados o combinados) 16, 18
31, 45,51 y 52. Lopez ® reportaron como infec-
cion multiple (IM) en lesiones de alto grado, presen-
ciade los genotipos de VPH 18/51, 16/31, 45/35y

11/58. Se observa la coincidencia con este trabajo
de la presencia de los genotipos 16, 35,51y 58.

Con respecto a las pacientes con carcinoma in-
vasor, en este estudio se encontré en una paciente,
como infecciéon unica (IU), el genotipo 59 de VPH,
y en otras cuatro pacientes se detectdé el genoti-
po de VPH 16 que son genotipos de alto riesgo
oncogénico. Entre los hallazgos de esta investigacion,
destaca la presencia del genotipo de VPH 16 de-
tectado como el tipo mas frecuente en lesiones
de alto grado, lo cual coincide con los reportes de
otros investigadores, entre los cuales se pueden
citar los trabajos de Graterol "9, Garcia ?®, Mendoza
@)y Lopez 3.

Estas observaciones corroboran las evidencias
aportadas por distintos investigadores respecto a
la contribucion de las infecciones por genotipos
de VPH de alto riesgo al desarrollo del cancer
cervicouterino como consecuencia de su capaci-
dad para integrarse en el genoma de las células
hospedadoras y de poder asi interferir con los
mecanismos de control del ciclo celular.

Respecto a los resultados de la evaluacion
de los marcadores celulares en epitelio de cuello
uterino (Tabla N° 2), esta se realizé mediante el contaje
celular (media de cuatro campos en porcentaje) para la
expresion de los marcadores celulares PCNA, cad-
herina E y p16INK4a, se hizo un analisis estadistico
de los datos de porcentaje obtenidos para cada mar-
cador celular, calculando la media y la varianza para
cada grupo NIC segun el grado histolégico de la lesion,
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tanto para zonas de tejido con lesion como para zonas
de tejido sin lesion. Luego se hizo la comparacién de
medias de distribucion t de Student al nivel de significa-
cion aceptable de 0,05 con una probabilidad p de error
al rechazar la hipétesis nula < 0,05 (docima unilateral)
0 p < 0,025 (d6écima bilateral) para lo cual fue necesario
calcular los grados de libertad.

Para cada grupo histolégico con lesién se comparé
su media con la media del grado histolégico inmediato
inferior (o superior) para inferir si habia o no diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de esos
grados histologicos de la lesion en base a la probabili-
dad “p” del error al rechazar la hipétesis nula, obtenida
de tablas mediante un valor t observado (calculado) y
un valor t critico tabulado dependiendo de los grados
de libertad para las variables consideradas.

Ademas, se estimo si habia o no habia asociacion
entre los marcadores celulares evaluados para lo cual
se aplico el método de correlacién, en el cual se calcu-
la un coeficiente R? de correlacion que representa una
medida del grado de asociacion de dos variables; en
este estudio su valor nos indicaria si existe o no existe
una estrecha relacion entre dos marcadores celulares.

Se observé que en todas estas pacientes
habia un incremento en la expresion de PCNA
y de p16INK4a en zonas con lesion comparado
con zonas sin lesion. En la figura 2 A-H se observa
las imagenes de inmunotincion para PCNA en los
diferentes grados de lesiones donde hay un incremen-
to progresivo de la tincion a medida que la lesiones es
de mayor grado. Algunos trabajos han reportado que
el porcentaje PCNA positivo de células basales
epiteliales cervicales, era igual o menor al 16 %
en todos los casos de epitelio escamoso normal,
atrofico o metaplasico e igual o mayor al 18 % en
todos los casos con displasia moderada o severa,
y que la evaluacién del porcentaje de células con
tincién para PCNA podia distinguir todos los casos
de displasia severa y moderada, y la mayoria
de casos con condiloma de epitelio escamoso nor-
males, atroficos o metaplasicos ?4. Por otra parte,
también se ha reportado expresiéon PCNA negativo
en cérvix normal o con inflamaciéon y una expresion
de PCNA incrementadaen 63,2 % de lesiones NIC
y en 100 % de cancer de células escamosas (p
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<0,01, y p<0,05 respectivamente) ?®, Actualmente
se sabe que la proteina E7 de VPH puede unirse a la
proteina del retinoblastoma (Rb) alterando su funcion
y a las de ciclinas activandolas; ya que PCNA es
una ciclina, el incremento en las lesiones de la
expresion de PCNA sugiere un efecto promotor de
lesion y de progresion hacia el cancer cervical (26).

Los resultados de la evaluacion de cadherina E
en las lesiones del cuello uterino (Tabla N° 2), indi-
caron que su expresion disminuia en las lesiones
respecto a zonas sin lesiones. En la figura 2
I-P se observa las imagenes de la inmunohistoquimica
con cadhrerina E en los distintos grados de lesion y a
diferencia del otro marcador el PCNA este disminuye
su tincion a medida que la lesibn aumenta su grado.
Como ya se ha descrito, la disminucion de cadheri-
na E es marcada en lesiones NIC Ill y su expresion
es minima en el epitelio de cuello uterino con carci-
noma invasor, debido, en principio, a que la funcion
de la cadherina E se pierde en todos los canceres
epiteliales por inactivacion mutacional de los genes
de cadherina E, por activacion de los genes de ca-
tenina B o por expresion incontrolada de algunos
factores de transcripcion de los oncogenes SNAIL y
TWIST, que codifican unos factores de transcripcion
cuya funcién principal es favorecer un proceso deno-
minado “transicidon epitelio — mesenquima”. En esta
transicion, las células carcinomatosas o alteradas
en el epitelio cervical, suprimen la expresién de cad-
herina E @9,

Los resultados obtenidos para cadherina E en
este trabajo concuerdan con los hallazgos de otros
investigadores (' quienes reportaron un descenso
en la expresion de cadherina E (menor oigual a 50
% de células positivas) en cancer de células esca-
mosas cervicales.

Los resultados de la evaluacion de la inmu-
notincion para p16 INK4a (Tabla N°2) indicaron que
su expresion en zonas con lesién aumentd progre-
sivamente segun el grado de la lesiéon. En lesiones
leves o NIC I (figura 2 Q-R,), se observé escaso
marcaje nuclear en zonas con lesion (confinada al
estrato basal). En lesiones NIC Il y NIC Il se ve un
aumento marcadamente progresivo y constante de la
tincién en las diferentes capas del epitelio hasta llegar
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Tabla N°2.
Resultados de la evaluacion de los marcadores celulares en epitelio de cuello uterino.

INMUNOTINCION PARA PCNA (% de células)
Comparacion de medias en
Media Varianza d_istribuc_i 6n_ t. de §Eudent
(nivel de significacion 0,05)
Lesion | Con Lesion Sin Lesion Con Lesion Sin Lesién Con Lesion P
NICI 74,26 18,27 461,03 105,52 NICII- NIC I <0,0033
NICII 91,09 15,89 28,06 34,79 NICIII-NICII | >0,4173
NIC III 92,27 9,13 117,91 156,39 Ca-Inv-NICIII | >0,1747
Ca-Inv 83,40 13,10 262,00 69,73
INMUNOTINCION PARA CADHERINA E (% de células)
Lesion | Con Lesién Sin Lesion Con Lesion Sin Lesién Con Lesion P
NICI 37,68 80,47 592,63 233,03 NICII- NIC I <0,001809
NICII 16,40 76,30 46,32 215,54 NICII-NICIT | >0,37963
NIC III 18,94 70,52 264,06 599,36 Ca-Inv-NICIII | >0,0776
Ca-Inv 6,43 46,36 61,47 1400,94
INMUNOTINCION PARA p16™%4 (% de células)
Lesion | ConLesion | Sin Lesion Con Lesion Sin Lesion Con Lesion p
NICII 61,75 4,89 1104,15 20,50 NIC III - NIC II >0,05
NIC III 95,86 1,60 32,28 12,87 Ca-Inv-NICIII | >0,10
Ca-Inv 99,64 0,65 0,79 1,23

NIC: Neoplasia Intraepitelial Cervical.
Ca-Inv: Carcinoma invasor.
p: probabilidad del error al rechazar la hipétesis nula.

a carcinoma donde la inmunotincién se difundié en
toda la lesion (Figura 2 S-X). Estos resultados con-
cuerdan con los hallazgos de otros investigadores
@7, quienes reportaron ausencia de inmunotincion
para p16INK4a en epitelio cervical normal oen le-
siones benignas, inmuno reactividad focal en lesio-
nes NIC | e inmunotincion para p16 INK4a unifor-
memente distribuida en nucleo y en citoplasma
en lesiones NIC Il, NIC Il asi como también en
carcinoma invasor de células escamosas en cuello
uterino. Los resultados obtenidos en este trabajo para

la sobreexpresion de p16 INK4a en lesiones de cuello
uterino también apoyan los datos de otros trabajos,
los cuales senalan la existencia de una estrecha
asociacion entre la expresién del marcador p16
INKd4a y la progresion de la neoplasia intraepitelial
cervical (82420 Adicionalmente, también se ha en-
contrado correlacién entre el grado de expresion
de p16 INK4a y el grado de neoplasia intraepitelial
cervical (p < 0,001) y entre el grado de expresion
de p16 INK4a y los genotipos de VPH de alto
riesgo (p < 0,001)@®,

39




MARWAN SAID AGUILAR MEJIA, MIGUEL ANTONIO ROJAS MENDOZA, PEDRO JOSE MICHELLI GAGO, JOSEBA CELAYA Evaluacién de la expresion de mar-
cadores celulares p16 INK4a, PCNA y Cadherina E, mediante técnicas inmunohistoquimicas en lesiones de cuello uterino causadas por virus del papiloma humano.
Rev. Inst. Nac. Hig. “Rafael Rangel”, 2015; 46(1-2):32-42

Se ha determinado que p16 INK4a es un supre-
sor tumoral y la unién de la proteina E7 de VPH de
alto riesgo a p16 INK4a inactiva su accién inhibi-
dora sobre las quinasas CDK 4y 6, las cuales pue-
den entonces hiperfosforilar la proteina retinoblastoma
(Rb) ocasionando la liberacion de factores trans-
cripcionales E2F de oncogenes © 26,
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Figura 2. Ensayo mediante la técnica de
inmnuhistoquimica para PCNA, Cadherina E y
p16INK4a. En las imagenes de PCNA de la A-H

se observa tincion nuclear marrén en las capas
basal, parabasal e intermedia. En las imagenes de
Cadherina E de la I-P se observa una tinciéon en la
membrana celular dorada en las capas basal,
parabasal e intermedia, cuando la lesion fue
de mayor grado disminuye la tincién de cadherina
E. Con las imagenes de p16INK4a de la Q-X se
observa una tincion en la membrana celular
dorada intensa en las capas basal, parabasal e
intermedia, que va en aumento de manera
considerable a medida que la lesion se
convierte en carcinoma.
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En vista de que los resultados de los ensayos
realizados que fueron observados con las muestras
de biopsias de este grupo de pacientes mostraban una
tendencia hacia el incremento de la inmunotincién para
PCNA y p16INK4a en las lesiones con respecto a
las zonas de epitelio sin lesién y una pérdida de lain-
munoreactividad para cadherina E en las lesiones alto
grado, con los datos obtenidos para estas proteinas
se aplico el método estadistico de correlacién para
determinar si habia alguna asociacion significativa
entre la expresion de estos marcadores celulares en
las lesiones, para lo cual se calculé el coeficiente de
correlacion “r". Los resultados de la correlacion (Ta-
bla N°3) indicaron ausencia de asociacion entre los
marcadores celulares PCNA y cadherina E (r = 0,08);
ausencia de asociacion entre p16 INK4a y cadhe-
rinaE (r=-0,12) y un cierto grado de asociacion
entre los biomarcadores PCNA y p16 INK4da (r =
0,51 ). Esta asociacion podria explicarse en base a
las funciones de ambas proteinas, ya que PCNA
es una ciclina y p16 INK4a es un inhibidor de las
quinasas dependientes de ciclinas CDK 4y 6 como
se menciond anteriormente.

Tabla N° 3.

Correlacion entre marcadores celulares.
Marcadores celulares Coeficiente r
PCNA - Cadherina E 0,08
pl6™&4 — Cadherina E -0,12
PCNA — pl6oNKa 0,51

CONCLUSIONES

La evaluacién mediante las técnicas inmunohisto-
quimicas de la expresiéon de los marcadores celulares
estudiados en este trabajo (PCNA, cadherina E y p16
INK4a) en los distintos grados de lesion de cuello ute-
rino en estas pacientes, los resultados apuntan a que
el seguimiento de la evolucion de la lesion intraepite-
lial cervical de estas pacientes infectadas por VPH, la
evaluacion de la expresion del marcador de supresion
celular p16 INK4a, seria la mas adecuada que la eva-
luacién de la expresién de PCNA o de cadherina E,
aunque la evaluacion de la expresion de cadherina E
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seria util en la determinacién aproximada del grado de
avance de la lesidon hacia un estado de malignidad o
de cancer invasor.
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Intestinal Parasites in Altragracia de la Montafia, Miranda State, Venezuela: Influence of
the Program for Onchocerciasis Elimination.
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RESUMEN

El objetivo general de este trabajo fue determinar la pre-
valencia de parasitosis intestinales y sus caracteristicas
epidemioldgicas en cuatro comunidades de la parroquia
Altagracia de la Montafia, estado Miranda (Venezuela). Se
desarrollé un estudio de corte transversal con una mues-
tra constituida por 492 individuos en su mayoria nifios,
en febrero de 2011. Previo consentimiento informado, se
realiz6 una encuesta clinico-epidemiolégica, extraccion
de sangre y examenes coproparasitolégicos con los mé-
todos directo, Kato y cultivo en agar. El 60% de la pobla-
cién tenia al menos un parasito de transmision hidrica y/o
alimentos contaminados por heces de humanos y/o ani-
males. La elevada frecuencia de protozoarios intestina-
les, especialmente Blastocystis sp., con predominio entre
quienes viven con fallas en la disposicion de excretas y
baja calidad del agua para consumo humano, demuestran
la persistencia de parasitosis intestinales como problema
de salud publica; sin embargo, la influencia indirecta de la
administracion semestral de ivermectina y educacion sani-
taria con vision etnografica impartida por el Programa para
la Eliminacién de Oncocercosis en Bucarito, una de las co-
munidades evaluadas, tuvo como efecto colateral no sélo
disminuir la prevalencia de helmintos intestinales, sino de

A
ABSTRACT

The aim of this study was to determine the prevalence of in-
testinal parasites and their epidemiological characteristics
in four rural communities from Altagracia de la Montafia,
Miranda State (Venezuela). A cross sectional study was
conducted in February 2011 where 492 subjects were eva-
luated, mostly children. Informed consent was previously
obtained. A clinical and epidemiological survey was done.
Patients voluntarily brought a fresh stool sample for analy-
sis with direct smear, Kato and agar culture; blood was ex-
tracted for eosinophil count. 60% of the evaluated people
had at least one parasite transmitted by water or food con-
taminated by human or animal feces. The high prevalence
of protozoa, specially Blastocystis sp., among those who
live under poor living conditions such as inadequate feces
disposal and low quality of drinking water, shows the per-
sistence of intestinal parasites as a public health problem;
nevertheless, indirect influence of ivermectin treatment
every six months and health education with an ethnogra-
phic orientation given by the Onchocerciasis Elimination
Programme in Bucarito, one of the evaluated communities,
had an unexpected outcome not only diminishing the pre-
valence of helminthes but also the prevalence of intestinal
protozoa, being this community under the same risk fac-
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los protozoarios, a pesar de estar sometida a los mismos
factores de riesgo que las comunidades restantes.

Palabras clave: parasitosis intestinales, helmintos intesti-
nales, protozoarios intestinales, educacion en salud, onco-
cercosis, ivermectina, Venezuela.

INTRODUCCION

Las parasitosis intestinales afectan a mas de 2
billones de personas en el mundo y constituyen un
problema de salud publica, especialmente en paises
en vias de desarrollo.V) La prevalencia de parasitosis
intestinales y el espectro de especies predominantes
varian considerablemente de una localidad a otra.® El
incremento de la densidad poblacional, bajo nivel socio
economico, falta de disponibilidad de agua potable y
disposicion inadecuada de excretas, mala higiene per-
sonal e ingestion de alimentos contaminados son facto-
res determinantes de una mayor prevalencia de estas
enfermedades.®

Altagracia de la Montafa es una parroquia campe-
sina ubicada en el estado Miranda, Venezuela, con la-
titud 10.1333 y longitud -67.05, a 1.771 msnm, surcada
por gran cantidad de rios. Posee una superficie de 148
Km?2, cuenta con una poblaciéon de 4.720 habitantes y
una densidad poblacional de 30,7 habitantes/Km? dis-
tribuidos en caserios.® Uno de ellos, Bucarito, fue in-
cluido en el Programa de Eliminacion de Oncocercosis
(PEOQO), recibiendo ivermectina (Mectizan®) cada 6 me-
ses por 10 afios consecutivos desde 2001 a 2010 con
coberturas 285%.® Actualmente, se considera fuera de
riesgo por interrupcién de la transmision.®® La capaci-
tacion de sus habitantes, a través de un paradigma me-
todologico etnografico y de georreferencia, con base a
las “formas de vida y modos de produccion” constituyd
una estrategia educativa del PEO llevado a cabo por el
Instituto de Biomedicina.”

Este estudio pretende establecer la prevalencia
de parasitos intestinales en cuatro comunidades de la
parroquia Altagracia de la Montafia, sometidas o no a
vigilancia y control por parte del PEO.

44

tors as the rest of the evaluated communities.

Key words: prevalence, intestinal parasites, intestinal
helminthes, intestinal protozoa, health education, oncho-
cerciasis, ivermectin, Venezuela.

MATERIALES Y METODOS
Disefo del estudio y poblacion

Estudio de corte transversal mediante muestreo
de tipo voluntario. Se evaluaron 492 individuos, pre-
dominantemente nifios de las escuelas de San Daniel,
Bucarito, Las Dolores y de dos hatos, La Emilia y Con-
cepcion. Los participantes fueron previamente contac-
tados a través de los nucleos de las escuelas rurales
y consejos comunales. La evaluacién consistio en: en-
cuesta clinico-epidemioldgica, muestra de sangre para
hematologia completa y examen coproparasitolégico
a partir de una unica muestra de heces fresca para
la realizacion de métodos: directo, Kato® y cultivo en
agar® (Figura 1). La estratificacién social se realizo
a través del Método de Graffar-Méndez Castellanos
simplificado."® Este método toma en consideracion 4
componentes a saber: nivel de instruccion de las ma-
dres, ocupacion del jefe del hogar, fuente de ingresos
y condiciones de la vivienda para una puntuacion total
de 4 a 20 puntos. El puntaje obtenido permite realizar
la estratificacion social de la familia de la siguiente ma-
nera: estrato | (4 a 6 puntos), estrato Il (7 a 9 puntos),
estrato Il (10 a 12 puntos), estrato IV (13 a 16 puntos)
y estrato V (17 a 20 puntos).("®

Consideraciones éticas

El estudio fue aprobado por el Comité de Bioéti-
ca de la Escuela de Medicina José Maria Vargas, de
la Facultad de Medicina de la Universidad Central de
Venezuela. Se obtuvo el consentimiento informado de
todos los participantes. En el caso de los nifios, el mis-
mo fue firmado por su representante. En adolescentes
con edad igual o mayor a 9 afios, se incluyé ademas la
firma del asentimiento informado.
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Andlisis estadistico Las variables numéricas
continuas fueron expresadas con medidas de tenden-
cia central evaluando la significancia estadistica con
la prueba de t de Student. Las variables categéricas
se analizaron en tablas de contingencia para determi-
nar la frecuencia y fueron evaluados con la prueba de
Chi-cuadrado. El nivel de significancia estadistica se
establecié en un valor de p< 0,05. Se utilizé el progra-
ma STATA 12.0 para el analisis.

Hallazgos coproparasitologicos

La frecuencia de infeccién por protozoarios y hel-
mintos intestinales por comunidad se sefala en la Ta-
bla 1. La prevalencia general de la infeccién por proto-
zoarios intestinales oscilé entre 50 y 69%, excepto en
Bucarito con sélo 20%. Esta diferencia fue estadistica-
mente significativa y se mantuvo para cada uno de es-
tos protozoarios por separado con prevalencias mucho
menores en Bucarito que en el resto de las comunida-

n=492

Encuesta clinico
epidemioldgica

coproparasitolégico

Hematologiay frotis de

Estudio sangre periférica

n=492/492 |— n=434
n=467/492 |
. x )
- = 348492 3meétodos 2métodos 1 método
I f I 1 I 1 1
D.K.C D, C D, K D c
I_ n=426/467 |— n=19/41 |— n=17/41 |— n=3/41 I— n= 2/41

Figura 1. Poblacion de Altagracia de la Montafia con evaluacion clinico-epidemiolégica,
coproparasitolégica y hematolégica

D: examen directo. K: método de Kato. C: cultivo en agar.

RESULTADOS

En las primeras tres comunidades se evaluaron en
su mayoria nifos, el promedio de edad fue: San Da-
niel 11,2 afos (95%IC: 9,7-13,0), Bucarito 10,9 afios
(95%IC: 9,4-12,5) y Las Dolores 10,5 afios (95%IC: 8,7-
13,7); mientras que en La Emilia-Concepcion fueron
mas adultos, 17,6 anos (95%IC: 13,6-22,9). Igualmen-
te en San Daniel, Bucarito y Las Dolores predominé
el sexo femenino (58%, 58% y 63%, respectivamente),
mientras que en La Emilia-Concepcion, el sexo mascu-
lino (57%) siendo la diferencia estadisticamente signifi-
cativa, tanto para la edad como para el sexo.

des. Blastocystis sp. fue el género mas demostrado,
seguido de protozoarios no patdgenos, Giardia duode-
nalis y Entamoeba histolytica y/o dispar (Tabla 1).

La prevalencia de helmintos intestinales oscil6 en-
tre 23 y 33%, menos para Bucarito con tan solo 2%.
Ascaris lumbricoides fue el mas encontrado (2 a 33%)
y el Unico helminto demostrado en Bucarito (Tabla 1).
Le siguen Trichuris trichiura (0 a 24%) y Strongyloides
stercoralis (0 a 7%).

La eosinofilia tuvo alta frecuencia en todas las co-
munidades, destacandose mayor proporciéon en San
Daniel y Emilia-Concepcion (92 y 98%) que en Bucarito
y Las Dolores (78 y 55%) (Tabla 2).
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Caracteristicas socio-demograficas y estatus
socio-econémico

De las 358 familias evaluadas de acuerdo al Méto-
do de Graffar-Méndez Castellanos simplificado,” 94%
representaban los estratos IV y V. La mayoria de las
personas estudiadas de Bucarito y Emilia-Concepcion
eran de estrato V (68 y 83%), mientras que en San Da-
niel y Las Dolores, de estrato IV (54 y 61%) (Tabla 3).
No se encontrd asociacion estadistica entre el estrato
socio-economico y la transmision de parasitos intes-
tinales por via oral, aunque vale destacar que dicha
transmision fue alta en todos los estratos (Tabla 4).

El sistema de disposicion de excretas mas utilizado
en la zona es el pozo séptico, excepto en San Daniel,
donde predomina el sistema de cloacas. Sin embargo,
La Emilia-Concepcidn, Las Dolores y Bucarito poseen
un numero importante de personas que defecan al aire
libre (Tabla 3, Gréfico 1). El 74% de los individuos con
sistema de cloacas estaba parasitado, con un porcen-
taje un poco menor para los que no poseian ningun sis-
tema de disposicion de excretas (64%); mientras que el
numero de parasitados fue ain menor para los que po-
seian pozo séptico (54%) y letrina (51%), observandose
una diferencia estadisticamente significativa (Tabla 4).

Tabla 1.
Prevalencia de helmintos y protozoarios intestinales en comunidades de la parroquia Altagracia
de la Montaina, Miranda-Venezuela. Febrero 2011.

Emilia —

Todos San Daniel Bucarito Las Dolores Concepcién Valor de p

Infecciéon por Protozoarios Intestinales

ot U 1< S < S NS
Blastocystis sp. 2:?3,/51%5) (%é/,gs%/?) (?1/,13%/?) (%/,13%/?) (311,/51%) <0,001
Protozoarios no patdgenos 25’82/2"% (5375/ 23‘3/?) (]I%/, 12%/?) (?él 18%/:1) (215/1402 ) 0,001
Giardia duodenalis (ﬁ‘}’,‘é‘f/f) (ﬁg{ },‘2/?) (21’ g%/f) (112’ 17?.’2) (1%?4, ) <0,001
Entamoeba histolytica ylo dispar :(376/;1025) (%13,/ 11§/?) (21/, 1;%/?) 23/71%‘;' (8/6102 ) 0,001
Infeccion por Helmintos Intestinales

FCe 1 S 1 S\ NN N
Ascaris lumbricoides (q%/ ‘éﬂ/f) (21‘;'3/ 153/?) (%/, 13%/?) (é%/ 11%/2) (3/:?% ) <0,001
Trichuris trichiura (%" ‘é‘ﬁ/f) (W Bﬁ/f) (%’, 2,%2‘) (223{ }J%/:) ( 2”;‘02 ) <0,001
Strongyloides stercoralis 2; /14 :/107) 63/719502)( (%/2)1/:3) (%/‘é%/f) (g /;102 ) 0,114
Anquilostomideos de humanos (‘(1)/ gﬂ'/f) (%/ })E/f) (%/ 2)%2) (10/ }5%2) (glg:/t ) <0,001
Hymenolepis nana (g)/ég’) (2){17§/§) (%/10%2,1) ((())/10%2) (8/(;1%) 0,601
Hymenolepis diminuta (2)/";%/?) (10/’17502) (%/2)%2) ((())/})%/:) (8,/61":/30) 0,601
Enterobius vermicularis (2)/";%/3) 10/ 1750/50 )( %10%2) (%/ 2)%/:) (8/61% ) 0,601
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Tabla 2.

Valores de eosindfilos relativos y absolutos por comunidades, en la parroquia de Altagracia

de la Montana, Miranda-Venezuela. Febrero 2011.

Todos San Daniel Bucarito Las Em'“af . Valor de p
Dolores Concepcion
Eosinofia relativa (25%) 342/430 133/136 96/123 67/121 46/50
=7 (79,5%) (97,8%) (78,1%) (55,4%) (92,0%) <0,001
248/440 115/136 64/123 61/121 44/50
Eosinofili luta (2500cel/mme
osinofilia absoluta (2500cel/mm?) (66,1%) (84,6%) (52,0%) (50,4%) (88,0%) <0,001

El 82% de la muestra consumian agua no tratada.
18% realizaba algun tipo de medida para potabilizar el
agua (hervirla, clorarla, botellon o filtrarla). En Bucari-
to 35% tomaba agua potable, en las demas solo 6 a

Tabla 3.

18% (Tabla 3, Grafico 2). El 66% de los parasitados
consumian agua no tratada, mientras que so6lo 39% de
aquellos que tomaban agua tratada estaban parasita-
dos (Tabla 4).

Estrato social, aguas negras y aguas blancas en comunidades de Altagracia de la Montaria.
Miranda-Venezuela. Febrero 2011.

Todos San Daniel Bucarito Las Dolores C":ngggig%n \ézlc:)r
Estrato social
22/358 9/126 2/71 11/119 0/42
Estrato II-Ill 0,0%
strato (6,2%) (7,1%) (2,8%) (9,2%) (0.0%)
Ectrato IV 168/358 68/126 21/71 72/119 7/42
(46,9%) (54,0%) (29,6%) (60,5%) (16,7%)
168/358 49/126 48/71 36/119 35/42
Estrato V (46,9%) (38,9%) (67,6%) (30,3%) (83,3%) <0,001
Disposicion de excretas
o 118/405 2/132 33/109 58/122 25/42
Al aire libre (29,1%) (1,5%) (30,3%) (47,6%) (59,5%)
, 13/405 3/132 3/109 71122 0/42 (
Letrina
(3,2%) (2,3%) (2,7%) (5,7%) 0,0%)
" 1771405 58/132 69/109 37/122 13/42
Pozo septico (43,7%) (43,9%) (63,3%) (30,3%) (31,0%)
97/405 69/132 4/109 20/122 2/42
o] <0,001
caca (24,0%) (52,3%) (3.7%) (16,4%) (9,5%)
Agua de consumo
331/403 114/132 71/108 107/121 39/42
No tratada (82,1%) (86,4%) (65,4%) (82,2%) (92,9%)
72/403 18/132 37/108 13/121 3/42
Tratad <0,001
ratada (17,9%) (13,6%) (34,6%) (17,8%) (6,1%)
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de aquellos individuos que tomaban agua de botellén,
3 de 7 de los pacientes que consumian agua obtenida
a partir de filtro de ozono o piedra (p<0,001).

Se diagnosticaron parasitos intestinales en 26%
(n=8/31) de los pacientes que cloraban el agua, 46%
(n=11/24) de los que consumian agua hervida, 6 de 10

Tabla 4.
Parasitados y no parasitados por agua contaminada segun comunidades y condiciones de vida de
Altagracia de la Montana. Miranda-Venezuela. Febrero 2011.

Parasitados

No parasitados

nIN (%) nIN (%) Valor de p
Comunidades
San Daniel 120/160 (75,0%) 40/160 (25,0%)
Bucarito 26/125 (20,8%) 99/125 (79,2%)
Las Dolores 110/134 (82,1%) 24/134 (17,9%)
La Emilia y Concepcién 25/46 (54,4%) 21/46 (45,6%) < 0,001
Estrato social
Estrato II-1I 14/22 (63,6%) 8/22 (36,4%)
Estrato IV 109/158 (69,0%) 49/158 (31,0%)
Estrato V 97/161 (60,3%) 64/161 (38,7%) 0,376
Disposicion de excretas
Al aire libre 75/118 (63,6%) 43/118 (36,4%)
Letrina 7/13 (53,9%) 6/13 (46,1%)
Pozo séptico 90/177 (50,9%) 87/177 (49,1%)
Cloaca 72/97 (74,2%) 25/97 (25,8%) 0,002
Agua de consumo humano
Agua no tratada 217/331 (65,7%) 114/331 (34,4%)
Agua tratada 28/72 (38,9%) 44772 (61,1%) < 0,001

100 100
90 - 20, 1
80 - 80; 4
70 - 70
60 - 60 1
50 - 50.0 50, -
o - 40] 4
30 30 |
20 - 23.3 20 -
9.5 i
10 15 a7 10
> £
0 1.8 o Q- -
San Daniel Bucarito Las Dolores Em"'a_ . San Daniel Bucarito Las Dolores Em"'a_ "
Concepcion Concepcion
Leyenda: Leyendac
Il Al aire libre Cloaca no conectada a sistema puablico [ No tratada Tratada
B Prevalencia de Protozoarios Intestinales B Prevalencia de Protozoarios Intestinales
@ Prevalencia de Helmintos Intestinales @ Prevalencia de Helmintos Intestinales

Grafico 1. Prevalencia de Parasitos
Intestinales y disposicion de excretas por
comunidades en Altagracia de la Montana,

Miranda-Venezuela. Febrero 2011.

Grafico 2. Prevalencia de Parasitos
Intestinales y agua de consumo humano por
comunidades en Altagracia de la Montana,
Miranda-Venezuela. Febrero 2011.
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DISCUSION

Las parasitosis intestinales constituyen un proble-
ma de salud global. Factores educativos y socio-sani-
tarios existentes en la poblacién, favorecen el contacto
entre la forma parasitaria infectante y sus hospederos.

La ivermectina, antihelmintico de amplio espectro,
ha resultado eficaz contra nematodes intestinales que
afectan al hombre, no obstante, con pobre respuesta
en necatoriasis.® "% Este medicamento no se utiliza
para infecciones por protozoarios. En comunidades
endémicas para oncocercosis, sometidas a tratamien-
to semestral con el farmaco durante 15 a 17 afos en
Ecuador, Moncayo encontré reduccion significativa de
la prevalencia e intensidad de la infeccion por T. trichiu-
ra y menor impacto en la infeccion por A. lumbricoi-
des y anquilostomideos."® En el presente estudio, se
demostré igualmente que el tratamiento masivo de la
poblacion con ivermectina contribuy6 a la baja preva-
lencia de helmintos intestinales detectadas en Bucari-
to, pero sin explicar la ausencia de anquilostomideos y
la baja prevalencia de protozoarios.

La diferencia de prevalencias de parasitosis in-
testinales resulté un hallazgo inesperado atribuible al
predominio de pozo séptico sobre cloacas no cons-
truidas por ingenieros sanitarios; sin embargo, podria
atribuirse también a la influencia de las intervenciones
educativas de accion participativa llevadas a cabo por
el PEO, ya que solo esta comunidad recibié esta inter-
vencion.

En Bucarito, predominé el pozo séptico sobre de-
posiciones al aire libre y cloacas no conectadas a una
red publica, asi como un mayor numero de familias
que utilizaban algun tipo de potabilizacion del agua, lo
cual enfatiza que los factores mas determinantes en la
transmision de parasitos intestinales son la disposicion
de aguas negras y el tratamiento del agua de consumo
humano.

Este trabajo demostrd asociacién estadisticamen-
te significativa entre la inadecuada disposicion de ex-
cretas y la infeccion por parasitos de transmision hidri-
ca, lo cual refleja la contaminacion fecal de las aguas.
El hallazgo de baja prevalencia de helmintos intestina-
les (2%) y de parasitos de transmision hidrica o por
alimentos contaminados con heces humanas y/o de
animales (20%) observados en este estudio, demues-

tra que la educacion para la salud en comunidades,
como el disefiado en el PEO, es vital en la ejecucion de
programas de control.®

Los beneficios obtenidos en comunidades rura-
les a través de estrategias de educacion para la salud
inicialmente no dirigidas a la prevencion y control de
parasitos intestinales, sino a la vigilancia epidemiol6-
gica y control de enfermedades como la oncocercosis,
resultaron costo efectivos si se comparan con otro tipo
de intervenciones sanitarias. En la actualidad el foco
Nor-Central de oncocercosis se encuentra fuera de
riesgo de transmision, ya que la transmision elimina-
da en 2014 fue avalada por el PEO de las Américas
(OEPA). Se desconoce el impacto que a largo plazo
tendria la desincorporacién de sus actividades sobre la
infeccion por parasitos intestinales.

La educacion sanitaria es recomendada por la Or-
ganizacién Mundial de la Salud como un componente
esencial de cualquier intervencion para el control de
parasitos intestinales en las escuelas."” Los progra-
mas de educacién para la salud que promueven la
adecuada higiene personal, familiar y sanitaria redu-
cen aun mas el riesgo de reinfeccion por parasitos y
maximizan el impacto de las intervenciones de despa-
rasitacion.(®® Este tipo de actividades deberian ser la
base fundamental de las politicas publicas nacionales,
al considerar que las parasitosis intestinales impactan
a la poblacion mas vulnerable, especialmente a nifios
menores de 15 afos y mujeres en edad fértil de areas
rurales.

La eosinofilia tiene un elevado valor predictivo po-
sitivo para helmintiasis intestinales, principalmente en
comunidades rurales. La alta prevalencia de eosinofilia
en la parroquia Altagracia de la Montafa, hace sospe-
char que aun en ausencia de helmintos en los exame-
nes de heces, la mayoria de los habitantes presentan
bajas cargas parasitarias no detectables al realizar el
diagnéstico a partir de una sola muestra de heces.('%2")

La administracion de tratamiento antihelmintico en
masa como herramienta Unica para la eliminacion de
las helmintiasis intestinales transmitidas por el suelo,
no es una medida eficiente si no se acompafia de un
programa efectivo de educacion para la salud, ya que
no previene las reinfecciones a pesar de reducir tem-
poralmente la prevalencia y la intensidad de la infec-
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cion.(2229] a combinacion de estas estrategias es una
medida efectiva para el control y eliminaciéon de estas
enfermedades que afectan a la poblacién mas desasis-
tida de nuestras comunidades rurales.
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Técnicas de procesamiento de la seihal ECGAR
aplicadas en el prototipo DIGICARDIAC

Techniques HRECG signal processing applied at DIGICARDIAC prototype

NELSON DUGARTE J'2, ANTONIO ALVAREZ!, EDINSON DUGARTE!, GABRIEL ALVAREZ?

|
RESUMEN

Este articulo reporta el desarrollo de la etapa de procesa-
miento de la sefial electrocardiografica implementada en
el prototipo DIGICARDIAC. El prototipo DIGICARDIAC es
un instrumento de uso médico que permite la adquisicion
simultanea de las doce derivaciones del electrocardiogra-
ma (ECG) estandar, con caracteristicas de alta resolucion
(ECGAR). El software desarrollado, pretende agrupar al-
gunos de los criterios expuestos por los investigadores e
implementar algunas técnicas novedosas, en la deteccion
del latido cardiaco y la medicion de los intervalos QT y ST
en la sefial ECGAR adquirida con el sistema. En las prue-
bas de funcionamiento se comprob¢ la eficiencia del algo-
ritmo. Los errores obtenidos en la deteccion del complejo
QRS son inferiores al 0,1 % y en la medicion del intervalo
QT se obtuvo un error promedio del 1,89 % en las sefales
ECG de los pacientes control.

Palabras claves: Algoritmo de procesamiento, Prototipo
Digicardiac, Electrocardiograma de alta resolucion (EC-
GAR), Analisis de la sefial electrocardiografica, Medicion
de intervalos del latido cardiaco.

INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares constituyen
en la actualidad una de las principales causas de muer-
te M. La ciencia moderna permite el estudio de las pato-
logias cardiacas con técnicas cada vez mas eficientes.
La evaluacién electrocardiografica permite el estudio
del trabajo cardiaco de forma no invasiva. Este tipo de

| §

ABSTRACT

This paper reports the development stage of the electro-
cardiographic signal processing implemented at the pro-
totype DIGICARDIAC. The DIGICARDIAC prototype is a
medical instrument that allows the simultaneous acquisi-
tion of the twelve-lead electrocardiogram (ECG) standard,
which features high resolution (HRECG). The software de-
veloped, aims to bring together some of the criteria set up
by the researchers and implement some new techniques,
in heartbeat detection and measurement of QT and ST
intervals in the HRECG signal acquired with the system.
The algorithm efficient was proved through tests of per-
fomance. The errors obtained in QRS complex detection
are lower than 0,1% and measuring QT interval averaging
1.89% error in the ECG signals of the control patients was
obtained.

Key words: Processing algorithm, Digicardiac prototype,
High resolution electrocardiogram, Electrocardiographic
signal analysis, Intervals measurement of heartbeat.

examen consiste en adquirir y valorar las sefales eléc-
tricas que se originan en el corazon del paciente @.

El electrocardiograma o ECG ©), consiste en la
captacion de las sefiales eléctricas originadas por la
actividad de biopotenciales en el corazéon. La seial
captada presenta caracteristicas diferentes en funcion
del angulo en que se coloquen los electrodos sobre

1 Grupo de Ingenieria Biomédica de la ULA (GIBULA). Avenida Don Tulio, Facultad de Ingenieria, Postgrado en Ingenieria Biomédica de la Facultad de Ingenie-

ria. Mérida, Estado Mérida. Venezuela.

2  Instituto Regional de Bioingenieria (IRB) de la Universidad Tecnolégica Nacional (UTN). Mendoza, Republica Argentina.
Mail: ndj0227 @gmail.com, antonioalvarezabril@yahoo.com.ar, edinson0909@gmail.com, gabo_121_7@hotmail.com.
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el cuerpo. Se han estandarizado 12 derivaciones que
conforman la representacion grafica de la sefial cardia-
ca desde todos los angulos® ®. Las derivaciones es-
tandar son: I, II, I, aVR, aVL, aVF, V1, V2, V3, V4, V5, V6.

El instrumento que se utiliza para adquirir la sefial
cardiaca se denomina electrocardidégrafo. Los electro-
cardiografos comerciales normalmente adquieren una
derivacion a la vez. La presentacion grafica del ECG se
realiza en una tira de papel con formato cuadriculado
estandar, en la mayoria de los casos trazada con una
velocidad de 25 milimetros por segundo (mm/s) y con
una resolucién de amplitud de 10 milimetros por mili-
voltios (mm/mV).

Estudios modernos presentan las relaciones entre
las enfermedades cardiovasculares y los valores de
tiempo de los diferentes elementos que conforman la
sefial ECG® @, La Fig. 1, presenta el registro corres-
pondiente a un latido cardiaco, donde se identifican al-
gunos de los intervalos que la componen.

R

H

Segmento Final de Onda T

%

I Intervalo ST

S
) Intervalo QT

Figura. 1. Senal ECG con los diferentes
intervalos que la componen.

El intervalo QT del Electrocardiograma es un indi-
cador de la repolarizacion ventricular. Las relaciones
en los cambios del QT, son utilizadas para evaluar el
riesgo de arritmias y muerte subita. Las alteraciones
en este intervalo se pueden presentar como alarga-
mientos o acortamientos del tiempo ©). Las relaciones
entre el ST y la isquemia, los cambios del QT como
respuesta a los medicamentos, las alteraciones del
complejo QRS en funcion de la cardiopatia y otros

indices, sugieren el tratamiento o la intervencion del
paciente en funcion de los criterios del médico espe-
cialista @®,

El ECG convencional, es adquirido para visualizar
sefiales con frecuencias por debajo de 120 Hz. Los
electrocardiografos modernos normalmente digitalizan
a 500 muestras por segundo (mps) con 8 bits de re-
solucion @). Esta resolucion permite obtener una forma
de onda con definicion suficiente para la visualizacién
humana, pero esta comprobado que muchos detalles
pueden pasar desapercibidos al analisis del experto,®
®. Para una mayor definicién se utiliza el electrocar-
diograma de alta resolucion (ECGAR) ©®. El ECGAR
consiste en adquirir la sefial cardiaca en un rango am-
pliado del ancho de banda y con mayor resoluciéon que
el ECG convencional.

Estudios realizados desde el afio 2009, en el Gru-
po de Ingenieria Biomédica (GIBULA) de la Universi-
dad de Los Andes (ULA) en la Republica Bolivariana
de Venezuela, en conjunto con el Instituto Regional de
Bioingenieria (IRB) de la Universidad Tecnoldgica Na-
cional (UTN) en la Republica Argentina, han generado
una serie de productos de innovacién tecnoldgica en
cuanto al hardware de adquisicion del ECGAR de 12
derivaciones ©® @ y al software de manipulacion (8) y
analisis de la sefal, enmarcados dentro del proyecto
denominado DIGICARDIAC. Estos trabajos de inves-
tigacion y desarrollo cientifico estan orientados a la
implementacion amigable y eficiente de un sistema de
electrocardiografia de alta definicion en busca de indi-
ces cuantificables que permitan a los médicos espe-
cialistas diagnosticar patologias cardiacas en su fase
temprana ©,

Este articulo reporta uno de los algoritmos desa-
rrollados en el marco del proyecto DIGICARDIAC, que
pretende implementar técnicas de analisis de bajo cos-
to computacional para medir con relativa precision los
principales intervalos que componen el latido cardiaco.

METODOLOGIA

El sistema DIGICARDIAC se disefi¢ para ser ma-
nejado desde un entorno de Historia Médica Electroni-
ca (HME) @, El software de procesamiento se ejecuta
a cuando el especialista acciona el boton “Analizar”,
desde el expediente de HME.
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El procesamiento implementado, pretende agru-
par algunos de los criterios expuestos por los investi-
gadores, en cuanto a la deteccion del latido cardiaco y
medicién de los intervalos QT y ST, con el propésito de
analizar la sefial ECGAR adquirida. El diagrama de la
Fig. 2, describe la secuencia de los algoritmos.

Cada recuadro de subproceso, en la Fig. 2, co-
rresponde a un algoritmo especifico que se encarga
de una etapa independiente. Todo el software de pro-
cesamiento se desarrollé en Linux bajo la plataforma
de software libre de Ubuntu, utilizando la herramienta
de analisis denominada Octave. El procesamiento se
realiza analizando una derivacion a la vez, pero es apli-
cable a cualquiera de las derivaciones.

Acceso desde
la HME

ECGAR
Archivo.CSV

A\ 4

Detectar el latido cardiaco
(Ubicar los picos R)

'

Detectar el inicio y final del latido
(Ubicar los puntos Qy S)

'

Reducir el corrimiento de
la linea de base

'

Ubicar el final de laonda T

Presentacion de los
Resultados
Figura 2. Secuencia de los algoritmos
de analisis digital de senales.

Deteccion del latido cardiaco

La deteccion del latido cardiaco consiste en ubicar
los intervalos de tiempo donde ocurren los complejos
QRS en el electrocardiograma. El procesamiento con-
siste en aplicar algunos criterios expuestos por Pan
y Tompkins (9, en combinacién con algunas técnicas
descritas por Dotsinsky y Stoyanov "), agregando al-
gunos cambios estructurales a la secuencia del algorit-
mo con el propésito de mejorar su eficiencia. El algorit-
mo propuesto consiste en convertir los complejos QRS
en picos bien definidos mientras se descarta el resto
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de los componentes del ECG, luego se aplica una dis-
criminacion basada en umbrales de amplitud y tiempo
para descartar los falsos complejos QRS.

El procesamiento se inicia con un filtro paso alto
de tipo recursivo ('?, con frecuencia de corte de 0,65
Hz. Este filtro tiene la funcién de eliminar corrimientos
de linea de base y ruidos de baja frecuencia. Esta de-
finido por la ecuacion 1, donde X conforma la sefial de
entrada, Y los datos de salida, C7 y C2 los coeficientes
del filtro.

Y(i) = C1[X(i)) - X(i - D]+ C2[Y(i-1)] [1]

Las ecuaciones 2 y 3 permiten calcular los coefi-
cientes C1y C2 a partir de la frecuencia de corte Fcy
del periodo de muestreo T.

1
C1= "q¥tg(Fcn b 2]
_ 1-tg(Fc-m-b
2= A+tg(Fon b [3]

El paso siguiente en el algoritmo consiste en pro-
cesar la sefial con un filtro paso bajo con una frecuen-
cia de corte de 35 Hz. El filtro implementado estéa defini-
do por la ecuacion 4, donde X conforma los datos de la
sefal de entrada, Y los datos de salida y N representa
los coeficientes del filtro. La Fc = 35 Hz se logra con
una ventana de N = 26.

Y(i) =4 [X@) + X(@-1)+ ... X(i-(N-1))] 4]

Seguidamente, la sefial se deriva para magnificar
los cambios de amplitud del complejo QRS. Con la
ecuacion 5, se obtiene una aproximacion a la derivada
de la sefal (10), donde X representa la sefial de entra-
dayY es la senal derivada.

Y() = 2X()) + X(i - 1) - X(i - 3)-2X(i-4) [5]

El paso siguiente en el algoritmo es aplicar un fil-
tro rectificador, el cual consiste en elevar al cuadrado
la senal derivada. Esto se realiza con el propésito de
obtener solo picos positivos. Luego, la sefial se somete
a un filtro paso bajo idéntico al descrito por la ecua-
cion 4, pero con una ventana de 60 muestras. Se uti-
liza una ventana de 60 muestras para que la frecuen-
cia de corte sea de 15 Hz, lo cual es suficientemente
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baja para generar la integracion de los picos obtenidos
en un unico pulso de gran amplitud, pero sin alterar la
duracién del espacio que ocupa el complejo QRS. La
Fig. 3, muestra tres segundos de la sefial original en la
parte superior, en el medio de la imagen se presenta
la aproximacion a la derivada que se obtiene como re-
sultado de aplicar la ecuacion 5 y en la parte inferior se
encuentra el resultado definitivo, que se obtiene al rec-
tificar y luego filtrar paso bajo la sefial que se procesa.

El retardo causado por los filtros se elimina intro-
duciendo el factor de correccién temporal apropiado.
Cabe destacar que no importa la morfologia de la sefal
original, aun cuando los complejos QRS sean negati-
vos o deformes, la sefial resultante siempre genera un
pulso positivo definido en el intervalo QRS correspon-
diente al latido.

La etapa siguiente en el algoritmo, consiste en de-
tectar los pulsos. Esto se realiza evaluando los cam-
bios de amplitud con respecto al tiempo, que se regis-
tran en la sefal. La deteccion de un pulso es seguido
por la ubicacion del punto de mayor amplitud. Esto se
hace para someter el pulso encontrado a criterios de
evaluacion de amplitud y tiempo que permitan verificar
si se trata de un complejo QRS verdadero (19 (",

El primer criterio de evaluacion se establece por
comparaciones de amplitud, definido por un umbral
adaptativo. El umbral adaptativo se obtiene al prome-
diar el valor de los ultimos 6 picos R aceptados como
verdaderos. La discriminacion por amplitud se realiza
considerando que un pico R es verdadero si su ampli-
tud esta en un rango de + 20% del umbral adaptativo.

Sefial Original

/ |

Sefial Derivada

Amplitud en (mV)

l
}
}
i
i

: fk Sefial Resultante [J\‘

| I | S |

L |
38 5 5% s
Tiempo en sequndos

Fig. 3. Resultados obtenidos al procesar
la sefial.

El segundo criterio de evaluacion se establece en
funcion del tiempo. Se basa en que el tiempo de los
intervalos RR no puede cambiar en mas de 30% en
intervalos consecutivos (19 (3, E| periodo RR se evalla
considerando como referencia al promedio de los ulti-
mos 6 RR aceptados como verdaderos. Al terminar la
evaluacion de todos los pulsos, se reubican los puntos
encontrados sobre los picos R de la sefial original.

La grafica de la Fig. 4, presenta un fragmento de 3
segundos de la sefial adquirida, con lineas marcadoras
que sefalan la ubicacion de los picos R en cada uno
de los complejos QRS detectados y evaluados como
verdaderos.

3.6

.
5

o lw
—

Ampi
erJlEd an {my)
;l{jl;

v &

=
@

|
I / - -
|l- / 4 NP Lf'/ M |_ r-—-f"- |

— Sefial Onginal
—___ Marcador de pico B

36 38.5 39

|‘l ,_4"\;

39.9 40

Tiempo ensegundos

Fig. 4. Fragmento de la seial original con marcadores en los complejos QRS.
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Deteccion de los puntos Qy S

La deteccion de los puntos Q y S se realiza debido
a la necesidad de medir algunos intervalos de tiempo
que son parametros de importancia médica, como los
intervalos QT, STy la duracion del complejo QRS. Para
la deteccion de estos puntos, el procesamiento utiliza
la sefal resultante con el procedimiento descrito en la
seccién anterior, ejemplo de la cual se presenta en la
parte inferior de la Fig. 3.

El algoritmo para la deteccién de los puntos Qy S,
se ejecuta en un lazo repetitivo que evalta todos los
pulsos generados por los complejos QRS verdaderos a
partir de la senal original. Esto se debe a que el ancho
de cada pulso, ocupa el intervalo del complejo QRS al
que corresponde. Por consiguiente, el inicio del pulso
identifica al punto Q y el final del pulso equivale al pun-
to S, en cada latido.

La deteccion de los puntos Q y S se basa en la es-
timacion del punto més pronunciado en la curva inicial
y final del pulso, respectivamente. Los investigadores
en la materia han implementado muchas técnicas para
detectar el inicio o el final de un pulso, con diferentes
resultados. Una de las aplicaciones mas eficientes con-
siste en la técnica del trapecio implementada por Seis-
dedos y col. ¥, Esta técnica fue empleada para detec-
tar el final de la onda T, pero es aplicable a cualquier
pulso. La Fig. 5, muestra un ejemplo de aplicacién del
método del trapecio para detectar el final del pulso.

R

(Xm,Ym) (Xr,Ym)

(Xr,Yi)

Q S

Figura 5. Aplicacion del método del trapecio
para detectar el final de un pulso.
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El método consiste en localizar el valor maximo del
area de la figura trapezoidal que se forma sobre la cur-
va. Los puntos demarcados en la zona de evaluacién
se identifican por (Xm,Ym), (Xr,Ym), (Xr,Yi), (Xi,Yi).
Donde los valores X representan el desplazamiento en
el tiempo de las muestras y los valores Y representan
la amplitud de la sefial, dado por el valor de la muestra
en ese instante de tiempo. El area del trapecio se cal-
cula con la ecuacion 6.

A= (Xl"- XI/H) + (Xl"- Xl) (Ym _ Yl) [6]
2

El valor de amplitud Ym se mantiene constante
mientras que el valor de Yi cambia en funcién de Xi. El
procesamiento consiste en calcular el valor del area del
trapecio para cada punto posible en el desplazamiento
de “Pe” sobre la curva.

El valor de Ym se determina por el 30% de ampli-
tud del pulso o pico R. Xm corresponde al tiempo en
que ocurre Ym. Xr se determina en un 15% del valor de
RR a partir del punto Xm. El punto Pe identificado por
Xiy Yi, se toma como el factor de evaluacién que deter-
mina los cambios en el area del trapecio. Yi se evalua
en todas las muestras del intervalo que va desde 0,1R
hasta amplitud minima dentro del intervalo definido por
Xm y Xr. Xi adquiere el valor correspondiente de cada
Yi. El punto (Xi,Yi) donde se obtiene el valor maximo
del area del trapecio sefiala el punto mas pronunciado
de la curva y por ende se marca como punto S.

El paso siguiente en el algoritmo, se realiza con
el propdsito de encontrar el punto Q. Consiste en fijar
la zona de evaluacion en el area anterior al inicio del
pulso. Sobre la zona de evaluacion se establecen los
cuatro puntos que determinan los vértices del trapecio,
idéntico al de la Fig. 5, pero con la figura geométrica
trapezoidal formada en la parte anterior al pulso.

A continuacion, el algoritmo ubica el pulso siguien-
te, correspondiente a un nuevo complejo QRS en la
sefal y se repite todo el proceso para detectar los nue-
vos puntos Q y S. El procedimiento se repite hasta el
final del registro. La Fig. 6, presenta un fragmento de 3
segundos de la sefal original, con lineas marcadoras
que sefalan los puntos Q y los puntos S ubicados con
el procesamiento.
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Amplitud en mV
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Figura 6. Fragmento de la sefial con marcadores que ubican los puntos Q y S.
Eliminacion del corrimiento de la linea de base

Los filtros paso alto pueden lograr una buena co-
rreccion de la linea de base, pero también implica la
perdida de componentes de baja frecuencia y defor-
macioén de la morfologia de la onda original. La pérdi-
da de componentes esenciales no puede ser admitida
en los analisis de las senales de alta resolucién. Por
consiguiente, se implementd una técnica idéntica a la
propuesta por Laguna y Sornmo ("4,

Esta técnica consiste en generar una senal que
solo representa el corrimiento de la linea de base a
partir de la sefal original. Seguidamente se realiza una
operacion matematica de sustraccion entre la senal ori-
ginal y el vector generado.

El procesamiento se inicia marcando puntos a
0,02 segundos antes de cada punto Q, los cuales, para
efecto de calculo, se identifican como puntos PQ. Esta
accioén se realiza porque se considera que la sefial en-
tre el final de la onda P y el inicio del complejo QRS
debe estar sobre la linea de base.

El funcionamiento de esta etapa del software se
inicia tomando los primeros 6 puntos PQ marcados en
la sefal original, para generar por interpolaciéon una
curva que pase por ellos. Para esto se genera una
ecuacion polindmica que describa el comportamiento
de los puntos marcados. La ecuacién 7 representa el

polinomio generado en este algoritmo, donde n es el
grado y X contiene los valores de amplitud correspon-
dientes a los puntos PQ seleccionados.

Px)=a X" +a, X"+ ...a X+a +1 [7]

Se utilizé n = 6, porque el trabajo empirico definid
que la ecuacion polindmica de grado 6 es la mas efi-
ciente para describir la sefial en el intervalo.

En el paso siguiente se evalla la ecuacion poli-
némica encontrada en igual nUmero de muestras que
la sefial original, dentro el intervalo correspondiente a
PQ =3y PQ = 4. Se tomo¢ el intervalo intermedio entre
los puntos PQ seleccionados, porque se considera la
fraccion de la curva mas representativa de la linea de
base. El resto de los intervalos definidos por los 6 pun-
tos PQ, solo se utilizan para describir el comportamien-
to de la curva por extrapolacion.

El paso siguiente del algoritmo, se descarta el pun-
to PQ = 1 y se toman los 6 puntos siguientes, desde
PQ = 2 hasta PQ = 7, para una nueva estimacion. Se-
guidamente se repite el procedimiento para encontrar
por interpolaciéon una nueva ecuacion polindmica para
calcular los valores de la linea de base en el intervalo
entre PQ = 4 y PQ = 5. Este ciclo se repite hasta com-
pletar la evaluacion de todos los intervalos marcados
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por los puntos PQ. Los valores obtenidos en cada ciclo
de evaluacién son concatenados en un vector de resul-
tados, que describe el comportamiento de la linea de
base en toda la sefal analizada.

Al concluir el ciclo repetitivo, se procede a realizar
la operacién matematica de substraccion entre el vec-
tor original y el obtenido. El resultado genera un nuevo
vector donde se elimina el corrimiento de linea de base
sin alterar los valores de amplitud o la morfologia de la
senal original. La Fig. 8, muestra en la parte superior,
un fragmento de 10s de una sefial adquirida con algu-
nas alteraciones de la linea de base. En la parte inferior
de la figura, se presenta el mismo segmento pero con
la sefal corregida.

La onda T conforma la ultima parte de la sefal co-
rrespondiente a un latido cardiaco. El final de la onda
T se define por la mayor protuberancia de la curvatura
sobre el eje isoeléctrico al final de la sefial @ ®) (%), La
Fig. 1, demarca el final de la onda T y a los espacios de
tiempo correspondientes al intervalo QT y al segmento
ST.

La dificultad que se presenta radica en la baja
frecuencia en esta parte de la sefial y a las diferentes
morfologias que puede presentar. Las formas irregula-
res de ondas T dificultan la deteccion porque alteran el
resultado que se espera del procesamiento (* (18, |a
Fig. 9, presenta dos casos de onda T irregulares, el
primero con una morfologia alterada y el segundo con
una onda T bifasica.

~— ECG original 7
Sefial Filtrada

Amplitud (mV)

[l
T
I

Lol bl

=}
3l

o

I I
9

5
Tiempo (s)

Figura 8. Seial original en la parte superior
y seial corregida en la inferior. Deteccién
del finaldelaonda T

Para solventar el problema en la deteccién del final
de la onda T, se desarrollé una técnica basada en la
aplicacion combinada de algunas técnicas de proce-
samiento digital de sefales reportadas en la literatura.

El algoritmo desarrollado para la deteccién del final
de laonda T, se divide en tres etapas. La primera parte
del procesamiento, se basa en la técnica propuesta por
Zong y Saeed (. Esta técnica consiste en generar una
sefal donde se captan las ondas T y se elimina el resto
de los componentes de la sefal electrocardiografica.
La segunda parte del procesamiento, aplica una téc-
nica similar al pre-procesamiento utilizado por Pan y

QRS T

Finalde T

T

Finalde T

Figura 9. Dos ejemplos de ondas T irregulares.
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Tompkins (19, pero utilizado para generar un pulso Uni-
co que se define sobre el espacio de tiempo de cada
onda T. La ultima parte del procesamiento consiste en
aplicar el método de los trapecios, descrito por Seisde-
dos y col. ", para ubicar con precision el final del pulso
obtenido, correspondiente al final de la onda T.

La sefial electrocardiografica a procesar, es la ob-
tenida con el procedimiento de correccion de la linea de
base y con la estimacién de los puntos Q, Ry S, des-
critos en la seccion anterior, ver Fig. 8. El primer paso
en el algoritmo, se procede a marcar los intervalos de
tiempo que solo contienen la onda T de cada latido en
el registro. Cada intervalo se define entre 0,15*RR y
0,6*RR segundos después de cada pico R. Se toma-
ron estos puntos en el tiempo porque se considera que
cubre el intervalo que debe contener la onda T, aun
en los casos con sindrome de QT largo. Los umbrales
temporales se establecen con respecto al intervalo RR,
para que la seleccion de los puntos se realice de forma
automatica en cada registro.

En el paso siguiente, el algoritmo reemplaza por
lineas rectas todos los componentes que no estén
contenidos dentro de los intervalos que contienen las
ondas T. Seguidamente se eleva al cuadrado todo el
registro, para rectificar los posibles componentes ne-
gativos de las sefnales irregulares.

A continuacion se aplica un filtro promediador
equivalente al descrito por la ecuacion 4, pero con una
ventana de 60 muestras. Se utiliza una ventana de 60
muestras para que la frecuencia de corte sea de 15 Hz.

14T T T T T T T T

—— Seiial Original
—— Seiial Procesadg |

Amplitud en mv
o = =
£ o =)

=

]
T
1

1 1 1 1 1
224 226 28 23 232 234 236 238
Tiempo en segundos

Figura 10. Fraccion de registro original
en comparacion con el procesado.

Esta frecuencia de corte es suficientemente baja para
integrar los picos que se forman cuando se procesan
ondas con morfologias irregulares y de esta manera
obtener un pulso unico por cada onda T.

La Fig. 10 presenta una fraccion de 1,5 segundos
del registro original en comparacion con la sefal obte-
nida. El resultado logrado presenta una clara definicion
sobre la onda T mientras que se atenuan el resto de los
componentes.

La tercera etapa del algoritmo, consiste en detec-
tar el punto mas pronunciado en el codo final de los
pulsos obtenidos. Este procedimiento evallua el final
de cada pulso generado en el procesamiento, aplican-
do el método de los trapecios, descrito en la seccién
anterior, ver Fig. 5.

Después de evaluar todos los pulsos del vector, se
introduce el factor de correccién que permite eliminar el
desplazamiento en el tiempo causado por la aplicacién
de los filtros. El ultimo paso de este algoritmo consiste
en realizar la correspondencia de los marcadores en-
contrados con la sefal original.

No importa que la morfologia de las ondas T sea
irregular o invertida, el procesamiento siempre genera
una forma de onda positiva y con una clara definicion
del codo final. La Fig. 11, muestra una seccién de 4
segundos de sefal adquirida de un paciente enfermo,
que presenta onda T invertida. Adicionalmente se grafi-
can las marcas que ubican el final de las ondas T, obte-
nidos automaticamente con el procesamiento.

—— ECG Original
2r —— Finalde Onda T |

Amplitud (mV)

Tiempo (s)

Figura 11. Sefal original con marcadores al
final de la onda T.
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Los valores de los intervalos QT y ST pueden ser
ajustados mediante las ecuaciones de correccién con
referencia al ritmo cardiaco. Algunos investigadores
han desarrollado diversas ecuaciones de correccion('®,
La mas utilizada actualmente es la formula de Bazett,
mostrada en la ecuaciéon 8. Donde RR corresponde al
promedio de intervalos RR validos.

oTe =% 8]

RESULTADOS

La evaluacion del software se realizo en el Gru-
po de Ingenieria Biomédica de la Universidad de los
Andes (GIBULA) en la ciudad de Mérida, Venezuela y
fue certificada en el Instituto Regional de Bioingenieria
(IRB) de la Universidad Tecnoldgica Nacional (UTN) en
la Republica de Argentina. Las pruebas se realizaron
analizando 329 registros de la base de datos marcada
para QT y con certificacion internacional de Physionet,
la cual se encuentra con acceso disponible en Inter-
net(9)

Certificacion en la etapa para la deteccion de los
complejos QRS

Debido a que la base de datos Physionet no po-
see marcadores indicativos de los QRS, las pruebas
en esta etapa se realizaron verificando manualmente
los latidos detectados en cada registro. Las pruebas se
realizaron analizando 20 registros de pacientes sanos
y 30 registros de pacientes enfermos. Los resultados
presentaron un error promedio de 0,095 % con desvia-
cién estandar de 3,15.

El resultado comparativo con el desarrollo de otros
autores demuestra la eficiencia del sistema. Como
ejemplo se puede citar el trabajo presentado por Pany
Topkins (10) en 1985, en el cual obtienen un margen de
error de 0,675 %. En la publicacién de Dotsinsky y Sto-
yanov (11), presentan un error de 0,38 % en cuanto a
la especificidad y de 0,96 % en cuanto a la sensibilidad.
También se presentan trabajos con niveles de error en
la deteccion muy bajos, pero que involucran procesa-
mientos de alto costo computacional, como deteccién
empleando maquinas de soporte vectorial o analisis
utilizando transformada wavelets.
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Certificacion en la medicion de los intervalos QT

El analisis se clasificd sobre dos grupos de regis-
tros de la base de datos de Physionet, un grupo de
pacientes control y un grupo de pacientes enfermos.
El nimero de pacientes control tomados de la base de
datos fue de 51. La muestra de registros analizados de
estos pacientes fue de 73. El error diferencial se calcu-
|6 utilizando la ecuacion 9.

Error Diferencial = QT anotado - QTmedido [9]

Donde el “QTanotado” corresponde al valor dado
en la base de datos y el “QTmedido” es el valor obteni-
do con la aplicacion del software desarrollado. La esti-
macion del error porcentual se obtiene a partir del error
diferencial, tomando como 100 % el valor anotado por
Physionet. El error porcentual se puede calcular con la
aplicacién de la ecuacién 10.

Error Diferencial*100
OT anotado [10]

La Tabla 1, muestra una parte de los resultados
obtenidos al analizar los archivos de los pacientes con-
trol, en contraste con los valores anotados en la base
de datos. El valor de “QT medido” corresponde al pro-
medio de todos los intervalos QT en el archivo analiza-
do. La columna siguiente muestra la desviacion estan-
dar que presenta la dispersién de las mediciones de
QT con respecto al promedio en el mismo archivo. Las
dos columnas finales presentan los valores de error
obtenidos con la aplicacion de las ecuaciones 9 y 10,
respectivamente.

Al analizar los resultados de todos los registros de
pacientes control se obtuvo un error diferencial prome-
dio de 0,43 ms, con desviacion estandar de 9,25. El
error porcentual promedio fue de 1,89 % con desvia-
cion estandar de 1,48.

El nimero de pacientes enfermos tomados de la
base de datos fue de 113. Los registros en estos pa-
cientes presentan patologias como infarto al miocardio,
cardiomiopatia por insuficiencia cardiaca, bloqueo de
rama, hipertrofia del miocardio, enfermedad cardiaca
valvular, miocarditis y otras. La muestra de registros
analizados de estos pacientes fue de 256.

Los errores diferencial y porcentual se calcularon
con la aplicacion de las ecuaciones 9 y 10 respectiva-

Error Porcentual =
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mente. La Tabla 2, muestra una parte de los resulta-
dos obtenidos al analizar los archivos de los pacientes
enfermos, en contraste con los valores anotados en la
base de datos.

Al analizar los resultados los registros de pacien-
tes enfermos se obtuvo un error diferencial promedio
de -10,32 ms, con desviacién estandar de 22,93. El
error porcentual promedio fue de 5,09 % con desvia-
cion estandar de 4,91.

Los resultados obtenidos con el procesamiento
descrito son comparativamente buenos en relacion con
los obtenidos por otros investigadores. Como ejemplo
se puede citar el procesamiento de Starc y Schlegel®@),

publicado en 2006, con el cual obtiene un error prome-
dio de 2%. El procesamiento publicado por Seisdedos
et al ¥, presenta un error de 2,9 % aplicando el mé-
todo del trapecio y de 4,9 % aplicando el método de
triangulacion. De la misma forma que detectando los
QRS, también se han publicado métodos con errores
muy bajos pero que involucran altos costos de proce-
samiento. También se debe tomar en cuenta que el pro-
cesamiento desarrollado permite detectar el final de la
onda T aun en los casos en que la sefial esta deforme
o es invertida, cosa que no es aplicable en muchos de
los trabajos revisados.

Tabla 1.
Parte de los resultados al analizar los archivos de los pacientes control.
Identificacion del paciente | QT anotado Phy- | QT medido Sof- Error diferencial | Error Porcen-
sionet (ms) tware (ms) fol (ms) tual (%)
patient105/s0303Ire 355,0 356,1 0,0504 -1,10 0,31
patient116/s0302Ire 408,5 398,8 0,0371 9,70 2,37
patient117/s0291Ire 363,5 369,3 0,0333 -5,80 1,60
patient117/s0292Ire 362,5 374,1 0,0333 -11,60 3,20
patient121/s0311Ire 364,0 355,9 0,0280 8,10 2,23
patient122/s0312Ire 390,0 381,6 0,0341 8,40 2,15
patient131/s0273Ire 317,0 324,1 0,0232 -7,10 2,24
Tabla 2.
Parte de los resultados al analizar los archivos de los pacientes enfermos.
Identificacion del paciente | QT anotado Phy- QT medido Sof- Error diferencial | Error Porcen-
sionet (ms) tware (ms) fo (ms) tual (%)
patient010/s0036lre 373,0 375,6 0,0592 -2,60 0,70
patient010/s0042Ire 400,0 386,8 0,0614 13,20 3,30
patient011/s0039Ire 373,0 3771 0,0297 -4,10 1,10
patient011/s0044Ire 359,5 370,5 0,0308 -11,00 3,06
patient011/s0049Ire 370,5 370,8 0,0287 -0,30 0,08
patient011/s0067Ire 388,0 383,1 0,0657 4,90 1,26
patient012/s0043Ire 430,0 436,6 0,0440 -6,60 1,53
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Certificacion en la medicion del intervalo ST

Debido a que la base de datos Physionet no posee
marcadores indicativos del intervalo ST, no se lograron
realizar pruebas independientes para esta seccion, sin
embargo, dado que la deteccion del punto S se realiza
en condiciones idénticas a la deteccion del punto Q, se
considera que los errores esperados sean los mismos
que en la medicion de los intervalos QT.

CONCLUSIONES

La medicion de los intervalos contentivos entre los
diferentes puntos del latido del corazén representa una
forma especifica de evaluar el trabajo cardiaco. Con
una medicidn precisa se minimizan los errores cometi-
dos por la evaluacién de los expertos y por consiguien-
te se mejora el diagnostico. La incorporacion de la
etapa de procesamiento al instrumento DIGICARDIAC
constituye una herramienta de uso practico que expan-
de la capacidad del instrumento.

La mayoria de las técnicas de anadlisis de sefales
implementadas son tomadas de la experiencia de otros
investigadores, la innovacion se destaca en la interre-
lacién de estas técnicas aplicadas con el propdsito de
generar un algoritmo robusto y que mejore los indices
de errores de la literatura consultada.

Cabe destacar que las técnicas implementadas
son de bajo costo de procesamiento. Esto permite que
el procesamiento completo se ejecute en muy poco
tiempo, aproximadamente 30 segundos en analizar un
registro con 300 complejos QRS. Lo que hace pensar
en la posibilidad de implementar este software en tiem-
po real.
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Anemia Infecciosa Equina. Una Revision

Equine Infectious Anemia A Review

ABELARDO MoORALES BRICENO!, ANICETO MENDEZ SANCHEZ!, MARIiA MORALES BRICERO?
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RESUMEN

La Anemia Infecciosa Equina (en ingles Equine Infec-
tious Anemia EIA), es una enfermedad viral que afecta
a los équidos a nivel mundial. El agente causal, perte-
nece al género Lentivirus, de la familia Retroviridae, su-
bfamilia Orthoretrovirinae. La enfermedad se caracteri-
za por episodios febriles recurrentes, trombocitopenia,
anemia, pérdida de peso y edema de las partes bajas
del cuerpo; si no se produce la muerte en el curso de
los ataques clinicos agudos, se produce una fase cro-
nica y la enfermedad tiende a convertirse en latente. La
AIE debe notificarse ante la OIE: Organizaciéon Mundial
de Sanidad Animal. En 2015 la OIE mediante Coédigo
Sanitario para los Animales Terrestres se establecio a
la Anemia Infecciosa Equina en la lista Unica de enfer-
medades e infecciones de los équidos. Los veterinarios
que detecten un caso de anemia infecciosa equina de-
ben seguir las pautas nacionales y/o locales para la no-
tificacion y las pruebas de diagnéstico correspondien-
tes. Este articulo describe los aspectos mas relevantes
de la Anemia Infecciosa Equina.

Palabras claves: Anemia Infecciosa Equina, AlE, EIA,
equinos.

INTRODUCCION

En una era de creciente globalizacién, nunca ha
sido mayor el riesgo de propagacion de enfermeda-
des infecciosas en humanos y animales, incluidos
los équidos . La Anemia Infecciosa Equina (AIE,

A

ABSTRACT

Equine Infectious Anemia (EIA) is a viral disease that
affects horses worldwide. The causative agent belongs to
the genus Lentivirus, the family Retroviridae, subfamily Or-
thoretrovirinae. The disease is characterized by recurrent
episodes of fever, thrombocytopenia, anemia, weight loss
and edema of the lower parts of the body; if death does not
occur in the course of the acute clinical attacks, a chronic
stage occurs and the disease tends to become dormant.
The IEA must be reported to the OIE: World Organization
for Animal Health. In 2015 by Health Code OIE Terrestrial
Animal it was established Equine Infectious Anemia in the
single list of diseases and infections of horses. Veterina-
rians detected a case of equine infectious anemia should
follow national and / or local to the notification and guideli-
nes appropriate diagnostic tests. This article describes the
most relevant aspects of the Equine Infectious Anemia.

Keywords: Anemia Infectious Equine, Anemia, AIE, EIA,
equine

en ingles Equine Infectious Anemia EIA), es una en-
fermedad viral que afecta a los équidos a nivel mun-
dial. El término “fiebre de los pantanos” fue utilizado
por primera vez por Torrance en 1903 en Canada @. El
agente causal, pertenece al género Lentivirus, de la fa-

1  Departamento de Anatomia y Anatomia Patolégica Comparadas, Edificio de Sanidad Animal, Campus de Rabanales Ctra. de Madrid km 396, 14071, Cér-
doba Universidad de Cérdoba. Espafia. 2Ejercicio Privado. Teléfono: 0034619307223. Email: aamorales13@gmail.com
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milia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae ®. Este
virus posee un genoma de ARN de doble cadena de
8.2 kb aproximadamente ¥. Ademas de las proteinas
estructurales codificadas por gag, pol y env, el genoma
contiene tres marcos de lectura abierta que codifican
las proteinas Taty Rev generalmente presentes en los
lentivirus y la Proteina S2 ®. Los productos de los ge-
nes gag y pol se traducen del RNA mensajero viral de
larga duracioén. El montaje del precursor Gag proteinas
en la membrana plasmatica es esencial para el virus
de florecimiento de las células huésped ©®. El virus de
la Anemia Infecciosa Equina es el Unico, entre los re-
trovirus estudiados hasta la fecha, que su dominio L
es un motivo YPDL situado en el C-terminal region de
P9 ®. Este virus requiere componentes de la proteina
vacuolar clasificacion celular (VPS) maquinaria para la
liberacion eficaz. Las Proteinas Clase E VPS estan in-
volucradas en la biosintesis del cuerpo multi-vesicular
(MVB). Las proteinas AIP1/ALIX, clase E VPS Brof1,
juegan un papel clave mediante la vinculacion de MVB
complejos que actuan en las etapas tempranas y tar-
dias de infeccion ©.

RECUENTO HISTORICO EPIDEMIOLOGICO

El virus de la Anemia Infecciosa Equina fue identi-
ficado por primera vez en Francia en 1843, y en un
principio fue diagnosticado en los Estados Unidos en
1888 ©). Su prevalencia en USA comenzo a subir en el
1930 y alcanz6 su pico destructiva en los Estados Uni-
dos entre los afios ‘60 y ‘70 ™. En 1975, se detectaron
10.371 casos de infeccion por EIA en los Estados Uni-
dos ™. En Canada fue descrita en 1882 @. La amplitud
que fue adquiriendo en 1966 en algunos centros euro-
peos de caballos de competicién condujo a la OIE a
incluirla en las labores de la Comision del Codigo y de
la Comisién de Normas ®. En Venezuela fue descrito
en 1939, el porcentaje de positividad fue de 12,4%. En
Colombia la Anemia Infecciosa Equina fue reportada
en1948 @, La AlE fue descrita en Mongolia e 1952 y en
2011 presento una prevalencia de 24.5% ©. En Brasil
ha sido descrita por primera vez en Rio de Janeiro en
1968 (9. En Chile fue diagnosticada por primera vez en
1980 y declarada erradicada en 1981, En Australia,
la Unica area donde pueda ser considerada como en-
démica es a lo largo de los sistemas fluviales del inte-

rior del centro y oeste de Queensland (2. En Baja Cali-
fornia México, la AIE fue descrita por primera vez en
1999. El virus tiene una distribucion mundial dado que
se informa regularmente en las Américas, Africa, Asia,
Europa y Australia @. En Europa, en los ultimos afios
los focos de Anemia Infecciosa Equina se han dado
principalmente en Rumania (®. La Anemia Infecciosa
Equina es un enfermedad endémica en Rumania, de
hecho, en junio del 2010 adoptd una Decision Europea
para establecer medidas especiales de proteccion para
el movimiento de équidos provenientes de este pais (3.
El dltimo foco descrito en Espafia fue en 1983. Esta
enfermedad parece estar ausente solo en pocos pai-
ses, tales como Islandia y Japén (™). Sin embargo re-
cientemente en 2014 fue descrita en Japon. La AIE
debe notificarse ante la Organizacion Mundial de Sani-
dad Animal (OIE, por sus siglas en francés)®. En 2015
la OIE mediante Cédigo Sanitario para los Animales
Terrestres se establecié a la Anemia Infecciosa Equina
en la lista Unica de enfermedades e infecciones de los
équidos @. Los veterinarios que detecten un caso de
anemia infecciosa equina deben seguir las pautas na-
cionales y/o locales para la notificacion y las pruebas
de diagndstico correspondientes (2014). En Venezuela
el establecimiento de un Plan Sanitario para garantizar
la Salud Agricola Integral, esta basado en un marco
legal, en primera instancia la Constitucion de la Repu-
blica Bolivariana de Venezuela, articulo 156, numeral
32, articulos 305, 306 y 307. Decreto 6.129 por Ley
Habilitante. La Ley de Salud Agricola Integral establece
en sus articulos de caracter obligatorio 21, 23 y 36 ga-
rantizar la Salud Agricola Animal. EI Reglamento Na-
cional de Carreras de Caballos vigente establece Titulo
IX Capitulo | Articulo 305: establece que los Servicios
Veterinarios tiene por objeto el control sanitario animal
en el Instituto Nacional de Hipédromos. Articulo 13: Los
propietarios o propietarias, ocupantes, administrado-
res, o administradoras o responsables, de las unidades
de produccién animal o vegetal, estan obligados a
cumplir todas las medidas de prevencion, control y
erradicacion que determine el Ejecutivo Nacional, a tra-
vés de sus organos y entes competentes, con la finali-
dad de impedir la penetracion y diseminacion de enfer-
medades y plagas. Articulo 17: Es deber de los
profesionales en materias afines a la salud agricola in-
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tegral denunciar al Ejecutivo Nacional, a través de sus
oérganos y entes competentes, la ocurrencia o sospe-
cha de enfermedades o plagas que afectan los anima-
les 0 vegetales y a las personas. Dentro de los térmi-
nos previstos, para que se adopten las medidas
preventivas y profilacticas que impidan la introduccion
y diseminacion de enfermedades y plagas a los anima-
les, vegetales y a las personas. Articulo 31: El Ejecutivo
Nacional, a través de sus érganos y entes competentes
podra dictar la medida sanitaria de cuarentena interna
a los animales y vegetales, productos, subproductos y
materias primas de ambos origenes, los organismos
benéficos, las personas y los medios relacionados con
ellos, en caso de enfermedades y plagas que puedan
desencadenar un brote epidémico en el lugar donde se
encuentren o en el de procedencia, y en caso de que
éstas ya hubiesen penetrado, su localizacion, control y
erradicacion de enfermedades y plagas cuarentenarias
con el objetivo de salvaguardar el territorio nacional no
afectado, asi como evitar su traslado a otros paises; sin
perjuicio de la aplicacion de cualquier otra medida sa-
nitaria que se estime pertinente. En estos casos, infor-
mara de inmediato a las personas interesadas el régi-
men de cuarentena establecido y el estado de alerta
epidemioldgico o de emergencia sanitaria. Articulo 32:
Los animales y vegetales, importados antes de ingre-
sar al territorio nacional deberan cumplir un periodo de
cuarentena en el pais de origen, de acuerdo al Proto-
colo de Importacion suscrito con dicho pais, bajo la su-
pervision del Ejecutivo Nacional, a través de sus 6rga-
nos y entes competentes, y un periodo de cuarentena
en el territorio de la Republica Bolivariana Venezuela,
en el que seran sometidos a observaciones clinicas,
epidemiolodgicas y diagnéstico de laboratorio por un
tiempo minimo de treinta (30) dias, con las excepcio-
nes correspondientes. Por razones epidemiolégicas o
sanitarias los periodos de cuarentena podran ser mas
prolongados. Articulo 72: El Instituto Nacional de Salud
Agricola Integral (INSAI) realizara las actividades de
inspeccion, prevencion, vigilancia y control del cumpli-
miento del presente Decreto con Rango, Valor y Fuerza
de Ley, sus reglamentos y normas técnicas, a través de
inspectores o inspectoras de salud agricola integral de-
bidamente acreditados. Ley de Salud Agricola Integral:
Articulo 21: El Ejecutivo Nacional, a través de sus 6rga-
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nos y entes competentes en materia de Control Zoosa-
nitario y Proteccion Fitosanitaria, tiene como objetivos
la elaboracién, coordinacion, ejecucioén, supervision y
evaluacion de los planes, proyectos y programas de vi-
gilancia, prevencion, control y erradicacion de enferme-
dades y plagas endémicas, emergentes, re-emergen-
tes y ftransfronterizas de ocurrencia en todas las
especies animales y vegetales, de acuerdo a las exi-
gencias zoosanitarias y fitosanitarias nacionales e in-
ternacionales; y Articulo 36 de la Ley de Salud Agricola
Integral: El Ejecutivo Nacional, a través de sus 6rganos
y entes competentes, regulara y emitira las autorizacio-
nes sanitarias para la movilizacion de animales y vege-
tales, productos y subproductos de ambos origenes.
Articulo 23: Ley de Salud Agricola Integral: En los
puestos y las estaciones de cuarentena, los animales
se mantendran bajo observacion clinica, epidemiol6gi-
ca y de diagnéstico de laboratorio de conformidad con
lo establecido en el presente Decreto con Rango, Valor
y Fuerza de Ley, sus reglamentos y normas técnicas de
salud agricola integral. Segun el Reglamento Nacional
de Carreras de Caballos Vigente 1995: El Servicio Ve-
terinario tiene por objeto el control de todo lo relaciona-
do con el aspecto sanitario animal, dentro del recinto
de los hipédromos nacionales adscritos al Instituto Na-
cional de Hipédromos. Articulo 306: Las funciones del
Servicio Veterinario seran las siguientes: a) Llevar el
control sanitario de los ejemplares alojados en las ca-
ballerizas de los Hipédromos Nacionales, adscritos al
Instituto Nacional de Hipdédromos. Articulo 307: En
caso de presentarse una epizootia dentro de las caba-
llerizas de los Hipédromos Nacionales adscritos al Ins-
tituto Nacional de Hipédromos, de los Haras o de los
Centros de Doma y Entrenamiento, el Servicio Veteri-
nario podra prohibir la entrada o la salida de ejempla-
res, durante el tiempo que se considere necesario. Ar-
ticulo 308: El Servicio Veterinario indicara los requisitos
necesarios que deben cumplirse para la entrada o sali-
da de ejemplares a las caballerizas del Hipédromo res-
pectivo. A pesar de las normativas oficiales en cada
pais e internacionales para su control y el esfuerzo co-
lectivo realizado por todos los sectores involucrados
productores, industria hipica y veterinarios, la Anemia
Infecciosa Equina dada su idiosincrasia y evolucion cli-
nica, constituye un enigma y una gran limitante por las
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importantes pérdidas econdmicas y las limitaciones en
las exportaciones dada la globalizacion en el comercio
de caballos a nivel mundial asi como los cambios cli-
maticos influyen notablemente en la epidemiologia,
transmision y prevalencia de esta enfermedad.

ASPECTOS CLINICOS

La enfermedad se caracteriza por episodios febri-
les recurrentes, trombocitopenia, anemia, pérdida de
peso y edema de las partes bajas del cuerpo; si no se
produce la muerte en el curso de los ataques clinicos
agudos, se produce una fase cronica y la enfermedad
tiende a convertirse en latente ®.Un equino infectado
con el virus de la AIE puede presentar uno de los si-
guientes cuatro cuadros clinicos: Sobreagudo: pre-
sentacion poco frecuente en la cual el animal muere
subitamente antes de presentar signos clinicos. Agu-
da: el estadio agudo de la enfermedad se asocia con
la alta viremia inicial dentro de la 12 y 42 semana post
infeccion, caracterizado por fiebre alta (41°C.) intermi-
tente, depresion, inapetencia, anemia, mucosas de to-
nalidad entre roja oscura a ictéricas. Si el animal sufre
una severa trombocitopenia pueden desarrollarse pe-
tequias en las mucosas y epistaxis pudiendo finalizar
con la muerte del animal '), Crénico: la mayoria de los
caballos que sobreviven al estadio agudo y sobreviene
un largo periodo de recuperacion de 5 a 30 dias, ca-
racterizado por ciclos de viremia intermitentes y recu-
rrentes acompafados de fiebre, depresion, pérdida de
peso y de la condicion corporal, ictericia, hemorragias,
edema ventral y anemia. Cada ciclo febril se asocia
con la emergencia de una nueva variante antigénica
del virus y su replicacion en altos titulos . En caba-
llos con infeccion cronica, se han informado casos de
lesiones oftalmicas, caracterizadas por despigmenta-
cidén con vasos coroidales prominentes ('4). Subclinico
o inaparente: el cuadro clinico crénico evoluciona a la
forma inaparente que representa otra manera de pre-
sentacion muy frecuente de la enfermedad (15). No se
observan signos clinicos, es totalmente asintomatico.
En la mayoria de los casos el diagnostico es accidental
y controversial para clinicos, propietarios y autoridades
sanitarias oficiales dada la condicién asintomatica de
estos caballos infectados.

Mortalidad

El indice de morbilidad y la gravedad de los sig-
nos clinicos estan influenciados por la cepa y la dosis
del virus, y por la salud del animal 4. La morbilidad
y mortalidad de la AIE es variable, dependiendo de la
virulencia particular del serotipo viral, susceptibilidad
propia de los animales expuestos y del manejo de los
mismos('®. Se han informado epizootias con altos in-
dices de morbilidad y mortalidad aunque, los casos de
muerte no son frecuentes en los caballos infectados
naturalmente ("9, La inoculacion experimental con una
dosis viral alta puede producir indices de mortalidad de
hasta el 80% 4.

Lesiones post-mortem

Se evidencia linfadenomegalia de ganglios linfati-
cos, esplenomegalia y hepatomegalia. Mucosas pali-
das y hemorragia petequial en algunos casos. En los
casos cronicos, también se puede observar emacia-
cion, lo cual representa un signo clinico caracteristico.
Con frecuencia se puede observar edema en los miem-
bros y a lo largo de la pared abdominal ventral. Se pue-
den observar petequias en los 6rganos internos tales
como el bazo y el rifion 4, También se han informado
casos de hemorragias en las mucosas y las visceras y
trombosis en los vasos sanguineos. Los caballos con
infeccion cronica que mueren entre episodios clinicos,
generalmente no presentan lesiones macroscopicas
importantes, pero algunos animales pueden presentar
glomerulonefritis proliferativa o lesiones oculares (4.

Histopatologia

Histolégicamente estos érganos linfoides (nédulos
linfaticos, bazo e higado), estan infiltrados con pobla-
ciones de leucocitos inmaduros y de células plasma-
ticas @. Las células de Kupffer, del higado, general-
mente contienen hemosiderina o eritrocitos ®. El bazo
presenta hemosiderosis marcada, amiloidosis reactiva,
e hiperplasia de células endoteliales. A nivel renal se
evidencia glomerulonefritis membranosa y glomerulo-
nefritis membrano-proliferativa.

Microscopia Electronica

Estudios ultra-estructurales sugieren a nivel mus-
cular atrofia y trazo irregular de la linea Z, en el siste-
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ma sarcotubular edema de las cisternas terminales (9,
Las mitocondrias exhibieron una matriz con diferentes
densidades electrénicas y la presencia de granulos
electron densos, diferentes grados de hipercontrac-
cion, pérdida total de la organizacion de los sistemas
contractil y sarcotubular, degeneracion de las mitocon-
drias, ruptura del sarcolema y necrosis segmental (),
Los capilares intramusculares exhibieron alteraciones
como el engrosamiento y reduplicacion de la mem-
brana basal, prolongaciones del citoplasma endotelial
hacia la luz y pérdida de la continuidad de la pared
endotelial y pericitos, unos aparentemente normales,
otros con alteraciones El infiltrado celular consistio en
macrofagos y neutrofilos (19,

TRANSMISION Y EPIDEMIOLOGIA

El virus de la Anemia Infecciosa Equina se transmi-
te mecanicamente desde las piezas bucales de insec-
tos picadores ('), incluidas las moscas de los establos
(Stomoxys calcitrans), los vectores mas efectivos son
las moscas picadoras de la familia Tabanidae, espe-
cialmente las moscas de los caballos (Tabanus spp. y
Hybomitra spp.) y las moscas de los ciervos (Chrysops
spp-). En los caballos, este virus permanece en los leu-
cocitos sanguineos durante toda la vida, y también esta
presente en el plasma durante los episodios febriles (4,
Los caballos sintomaticos son mas propensos a trans-
mitir la enfermedad que aquellos con infeccion inapa-
rente. El virus también puede transmitirse de manera
iatrogénica: por transfusiones de sangre o mediante
agujas, instrumentos quirurgicos, y flotadores dentales
contaminados. El VAIE también puede transmitirse de
una yegua a su potrillo in Utero. Los caballos pueden
infectarse mediante la inoculacién de secreciones cor-
porales (semen, sudor, orina, entre otras), en forma cu-
tdnea o subcutanea. A partir de un brote epidémico en
el 2006 en Irlanda, se planteo la posibilidad de transmi-
sion por aerosoles provenientes de material infeccioso,
durante el contacto cercano (2014).

DIAGNOSTICO
Clinico

El diagndstico clinico se realiza en caballos con
pérdida de peso, edema y fiebre intermitente, anemia,
edema y debilidad progresiva (intolerancia al ejercicio).
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Hematolégico

Los hallazgos hematoldgicos de laboratorio, no
son patognomonicos de la AIE 9, linfopenia, trombo-
citopenia y anemia normocitica y normocromica.

Aislamiento Viral

Se puede aislar el virus en caballos sospechosos
en cultivos de leucocitos preparados a partir de caba-
llos no infectados y requiere confirmacion por medio
de un ELISA " y/o por la prueba de la inmunofluores-
cencia ('8,

Reaccidn en cadena de la polimerasa

Se ha descrito la reaccion en cadena de la polime-
rasa anidada (PCR) para detectar el ADN provirico de
la AIE en la sangre periférica de los caballos (9. El mé-
todo de la PCR anidada esta basado en las secuencias
de cebadores en la region correspondiente al gen gag
del genoma provirico®. También se ha descrito la PCR
con transcriptasa inversa en tiempo real @, Pruebas
precisas nos permiten identificar y eliminar los reacto-
res positivos de rebafios y efectivamente bloquear la
propagacion de la EIA en las poblaciones analizadas.

Pruebas Serolégicas

Prueba de inmunodifusion en Gel de Agar: Test
de Coggins (prueba prescrita para el comercio in-
ternacional).

La Anemia infecciosa Equina era dificil de identifi-
car y diagnosticar hasta 1970, cuando se desarrollo la
prueba de inmunodifusién en agar gel, comiunmente
conocida como la “Prueba de Coggins,”. Esta prueba
fue desarrollada por Leroy Coggins en 1972, y hasta
el presente la Organizacién Internacional de Epizoo-
tias (OIE) la recomienda como método diagndstico de
eleccion %), Los anticuerpos precipitantes se producen
rapidamente como resultado de la infeccion por la AIE
y se pueden detectar mediante la prueba AGID ©). Las
reacciones especificas se indican por las lineas de pre-
cipitina entre el antigeno de la AIE y el suero problema,
y se confirman por ser idénticas a la reaccion que se da
entre el antigeno y el suero estandar positivo ©.

Enzimoinmunoanalisis

Mas recientemente, ensayos de inmunoabsorcion
ligado a enzimas (prueba ELISA) redujeron el tiempo
para un resultado de laboratorio a partir de al menos
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24 horas a menos de una hora. Existen cuatro tipos de
ELISA que han sido aprobados por el Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos para el diagndstico
de la anemia infecciosa equina y que estan disponi-
bles internacionalmente: un ELISA de competicion y
tres ELISA no de competicion. El ELISA de competi-
cion y dos de los ELISA no de competicion detectan
los anticuerpos producidos contra el antigeno proteico

del nucleo p26 ©. El tercer ELISA no de competicion in-
corpora la proteina del nucleo p26 y los antigenos gp45
(proteina transmembrana virica) ©®. Un resultado posi-
tivo obtenido mediante el ELISA debe comprobarse de
nuevo utilizando la prueba AGID. También se puede
confirmar el resultado por la técnica de inmunoelectro-
transferencia @".

ESQUEMA DE ACCIONES EN UN CASO DE SOSPECHA
DE UN CUADRO DE ANEMIA INFECCIOSA EQUINA.

SOSPECHA DE UN CASO DE ANEMIA INFECCIOSA EQUINA

EQUIDO SOSPECHOSO

PRUEBA OFICIAL INMUNODIFUSION EN AGAR GEL

NEGATIVO NOTIFICACION POSITIVO
AUTORIDADES SANITARIAS
INSAI i
PRUEBA DE ELISA
NEGATIVO  [={  CONFIRMACION ™= J¢
J' AISLAMIENTO VIRAL
NOTIFICACION ‘L
OlE (— POSITIVO PCR

d

d

ZONAS DE ERRADICACION ZONAS DE CONTROL
EUTANASIA

IDENTIFICACION CON HIERRO “A”
AISLAMIENTO
MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD
VIGILANCIA PERIODICA
PROHIBICION DEL TRASLADO
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METODOS DE CONTROL Y PREVENCION

La AIE constituye una enfermedad latente y un
desafio constante para los veterinarios dedicados a
la actividad hipica (. Pruebas precisas nos permiten
identificar y eliminar los reactores positivos de rebafios
y efectivamente bloquear la propagacion de la AIE en
las poblaciones analizadas. La AIE debe notificarse
ante la Organizaciéon Mundial de Sanidad Animal (OIE),
cumpliendo con los requisitos para la notificacion de
la enfermedad a las naciones miembro de la OIE, asi
como los veterinarios deben seguir las pautas nacio-
nales y/o locales para la notificacion y las pruebas de
diagnéstico correspondientes. Muchos paises tienen
programas de control que requieren que los equinos
sean evaluados para la AIE (Y. El movimiento interna-
cional de équidos y el comercio de esperma son los
factores mas importantes responsables de la difusiéon
de diversos patégenos equinos (). Esta patologia, ad-
quiere importancia no solo en relacién con las grandes
pérdidas econémicas que les ocasiona a los produc-
tores, ya que deben eliminar a los animales positivos,
sino también por las limitaciones a las exportaciones,
el comercio caballar y las actividades ecuestres (. Las
competencias ecuestres nacionales e internacionales
son potencialmente areas de riesgo para la transmision
e infeccion de la AlE, es por ello que se deben extremar
las medidas de control en la cual todos los équidos par-
ticipantes deben obligatoriamente ser negativos al vi-
rus de la Anemia Infecciosa Equina mediante la prueba
de Inmunidifusién en Agar Gel y confirmado por ELISA.
Otros factores que pueden hacer o tener el potencial
de influir en la distribucion mundial de las enferme-
dades infecciosas equinas incluyen: acuerdos comer-
ciales multinacionales, enfermedades emergentes, la
mutacion de los agentes patogenos, los fendmenos
relacionados con el clima, la migracion de amplificar/
reservorios o vectores, la disponibilidad de nuevos vec-
tores, vacuna contaminacion y agroterrorismo (. La va-
riabilidad antigénica del Virus de la AIE es un serio pro-
blema que limita el control de la AIE. No existe vacuna
disponible para la AIE. Sin embargo se han probado
vacunas contra el VAIE inactivadas y de subunidad en
distintos laboratorios, que han mostrado capacidad de
proteccioén solo contra infecciones de cepas prototipo
homodlogas @. Entre 1975 y 1990, en China, se utilizd
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mucho una vacuna viva atenuada que se habia desa-
rrollado a principios de los afios 1970, y resulté eficaz
para el control de la prevalencia de la AIE, con preva-
lencia baja desde 1990, la estrategia de control de la
AIE ha pasado de la vacunacioén a la cuarentena, para
evitar que los anticuerpos contra la vacuna interfieran
con las pruebas de diagnostico®. En Venezuela, el re-
sultado del Test de Coggins es la certificacion Oficial
de AIE, se debe realizar cada 3 meses (90 dias) que
junto al certificado anual de vacunacion son requisitos
indispensables para poder procesar el aval sanitario y
la guia para la movilizacion del ejemplar. La legislacion
actual establece “Zonas de Erradicacion” en donde todo
animal positivo debe ser aislado reconfirmado y sacri-
ficado por las autoridades sanitarias (INSAI), y “Zonas
de Control” donde los procedimientos ante animales
positivos es el aislamiento, reconfirmacion e identifica-
do con hierro caliente en la regidon masetérica izquierda
(cachete) utilizando la marca de una “A” de anemia y
se recomienda la eutanasia solo si el propietario lo au-
toriza, asi como la prohibicién de la circulacion en terri-
torio nacional. En la actualidad no existen estudios que
describan el impacto de estos programas de control y
erradicacion de la Anemia Infecciosa Equina en Vene-
zuela. Dado que los equinos infectados se convierten
en portadores de por vida, deben permanecer aisla-
dos de otros animales susceptibles o ser sacrificados
(CFSPH, 2009). En muchos paises, un reactor (animal
positivo), debe ser marcado a fuego, con frio o tatuado
en el labio y se le prohibe el traslado de un lugar a otro,
solo si son llevados a su establecimiento de origen, a
un matadero o a un establecimiento de diagndstico o
investigacion, y deben ser trasladados bajo condicio-
nes de cuarentena. El riesgo de infeccion congénita es
mayor, si la yegua tiene signos clinicos antes de parir
y los potros nacidos de yeguas infectadas, deben ser
aislados de otros équidos hasta que se determine que
estan libres de infeccion . Durante un brote epidémi-
co, la fumigacién para controlar los insectos vectores,
el uso de repelentes de insectos y de establos prote-
gidos de insectos, puede facilitar la interrupcion de la
transmision'¥. La ubicacion, de los animales en grupos
pequefos, separados por al menos 183m, puede ser
beneficiosa cuando el virus puede transmitirse dentro
de un establecimiento (4. Se debe tener cuidado y es-
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tricto control, para evitar la transmision iatrogénica que
representa en muchos lugares la via de trasmision. En
los paises donde la AIE no esta presente, se contienen
los brotes mediante cuarentenas y controles de movi-
miento, seguimiento de los casos y vigilancia periédica.
En poblaciones de équidos salvajes, donde persiste la
infeccion de AIE, es necesario el control de periédico.
La desinfeccion se debe realizar de las instalaciones y
material empleado en animales sospechoso. Los virus
envueltos como el virus de la Anemia Infecciosa Equi-
na son destruidos rapidamente por los desinfectantes
mas comunes. El virus no persiste en los insectos, que
son vectores mecanicos. En los establos las medidas
fisicas de proteccion de insectos, limitan el acceso a
vectores y disminuyen el potencial riesgo de infeccion.
En el ano 2006 posterior al primer caso de AIE en Irlan-
da, se establecieron medidas de control 2, |as cuales
se mencionan a continuacion:

- Prueba (Test de Coggins) en todos los ingresos

hospitalarios.

- Mantener mayor separaciéon del personal y pa-
cientes por el tiempo y espacio para reducir la
transmision intra-hospitalaria.

- Siempre que sea posible: disefiar y mantener es-
trictas instalaciones de aislamiento para casos
sospechosos.

- Aislamiento a una milla de distancia, para albergar
cualquier caballo con signos iniciales sugerentes
de una enfermedad de declaracion obligatoria.

- Registros de ingresos detallados, tratamientos,
personal, ubicacién y movimientos (aunque esta
medida resulto invaluable).

- Adopcion de las precauciones estandar para los
caballos con guantes, derrames de sangre deben
desinfectarse.

- Exigir una revision de seguridad y eficacia de los
productos como el plasma equino, procedente de
productores.

- Continuar con las pruebas de control para la AIE y
alentar el potencial riesgo.

Otras medidas que se adoptan en el Reino Uni-
do®@: en un caso de Anemia Infecciosa Equina en un
pais afectado, las investigaciones epidemioldgicas

adecuadas deben llevarse a cabo para determinar si la
introduccién y propagacion ulterior de la enfermedad es
probable que se asocie con la importacion de caballos
infectados o ha sido consecuencia de las actividades
humanas. Proporcionar la informacién de las autorida-
des veterinarias de un pais de la UE afectado, el ras-
treo adecuado que se ha llevado a cabo, y que todos
expuestos o en contacto con caballos AIE conocidos
positivos se han sometido a restricciones apropiadas
(cuarentena) en los locales para prevenir contactos o
movimientos incontrolados y estan supervisadas me-
diante visitas periddicas y analisis de sangre repetidos.
En Australia, Queensland Horse Council recomienda
en areas endémicas, que el riesgo de infeccién pue-
de reducirse mediante la proteccion de los caballos
contra los insectos vectores, cuando sea posible. Por
ejemplo: Mantener caballos lejos de zonas bajas, ex-
traccion de criaderos de insectos, uso de insecticidas,
estabulacion a prueba de insectos (2. Campafas de
concientizacion y educacion de la Anemia Infecciosa
Equina, son fundamentales para garantizar el éxito en
el control de la Anemia Infecciosa Equina. Los cambios
climaticos asociados al calentamiento global pueden
influir sobre la aparicion y reemergencia de enferme-
dades infecciosas ). Las enfermedades transmitidas
por vectores tanto infecciosas como parasitarias se in-
crementan por los cambios climaticos en humanos y
animales de manera paulatina a los cambios de clima,
humedad y precipitaciones. Los datos que se disponen
indican que la variabilidad interanual e interdecenal del
clima tiene una influencia directa sobre la epidemiolo-
gia de las enfermedades transmitidas por vectores 4.
En los climas mas calidos, las hembras de mosquito
digieren la sangre mas rapido y se alimentan con ma-
yor frecuencia ?¥. Asi como también a mayor tempe-
ratura lo parasitos y los virus completan la incubacion
extrinseca en el interior del mosquito hembra en menor
tiempo. Aumentando de esta manera la proporcion de
vectores potencialmente infecciosos. La modificacién
del régimen de precipitaciones puede tener también
un efecto a corto y largo plazo sobre el habitat de los
vectores, asi como de su proporcion. El aumento de las
precipitaciones puede incrementar el numero de y ca-
lidad de criaderos de vectores tales como: mosquitos,
garrapatas y caracoles, asi como la densidad de ve-
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getacion, influyendo en la existencia de lugares donde
posarse®. Los estudios realizados han puesto de ma-
nifiesto que unas condiciones desusadamente secas
(por ejemplo las provocadas por el tiempo relacionado
con el fenomeno El Nifio/Oscilacion Austral en la zona
norte del continente), van acompafadas o seguidas de
un aumento de la incidencia de enfermedades transmi-
tidas por vectores @4, Esto parece indicar un importan-
te impacto sobre la prevalencia de la Anemia infecciosa
Equina. Es por ello que la conciencia y la integracion
de un sistema vigilancia epidemiolégica de la Anemia
Infecciosa Equina es fundamental para afrontar los re-
tos del calentamiento global a nivel mundial.

AVANCES EN INVESTIGACION

Los primeros estudios del virus de la Anemia In-
fecciosa Equina, fueron publicados en 1950 #®, los
experimentos de infeccion en animales de experi-
mentacion @9, asi como experimentos de transmision
e infeccion en caballos @7, En 1960, se iniciaron los
primeros estudios para el diagnostico mediante la pre-
cipitacion en agar gel de difusion @® y el test de fijacion
del complemento @, acompariado de estudios citolo-
gicos mediante aspirado de medula 6sea ©%, asi como
paulatinamente se fueron realizando aportes @, hasta
que se desarrollo el diagnostico de la Anemia Infeccio-
sa Equina por el Test de Inmunodifusion en Agar Gel
©2). A partir de la creacion de el test de Inmunodifusion
en Agar Gel, se realizo el diagnostico del virus de la
Anemia Infecciosa Equina en muchas poblaciones de
caballos, asi como fueron confirmados muchos casos
clinicos sospechosos y muchos casos asintomaticos
fueron detectados como positivos. La prevalencia se
incremento en 1930, con su pico destructivo en los
Estados Unidos entre 1960-1970. La amplitud que fue
adquiriendo en 1966 en algunos centros europeos de
caballos de competicion condujo a la OIE a incluirla en
las labores de la Comision del Codigo y de la Comision
de Normas. La prueba de Coggins que corresponde a
este objetivo fue introducida en el Codigo después de la
3a Reunién sobre enfermedades caballares, celebrada
en Lyon en 1977, que habia propiciado el encuentro
de los expertos y de la OIE, por lo cual la prueba de
Coggins se declara con un valor irrefutable en el mar-
co de los intercambios, en el Anexo 4.4.3.1.del Codigo
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figura el método normalizado. En 1977 se realizaron
estudios de microscopia electronica 3. A principios de
1980 se iniciaron los primeros estudios a nivel mole-
cular @, Asi como ensayos por enzimoinmunoanalisis
(ELISA) ®9. Ademas fueron detectados anticuerpos por
inmunofluorescencia . En 1984 se describieron las
principales alteraciones genémicas asociadas a la in-
feccion persistente por el virus de Anemia Infecciosa
Equina®). Se describié la organizacion genémica del
Lentivirus y la secuencia completa de la region del gen
env de la Anemia Infecciosa Equina ¢ y fue reporta-
da la variacion antigénica del virus @8, Se demostro el
ADN viral en caballos infectados con el virus 9. Entre
1990-2010, se realizaron avances de inmunologia, in-
munopatologia y patologia molecular, también en pre-
valencia en poblaciones, mecanismos de trasmision,
los vectores en el control y erradicacion en muchos
lugares dada la globalizacién en las competencias y
eventos ecuestres a nivel mundial. Se ha descrito la
reaccion en cadena de la polimerasa anidada (PCR)
para detectar el ADN provirico de la AIE (9. También
se ha descrito la PCR con transcriptasa inversa en
tiempo real @9, Los ultimos avances en investigacion
estan enfocados en la atenuacion del virus de la Ane-
mia Infecciosa Equina mediante macrofagos derivados
de monocitos, “9, restriccion de la replicacion del virus,
con viperin de equinos, mediante la inhibicion de la pro-
duccioén y/o liberacién del Gag viral, Env y el receptor a
través de la distorsion del reticulo endoplasmico (Tang,
et al., 2014). Estudios de la replicacién e infectividad
sugieren la implicacién del ARN de doble cadena espe-
cifica de Adenosina Deaminasa 1 (ADAR 1) @1,
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Clonacion por simulacion computacional
como herramienta de trabajo
en biologia molecular

Cloning by computer simulation as a tool for working in molecular biology

CarMEN D GonzALEz L, Davip J FERNANDEZ S, CARLA P CasTiLLo D, Giovanny ANGioLiLLo R.

Dentro de la Biotecnologia los protocolos expe-
rimentales juegan un papel clave en la practica dia-
ria. Sin embargo, dichos protocolos pueden ser fa-
cilmente simulados y controlados in silico antes de
ser llevados a cabo in vitro. En el caso particular de
clonacion de ADN, estos programas permiten una
completa simulacion del experimento de clonacion.
La simulacion de estrategias como la clonacion in si-
lico, minimizan la probabilidad de error al momento
de realizar la clonacién in vitro, lo que se traduce en
una optimizacién del tiempo, disminuciéon de costos
y conservacion del marco abierto de lectura (siglas
OREF del inglés Open reading frame) correcto del gen
a clonar. En este articulo ensefiaremos como realizar
una clonacion por simulacién computacional utilizan-
do como ejemplo el gen que codifica para la enzima
Transcriptasa Reversa (TR). Para esto, usamos el
programa Serial Cloner v2.6(" como una aplicacion
de Biologia Molecular, el cual nos permite de manera
intuitiva escribir las secuencias del gen de interés y
el vector para realizar la clonacion y expresion. Serial
Cloner dispone de una amplia gama de herramien-
tas que permiten el andlisis y visualizacién de las se-
cuencias de ADN para su clonacién y expresion, y
los ficheros son compatibles con el formato universal
FASTA®, La existencia y accesibilidad de estas he-
rramientas hacen que la clonacion esté a unos pocos

clics de distancia. A través del ejemplo seleccionado,
mostramos un disefio de la secuencia del gen de la
TRy sitios de restriccion adecuados que permiten diri-
gir la clonacion para que el ORF quede en fase con el
promotor del vector de clonacién, con el fin de que la
enzima se exprese correctamente.

(QUE ES LA CLONACION POR SIMULACION

COMPUTACIONAL?

La clonacién por simulaciéon computacional o clo-
nacion in silico es una técnica basada en herramien-
tas bioinformaticas, que permite predecir la insercién
de un fragmento de ADN en un vector de clonacion.
Esta técnica ayuda a minimizar la probabilidad de error
al momento de realizar la clonacion in vitro y permite
conservar del marco abierto de lectura (ORF) correcto
del gen a clonar.

Para la realizacion de la clonacion por simulacion
computacional del gen que codifica para la enzima
Transcriptasa Reversa (TR) se usaron tres herramien-
tas bioinformaticas:

. NEBcutter: Este es un programa disponible a tra-
vés de un servidor web, que permite hacer analisis
de restriccion (o de digestion) in silico de molécu-
las lineales y/o circulares de ADN @),
SerialCloner: Este es una aplicacion de biologia
molecular que permite leer y escribir ficheros de

Division de Biotecnologia y Desarrollo, Gerencia Sectorial de Produccion, Instituto Nacional de Higiene "Rafael Rangel". Caracas, Venezuela. Teléfono:

+582122191715. Correo: carmen.gonzalez@inhrr.gob.ve
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secuencias ADN compatibles con el formato uni-
versal FASTA. Dispone de una amplia gama de
herramientas que permiten el analisis y visualiza-
cion de secuencias de ADN, asi como la clonacion
y expresion genética. Dispone de mapas genéti-
cos, mapas de secuencias, visores de fragmentos
de ADN, una Reaccién en Cadena de la Polimera-
sa (PCR) virtual y mucho mas M.

ExPASy: ExPASYy es el acronimo del inglés Expert
Protein Analysis System, Sistema Experto de Ana-
lisis de Proteinas. Es un servidor de protedmica
del Instituto Suizo de Bioinformatica (Swiss Institu-
te of Bioinformatics, SIB) que analiza secuencias y
estructuras de proteinas y 2D-PAGE ©.

¢ COMO CLONAR?

El primer paso que se debe llevar a cabo cuando

se va a realizar una clonacion in silico es asegurar que
los sitios de corte elegidos para la clonacion (BamHI'y
Sacl) sean unicos, tanto en el vector como en el gen y
que se encuentren en los extremos de dicho gen. Para
esto usamos el programa NEBcutter.

Una vez corroborados los sitos de corte tanto en el

gen a clorar como en el vector de expresion, se proce-
de a realizar la clonacion in silico. Para esto se usé el
programa SerialCloner2.6 y se siguieron los siguien-
tes pasos:

&

Hew

SerialCloner 261
Fle Edt Sequence Festures Restiction Protein Function
& ’ - \ — — 3 *
- = =0 O = (= fj [G)
Frd | (Construct| Adsplor | PCR | shRNA  Recomd Aign | Mebhces | Hep
J Untitled Sequence #1 (=2 0]
e Sarial Close: Tormt gy

76

Untitled Sequenco #1 267
Teal g Ty Topmegy

2026 oA Linesr

Locked o
- y

Secuance | Comment | Exremives | Fastes

Sawas GraghicMap  Sequence Map || Fing

‘Show Selection Information & Translaion

Figura 1: Conversién de la secuencia de ADN

a formato .xADN.

En el menu del programa, se da clic en New. Esto
le llevara a una ventana en la cual se debe a pegar
la secuencia con el que se desea a trabajar. En
este caso fue la secuencia de la RT polimerasa.
Se da clic en Save As para guardar el documen-
to en un formato compatible con el programa
(.xADN). Se coloca el nombre de nuestra prefe-
rencia al archivo y se da clic en guardar. Esto se
hace tanto con la secuencia del gen a clonar como
con la secuencia del vector de expresion utilizado
(figura 1).

Una vez guardadas las secuencias en formato
XADN, se procede a hacer la construccion del
plasmido recombinante. Para eso, se debe dar clic
en el icono Recomb. Se habré una ventana y se
da clic en Other (figura 2).

En Name, se coloca el nombre con el que desea
guardar el archivo. Luego en FRAGMENT to i
se debe cargar la secuencia del gen a clonar en
formato xADN y en TARGET seque se carga la
secuencia del vector. Se coloca el numero de nu-
cledtidos necesarios en length of identity y se se-
lecciona el icono Circular. Por ultimo, se hace Clic
en Clone by Homologous recombination (figura
2).

Luego se abrira una ventana con la secuencia del
gen ya clonada en el vector de expresion (figura

-oER > Gateway / Recombination Cloning ... =] &
Gateway / Recombination Cloning

LR Reaction | BP Reaction Other
Name of generated cor

Name Clonacién RT+pET28a

FRAGMENT to i
Gen RT editxdna =

Length of Identity 6 nt

TARGET seque

®Circular
pET28axdna \/
Linear
Homologous Recombination possible (deletes 19 nt)

Clone by Homologous recombination

Figura 2: Insercion de las secuencias del
gen y del vector para la recombinacion.
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3). Se da clic en Graphic Map para que el progra-

ma muestre el mapa del plasmido con el inserto

(figura 4). Finalmente, se guarda el archivo con la

clonacioén haciendo clic en Save.

Para corroborar que el marco abierto de lectura de
nuestro gen esta en fase con el promotor del vector
de expresién y que se traduce correctamente, utiliza-
mos el servidor ExPASYy, el cual tiene una herramienta
llamada Translate, que permite traducir nucledétidos a
aminoacidos @ (figura 5).

Como se puede apreciar, el uso de estas herra-
mientas bioinformaticas permite una completa simula-

cién in silico del experimento de clonacién. A partir de
una secuencia de ADN primaria, se pueden buscar si-
tios de restriccion, marcos abiertos de lectura, secuen-
cias de hibridacién de los cebadores y varios dominios
comunes. Ademas, permiten gestionar y representar
graficamente el resultado de la clonacion antes de lle-
var el experimento a la fase in vitro. Esto permite mini-
mizan la probabilidad de error al momento de realizar
la clonacion in vitro, lo que se traduce en una optimiza-
cion del tiempo, disminucién de costos y conservacion
del marco abierto de lectura (ORF) correcto del gen a
clonar.

-

€, Grafico RT+pET28a.txt.xdna o] ® =]
Serial Cloner Format
File Name from Er
Grafico RT+pET28a.txt.xdna 1 [ W13 origin 7365..6310} @
Total length Type Topology to
7376 DNA Circular
tength

[¥] Locked

[¥] Showr features

\/ /

Grafico RT+pET28a.txt.xdna - 7376 nt

1E
i
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AACTARAGTT

Graphic Map Sequence Map ; Find

Show Selection Information & Translation

Figura 3: Secuencia del gen ya clonado en
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Nz RS

3

185...2210 Insert from GenRT.xdna

rombin site|

el vector de expresion.

* C f

J= SEIMC

web.expasy.org t t 2
Sci-Hub - cepanc 20... 8 EXPASy - Translate t

3'5' Frame 1
RNStopYDSLStopGNCERITIPLStopKStopFCLTLRRRYTMetGSSHHHHAHHSSGLV
PRGSHMetASMetTGGQQMetGRGSMetLNIEDEHRLHETSKEPDVSLGSTWLSDF
PQAWAETGGMetGLAVRQAPLIIPLKATSTPVSIKQYPMetSQEARLGIKPHIQRL
LDQGILVPCQSPWNTPLLPVKKPGTNDYRPVQDLREVNKRVEDIHPTVPNPYN
LLSGLPPSHQWYTVLDLKDAFFCLRLHPTSQPLFAFEWRDPEMetGISGQLTWT
RLPQGFKNSPTLFDEALHRDLADFRIQHPDLILLQYVDDLLLAATSELDCQQGT
RALLQTLGNLGYRASAKKAQICQKQVKYLGYLLKEGQRWLTEARKETVMetGQP
TPKTPRQLREFLGTAGFCRLWIPGFAEMetAAPLYPLTKTGTLFNWGPDQQKAY
QEIKQALLTAPALGLPDLTKPFELFVDEKQGYAKGVLTQKLGPWRRPVAYLSK
KLDPVAAGWPPCLRMetVAAIAVLTKDAGKLTMetGQPLVILAPHAVEALVKQPP
DRWLSFARMetTHYQALLLDTDRVQFGPVVALNPATLLPLPEEGLQHNCLDILA
EAHGTRPDLTDQPLPDADHTWYTDGSSLLQEGQRKAGAAVTTETEVIWAKALP
AGTSAQRAELIALTQALKMetAEGKKLNVYTDSRYAFATAHIHGEIYRRRGLLTS
EGKEIKNKDEILALLKALFLPKRLSIIHCPGHQKGHSAEARGNRMetADQAARKA
AITETPDTSTLLELVDKLAAALEHHHHHHStopDPA

Figura 5: Secuencia de aminoacidos correspondiente a enzima la TR polimerasa.

Figura 4: Mapa del plasmido con el inserto
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[ Laboratorio de Diagnéstico de Enfermedad de Chagas

Medina Echenagucia M, Rodriguez Lucena M, Cedeiio Anare M
Direccién General de Salud Ambiental, Ministerio del Poder Popular Para La Salud

Desde la fundacién del Laboratorio de referencia nacional para el diagnostico de la enfermedad de Chagas en
el afio 1967, las actividades ejecutadas por el personal profesional y técnico calificado garantizan la eficacia,
eficiencia y efectividad del servicio en base a la prevencion, control e integracion con la comunidad y las ins-
tituciones bajo los aspectos: Asistencial, docencia, investigacion, supervision y confirmacion diagnéstica para
conocer la poblacion expuesta y evaluar los resultados obtenidos en relacion a la medida de lucha aplicada por
el Programa de Prevencién y Control de Enfermedad de Chagas (PPCECH). Se describen la toma de muestra
sanguinea y métodos aplicados en el laboratorio, para las pruebas parasitolégicas: Examen al fresco y exten-
didos coloreados, asi como métodos de concentracion para determinar la presencia del parasito circulando en
sangre periférica, para efectuar el diagnostico serolégico como la Inmunofluorescencia Indirecta, Hemoaglutina-
cion Indirecta y ELISA se utilizan papel filtro y suero para determinar la presencia anticuerpos anti Trypanosoma
cruzi de la poblacion en estudio.

Palabras Claves: Enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi, diagndstico, poblacion.
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Confirmacién / Validacién retrospectiva determinacion de Aflatoxinas Totales (G2,G1,B2 Y B1)
en alimentos, usando columna de inmunoafinidad en equipo de HPLC y Post-Derivatizacion.

Moreno G, Rodriguez N, Moreno K.

Laboratorio de Investigacién. Unidad de Contaminantes y Residuos Quimicos. Division de Control de Alimentos. Gerencia
Sectorial de Registro y Control. Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”

Comprobar mediante una Confirmacion/Validacién retrospectiva la adecuacion del método P-DARP-002 Deter-
minacion de Aflatoxinas Totales (G2,G1,B2 y B1) en Alimentos, usando Columna de Inmunoafinidad en Equipo
de HPLC y Post - Derivatizacion, a través de una evidencia documentada y basada en los resultados obtenidos
en el Laboratorio, con la informacién histérica de productos involucrados con el proceso en cuestion. Fueron
evaluados los parametros de interés descritos en la AOAC 991.31, a un nivel de enriquecimiento de 30 ng/g;
Desviacion Estandar de Repetibilidad Sr: 1,79; Desviacion Estandar Relativa de Repetibilidad (RSDr): 7,31 ;
Desviacion Estandar de Reproducibilidad SR: 2,86 ; Desviacion Estandar Relativa de Reproducibilidad (RSDR):
11,68 y Valores de HorRat: 0,43. Los resultados obtenidos por el laboratorio para ese nivel de enriquecimiento
de 30,72 ng/g, fueron: Sr: 0,08; RSDr: 4,87; SR: 0,13; RSDR :7,62; HorRat: 0,28 respectivamente. Adicional-
mente, se evaluaron de acuerdo a la data histérica los parametros de: Selectividad (< 30%), Efecto Matriz
(columna inmunoafinidad), Linealidad (Curva de Calibracion) ( r2 > 0,99) , Precision (Recuperacion) ( 60-120),
Limite de Deteccion (LD): 3xSD y Limite de Cuantificacion (LQ): 10xSD, con resultados obtenidos de 21% para
selectividad, sin efecto matriz, con R2>0,999, el porcentaje de recuperacion 104,54%, LD: 0,055 y LQ: 0,184.
Se concluye que el método cumple con los parametros de desempefos establecidos en la A.O.A.C., Manual
de garantia de calidad analitica, MAPA-LANAGRO, el Diario Oficial de la Unién Europea. Reglamento (CE) N°
401/2006. Anexo Il y siendo apto para el propésito de validacion planteado.

Palabras claves: Aflatoxinas Totales, Validacién Retrospectiva, Parametros de Desempefio

Perspectivas regulatorias para especialidades farmacéuticas nanotecnolégicas en
la Republica Bolivariana de Venezuela
Segovia-Viloria, Ofelia 2, Padréon, Mabel?, Ibarz, Maria Teresa'

1. Gerencia Sectorial de Registro y Control, 2. Departamento de Farmacotoxicologia, 3. Coordinaciéon Farmacéutica. Instituto
Nacional de Higiene “Rafael Rangel”

La nanomedicina es la aplicacion de la nanotecnologia a la disciplina de la medicina, sin embargo no se ha
alcanzado por los diversos organismos cientificos e internacionales de regulacion un consenso para una defini-
cion, por lo cual se realizé un constructo para conceptualizar una Especialidad Farmacéutica (EF) con Nanotec-
nologia: aquella que cuyo proceso de obtencion y manufactura, incorporen dentro de sus propiedades o en su
formulacion al menos un principio activo o excipiente, atribuibles a la nanoescala (0—100nm), que le confieren
al producto final una caracteristica novedosa. El objetivo fue establecer las pautas regulatorias para el Registro
Sanitario de Nanofarmacos en EF en el pais, realizandose una investigacion documental sobre la materia y una
revision de la Normativa Vigente para el Registro Sanitario de EF, resultando el disefio de dos formularios digi-
talizados en Sistema Venezolano de Registro, Control de Medicamentos y Evaluacion de Productos Sanitarios
(SIVERC), indicando los requerimientos desde el punto de vista regulatorio, para estas EF en dos categoria:
“Nuevo A” para principios activos no registrados y “Nuevo B” para los registrados, ya que cada EF es Unica y
la liberacién del compuesto activo depende de la tecnologia empleada. Se concluye que el desarrollo de este
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tipo de nanomedicamentos y la evaluacion de las nuevas generaciones de estructuras complejas, hibridas y
de nanosimilares constituiran un desafio regulatorio, por ello es fundamental trabajar para cerrar las brechas
cientificas y normativas en las regulaciones existentes con la finalidad de asegurar la eficacia y seguridad de
los nanomedicamentos.

Palabras claves: Nanomedicina, Especialidad Farmacéutica, Regulacion, Formularios.

(] Deteccién de Galactomanano en un paciente VIH con Histoplasmosis: Reporte de un caso
Garcia N', Rios S? Dolande M', Capote AM', Ferrara G', Alarcén V', Panizo MM’

1. Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”, 2. Hospital Universitario de Caracas.

El antigeno de galactomanano se encuentra presente en la pared de varios hongos y en mayor proporcién en
el género Aspergillus. Su deteccién es importante en pacientes onco-hematoldgicos con neutropenia y la posi-
tividad de la prueba no es exclusiva para Aspergillus. Se trata de un paciente masculino de 33 afios de edad,
VIH, con impresién diagnéstica de histoplasmosis diseminada, pancitopenia severa y 20 dias de neutropenia.
Se realizé la prueba de galactomanano en suero por primera vez obteniendo un indice de 4,806 (Positivo = 0,5).
Debido al valor obtenido, se indicé cultivo en sangre y médula 6sea, ademas de los controles sucesivos sema-
nales de galactomanano en suero, obteniéndose los siguientes resultados: en la segunda muestra se obtuvo
un indice de 2,887 ya bajo tratamiento con anfotericina B, y en la 3era, 4ta y 5ta muestra se obtuvieron indices
de 1,666; 1,713; 0,632, respectivamente. Se asocio al tratamiento voriconazol y en la 6ta muestra el indice fue
0,489; en la 7Tma, 8va y 9na muestras fueron 0,221; 0,253 y 0,153, respectivamente. Durante la evolucién clinica
se aislo Histoplasma capsulatum en cultivo de médula ésea. El galactomanano fue capaz de detectar precoz-
mente la presencia del hongo 15 dias antes que el cultivo y permitié monitorear la efectividad del tratamiento.
Es importante destacar que Venezuela es un pais endémico para la histoplasmosis, por lo tanto, hay que tener
precaucion en la interpretacion del antigeno de galactomanano en pacientes con SIDA.

Palabras claves: Galactomanano, histoplasmosis, VIH, indice de galactomanano.

(1 Generaciéon, almacenamiento y distribucion de Agua Purificada (PW) en el Departamento de
Lavado y Esterilizacion del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”

Padron Pedro, Briceno Feliciano, Hernanez Elio, Alvarado Carlos.

Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”, Gerencia Sectorial de Produccion.

La Planta de Agua, ubicada en el Departamento de Lavado y Esterilizacion, del Instituto Nacional de Higiene
“Rafael Rangel”, es la encargada de producir Agua Purificada (PW), utilizando equipos de Osmosis Reversa
(OR), este proceso previamente trata el agua, con filtros de arena y de carbén activado, para retener los sélidos
en suspension y extraer el cloro del agua. Seguidamente se realiza el intercambio de minerales, proceso rea-
lizado con filtros de resina Catidnica y anionica fuerte, para retirar principalmente el calcio y el magnesio con-
tenido en esta agua previamente tratada. Este producto denominado agua desmineralizada es almacenada en
tanques construidos en acero inoxidable, de diferentes capacidades y es distribuida por lineas de transferencia
directa y bidones de plastico, a los diferentes laboratorios y unidades del Instituto, también son atendidas las
solicitudes realizadas por entidades externas u otras instituciones, que requieren este tipo de insumo , para el
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lavado de material de vidrio, preparacion de medios, cultivo y preparacion de sustancias quimicas. Para vigilar
la calidad del agua desmineralizada y purificada, se realiza un control de analisis Fisico-Quimico y Microbiol6-
gico, a través de la Gerencia de Control de Calidad garantizando el proceso en todas las etapas de produccion
desde el pre-tratamiento y posterior almacenaje del agua producida en sus diversas modalidades.

Palabras claves: Agua, osmosis reversa, filtros, distribucion.

(] Avanzando en la produccién del Toxoide Tetanico en Espromed Bio, C.A

a

82

Arzolay Gémez M D, Faria Mora M A.

Empresa Socialista para la Produccion de Medicamentos Biologicos, Espromed Bio, C.A.

El tétanos es una enfermedad infecciosa grave, causada por la bacteria Clostridium tetani; este microorganismo
es un bacilo estrictamente anaerobio esporulado. Esta enfermedad es prevenible por medio de la inmunizacion
con vacunas que contienen toxoide tetanico, una neurotoxina modificada que induce la formacién de una anti-
toxina protectora. En Venezuela, este antigeno fue elaborado desde hace mas de 50 afios por el Instituto Na-
cional de Higiene “Rafael Rangel” mediante el uso del Fermentador Caracas, un equipo de limitada capacidad
(40 litros). En la actualidad, la Empresa Socialista para la Producciéon de Medicamentos Biolégicos se encarga
de la produccién del toxoide tetanico mediante la utilizacién de un fermentador anaerdbico con un volumen de
trabajo de 500 litros. Para el inicio de la produccion de la toxina tetanica bajo este sistema de fermentacion, en
el Area de Produccion se estan estandarizando los procesos previos a la elaboracién de los lotes de consisten-
cia. Dentro de los avances obtenidos podemos destacar la estandarizacion de la preparacién y activacion del
medio Latham, optimizacion de los parametros de purificacion del toxoide tetanico y pruebas de escalamiento.

Palabras claves: Clostridium tetani, Toxoide Tetanico, vacunas.

Avances tecnoldgicos del proceso de obtencion de la Vacuna Pertussis en Venezuela.
Quintana Galindez N del M, *Quintero Montes de Oca Julio C, Martin Alexander Y L, Zamora N C.

Empresa Socialista para la Produccién de Medicamentos Biolégicos, Espromed Bio, C.A.

Bordetella pertussis es la bacteria patégena causante de la tos ferina, una infeccion de las vias respiratorias
superiores, que puede afectar a personas de cualquier edad y causar discapacidad permanente en los nifios
de menor edad e incluso la muerte. En 1906 fue aislado este patégeno por primera vez por Bordet y Gengou.
En Venezuela (1956), el pionero en el desarrollo de la vacuna contra esta enfermedad fue el Instituto Nacional
de Higiene “Rafael Rangel”, mediante métodos microbiolégicos convencionales empleando botellas Roux. En
1989 se desarrolla e incorpora el método de produccion utilizando fermentadores industriales cuya capacidad
permitié obtener 3 millones de dosis por afio. Actualmente en Espromed Bio C.A. se lleva a cabo el desarrollo
del Antigeno Pertussis mediante altas tecnologias, tales como biorreactores, microfiltracion, los cuales cuentan
con sistemas CIP (Cleaning In Place) y SIP (Sterilization In Place). En particular, la produccion de lotes experi-
mentales ha permitido la optimizacion de los parametros en cada etapa del proceso, dando cumplimiento a las
normativas establecidas para la produccion de bioldgicos. El area de produccion de Vacuna Pertussis tiene una
capacidad instalada de 50 millones de dosis anuales que seran empleadas en la formulacion de la vacuna DPT,
base de otras vacunas combinadas.

Palabras claves: Bordetella pertussis, biotecnologia, vacuna, biolégico.
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(] Desarrollo de las soluciones de referencia requeridas en la calibracion de los conductimetros

Henriques De Faria JC, De Abreu Abreu MT, Lopez de Alvarez RM, Mantilla Villarroel MY, Soto Carpio SE, Vargas
Figueras AY

Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”

Desarrollo de las soluciones de referencia requeridas en la calibraciéon de los conductimetros, que verifican la
concentracion de iones presentes, en la produccién de agua para ensayos y analisis. La conductividad eléctrica
es un parametro utilizado para medir la concentracion de iones en solucion. Por ello, el agua destilada utilizada
en los ensayos y analisis del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” (INHRR) debe presentar rangos
minimos de conductividad medidos empleando conductimetros, los cuales requieren soluciones de referencia
para su calibracion periddica y efectiva. El objetivo consiste en desarrollar las soluciones de referencia de baja
conductividad eléctrica, requeridas como patrones de referencia en el procedimiento de calibracién de los indi-
cadores de conductividad, las cuales no son producidas actualmente en el pais y se desarrollaran en el Labo-
ratorio de Metrologia del INHRR.

Palabras claves: Soluciones, Referencia, Conductividad, Calibracion, Conductimetros.

[ Creacién de la Red de Diagnéstico de Aspergilosis invasora utilizando el Biomarcador
Galactomanano en pacientes susceptibles

Dolande M'2, Garcia N', Alarcén V', Martinez JR?, Gonzalez K3, Borrero L%, Vierma H5, Reyes H¢, Panizo MM,
Ferrara G', Capote AM', Blanco MA?, Fandifio C3, Torres L7, Lopes Colombo A?

1. Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”, 2. Clinica Santa Sofia, Caracas, 3. Hospital Vargas de Caracas. 4.
Complejo Hospitalario “Dr. Enrique Tejera”, Valencia, 5. Hospital de Clinicas Caracas, 6. Hospital “Dr. Domingo Luciani”, 7.
Caracas, Sociedad Venezolana de Microbiologia (Capitulo Metropolitano) Caracas, 8. Universidad Federal de S&o Paulo,
Brasil.

El diagndstico de la Aspergilosis invasora (micosis con alta tasa de morbimortalidad) por métodos convencio-
nales es dificil, tardio y poco sensible. El antigeno galactomanano para Aspergillus, es el principal biomarcador
capaz de diagnosticar precozmente aspergilosis por su alta sensibilidad. Implementar la red diagnéstica de as-
pergilosis detectando Galactomanano (GM) en pacientes susceptibles de presentar invasion tisular en 6 centros
de salud a nivel nacional. Los centros de salud se seleccionaron por tener consulta especializada. Los recursos
para proveer de equipos y reactivos a los centros fue por parte de la Sociedad Venezolana de Microbiologia. Se
realizé capacitaciéon a microbiolégos sobre la ejecucion e interpretacion de la prueba, asi como instrucciones
sobre la toma, envio y conservacion de muestras. Se realizé un taller para médicos y microbiélogos para lo cual
se conto con un asesor internacional. Para la recoleccion de datos personales y clinicos del paciente se elaboré
una ficha electronica (aplicacion android). Desde el mes de marzo a julio 2015, se han procesado 133 muestras
(99 sueros, 30 Lavado bronco alveolar, 3 Lig. Pleural y 1 LCR), de los cuales en 67 (50,4%) resultaron GM posi-
tivo y 66 (49,6%) negativos. Los resultados obtenidos fueron enviados al laboratorio de referencia para analizar
y evaluar la calidad, y eficacia de la prueba. Los datos preliminares han contribuido al conocimiento de ésta
micosis utilizando como herramienta diagndstica GM por primera vez en Venezuela. El diagndstico oportuno,
tiene impacto en la sobrevida de los pacientes, ya que se podra indicar tratamiento dirigido basado en evidencia.

Palabras claves: aspergilosis invasora, Galactomanano, EORTC, Tratamiento antifungico
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Coinfeccion Histoplasmosis, Paracoccidioidomicosis y Tuberculosis en Paciente con Derrame
Pleural

Pacheco Kayaspo DL', Echeverria Torres MA', Zhenia Fuentes A?

1.  Escuela de Medicina José Maria Vargas de la Universidad Central de Venezuela, 2. Servicio de Neumonologia del
Hospital Simoén Bolivar, Complejo Hospitalario Dr. José Ignacio Baldo, El Algodonal. Caracas.

Introduccion: El derrame pleural (DP) puede ser una forma de presentacién de histoplasmosis pulmonar en
nifios, pacientes de edad avanzada y en inmunocomprometidos, principalmente VIH+. Se expone evolucion de
un caso de asociacion de histoplasmosis, paracoccidiodomicosis y tuberculosis en paciente con DP.

Caso clinico: Paciente masculino de 76 afios de edad, natural del estado Yaracuy, sin antecedentes patolégicos
conocidos, fumador, contacto de paciente tuberculoso. Con inicio de enfermedad actual 2 meses previos a su
ingreso, caracterizado por tos seca, fiebre no cuantificada, disnea, dolor toracico de tipo pleuritico en hemitérax
derecho, sudoracién nocturna, y pérdida de peso de aproximadamente 20 kg, acude a CDI de donde es referido
al servicio de neumologia del Hospital José Ignacio Baldo, e ingresa con signos clinicos y confirmacion image-
noldgica de derrame pleural derecho, clasificado como exudado por estudios citoquimicos del liquido pleural
(LP). En la muestra enviada a la Seccién de Micologia Medica del IMT-UCV, se reporto presencia de levaduras
intracelulares compatibles con Histoplasma capsulatum en LP, y en esputo levaduras multigemantes compati-
bles con Paracoccidioides brasiliensis, ademas de baciloscopia positiva. Permanece hospitalizado 29 dias con
tratamiento antituberculoso Esquema 1 y antimicéticos, con mejoria clinico radioldgica.

Discusion: La tuberculosis es la primera causa de exudados pleurales en nuestro medio y se reporta que los
hongos son responsables solo del 1% de los casos, ademas rara vez pueden ser evidenciados en liquido o
biopsia pleural. En este caso pudo demostrarse etiologia del DP por Histoplasma capsulatum, y coinfeccion con
otras dos enfermedades granulomatosas, paracoccidioidomicosis y tuberculosis

Palabras claves: Tuberculosis, Histoplasmosis, Paracoccidioidomicosis.

Campana de prevencion en salud en el Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”: Control
del Dengue y Chikungunya

Figuera O, Guevara R, Rodriguez Y, Zambrano J, Brito Y, Monsalve |, Blanco Y, Pérez H, Muiioz J, Sanchez H,
Goémez J, Suarez M, Porras N

Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), mas de 100 paises han sido afectados por epide-
mias de dengue, problema grave para los paises Suramericanos donde sus condiciones climaticas favorecen la
predominancia de dos vectores: A. aegipty y A. albopictus, ambos transmisores de los virus Dengue y Chikun-
gunya. La facilidad con la que se han esparcido estas patologias, se debe a los viajes frecuentes de personas
a zonas afectadas por los virus; los fendmenos climaticos crean las condiciones ideales para la diseminacion
global de estos vectores. La urbanizacion no controlada provoca fallas en el suministro de agua y eliminacion
adecuada de residuos, generando la necesidad de mantener de forma continua campafias de Prevencion y
control de las patologias.
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Actualmente los gobiernos Suramericanos se encuentran en alerta sanitaria por el incremento sostenido de
casos de fiebre Chikungunya desde el primer caso autéctono en San Martin. En 1997, se reunié en Venezuela
el grupo de trabajo para elaborar el Plan continental cuyo objetivo fue incrementar acciones de combate a los
vectores para lograr su erradicacion y eliminar la circulacién del dengue y actualmente Chikungunya. Los linea-
mientos requieren la participacién comunitaria y de centros de investigacion efectivos que generen actividades
informativas y modifiquen las practicas humanas que propicien la eliminacion de criaderos potenciales. En el
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”, se disefié una Campafia informativa para la educacion en salud
de la comunidad mediante juegos didacticos, materiales impresos y audiovisuales promoviendo la erradicacion
del Dengue y el Chikungunya.

Palabras claves: Dengue, Chikungunya, vectores, criadero, prevencion.

[ Sensibilizacién y bloqueo de placas de poliestireno con Anti IgM Humana para las técnicas de
Mac Elisa

Muioz J, Sanchez H, Figuera O

Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”

La técnica ELISA IgM fue descrita por primera vez en el afio 1971 por dos equipos de trabajo, Engvall, Perimann
y Van Weernen, Shnnurs. El fundamento de la técnica es la capacidad que tienen algunos sustratos sélidos de
unir inespecificamente moléculas bioldgicas que pueden ser detectadas por un complejo enzimatico que genera
un producto coloreado medible por un espectrofotdmetro o colorimetro. En los ultimos afios se han desarrollado
diferentes sistemas inmunoenzimaticos, siendo la MAC ELISA de captura IgM la técnica mas utilizada para el
diagnéstico de infecciones agudas. Es una variante de la ELISA Sandwich “DAS” (Double Antibody Sandwich).
En el 1999, Zambrano J. y colaboradores optimizaron la MAC ELISA, logrando disminuir los tiempos de Sen-
sibilizacion y Bloqueo en los pozos de ensayo. En la sensibilizacion se fija una concentracion de anticuerpos
o antigenos en el fondo del pozo de poliestireno. La fijaciéon de moléculas ocurre por interaccion hidrofébica e
inespecifica y a partir de este paso, el resto de las reacciones ocurrira de forma especifica. Por ultimo, en el
bloqueo se fijan moléculas inertes al pozo sensibilizado, con la finalidad de impedir interacciones inespecificas
en el resto de la prueba, las soluciones de bloqueo cominmente usados son gelatina, albumina bovina y la que
usamos en el Laboratorio de Inmunoserologia Viral es la leche descremada. La importancia de estos pasos
previos a la MAC ELISA es garantizar la especificidad de la prueba y elimina la posibilidad de unién de otras
moléculas al sustrato sdlido.

Palabras claves: MAC ELISA, diagnodstico, sensibilizacién, bloqueo.
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