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Editorial B

Jornadas Cientificas del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”
Un aporte a la Promocion de la Investigaciéon en Ciencias de la Salud.

El 17 de octubre de 1938, el Presidente de Vene-
zuela Gral. Eleazar Lépez Contreras, decreta la crea-
cion del Instituto Nacional de Higiene, publicado en la
Gaceta Oficial N° 19.700 de fecha 18 de Octubre 1938.
Uno de los principales objetivos del Instituto seria la do-
cencia y la investigacion, segun lo establece el Articulo
2 que senala entre sus funciones: “a) Investigaciones
endemo-epidémicas y de epizootias nacionales y de
todas aquellas enfermedades que puedan existir en el
pais...” y “c) Preparacion técnica del personal para las
distintos servicios del Ministerio de Sanidad y Asisten-
cia Social...”.

El Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”
(INHRR), el cual hoy se enorgullece de llevar el nom-
bre del sabio de Betijoque, ha mantenido permanente-
mente su actividad cientifica y docente. El Dr. Siegbert
Holz, a principio de los afos 70, se reunié con un grupo
de companeros de trabajo y con varios discipulos para
conversar sobre dos puntos que a su juicio eran impor-
tantes para impulsar el fortalecimiento de la investiga-
cion, la docencia en la institucion y su divulgacién cien-
tifica. En el documento “...programa de incentivos para
profesionales y técnicos del Instituto...” se propusieron
al Director, Dr. Solén Suarez, dos iniciativas paralelas:
La celebracion de la “Primera Semana Cientifica, Cul-
tural y Deportiva”, asi como la creacion de una “So-
ciedad Cientifica” donde podrian participar todos los
profesionales y técnicos que asi lo solicitaran; con el fin
esencial de fortalecer y estimular las iniciativas de los
trabajadores de la institucion en esas dreas. La Socie-
dad Cientifica del Instituto Nacional de Higiene “Rafael
Rangel” fue fundada el 18 de octubre de 1976, con el
propdsito estimular la investigacion cientifica, favorecer
la proyeccion del Instituto a nivel nacional e internacio-
nal y divulgar los resultados de investigaciones presen-
tadas en congresos, simposia y reuniones cientificas;
contribuyendo para ese momento en la organizacion
de los eventos en el marco del XXXVIII Aniversario de
la institucion.

8

Desde entonces, la Sociedad Cientifica, conjunta-
mente con otras unidades de la institucion, se ha dedi-
cado a organizar las Jornadas Cientificas del INHRR,
durante mas de cuatro décadas; cumpliendo con acier-
to el compromiso de dar a conocer anualmente durante
el mes de octubre, una parte significativa de la produc-
cion cientifica e intelectual de los trabajadores de la
institucion y de otras instituciones.

Las Jornadas Cientificas del Instituto permiten el
encuentro e intercambio sobre temas de la salud entre
investigadores y profesionales de diversas institucio-
nes. En estas se presentan ponencias, posters de tra-
bajos de investigacion e informativos, de gran interés
para la comunidad cientifica y para la poblacion vene-
zolana. La labor que ha realizado la Sociedad Cien-
tifica con el apoyo de las gerencias, unidades, coor-
dinadores del evento, trabajadores de la institucion y
de otras instituciones para desarrollar y mantener en
el tiempo estas Jornadas Cientificas, es de digno reco-
nocimiento, lo cual ha permitido contribuir que estemos
consustanciados con los objetivos institucionales para
el beneficio de la salud y calidad de vida de la pobla-
cion.
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Actividad comparativa in vitro de Doripenem y
otros carbapenemicos frente a Pseudomonas
aeruginosa aisladas en el Laboratorio de
Microbiologia del Hospital Vargas de Caracas

Comparative in vitro activity of Dorypenem and other carbapenems in Pseudomonas
aeruginosa isolates on Vargas Caracas Hospital's Microbiology Laboratory

JoserH G Campero R"™, Cynpy L Ficuerepo D', DoryANNA CoRREA!, Luis C Torres C?

A

RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es un patdgeno oportunis-
ta responsable de un importante nimero de infecciones
nosocomiales, puede adquirir facilmente resistencia a la
mayoria de las drogas de utilizacion clinica. Los antibio-
ticos betalactamicos componen la familia mas numerosa
y utilizada en la practica clinica, constituyen una opcién
terapéutica en infecciones producidas por bacilos Gram
negativos no fermentadores de la glucosa, como por ejem-
plo P. aeruginosa. En el Hospital Vargas de Caracas, la-
boratorio de Microbiologia, segun datos KERMIC en el
afo 2013 se obtuvieron aislamientos de P. aeruginosa
con porcentajes de sensibilidad disminuida a los carbape-
némicos de 61% a imipenem y 59% a meropenem. En el
afno 2007 la FDA 'y en 2008 la EMEA aprobaron el uso de
un nuevo carbapenémico; doripenem, de amplio espectro
con cobertura frente a Gram positivos, Gram negativos y
anaerobios. El objetivo general de esta investigacion fue
analizar comparativamente la actividad de doripenem con
otros carbapenémicos en Pseudomonas aeruginosa aisla-
das en el laboratorio de microbiologia del Hospital Vargas
de Caracas. Se realizo6 a través del método de difusion en
disco y la deteccion de MBLs por el test de EDTA; se
encontraron porcentajes de sensibilidad similares para los
tres carbapenémicos ensayados y un bajo porcentaje de
cepas MBLs positivas.

Palabras clave: Carbapenémicos, Doripenem, Resistencia
bacteriana, MBLs, Antibidticos betalactamicos, Paeruginosa.

1. Laboratorio de Microbiologia. Hospital Vargas de Caracas
2. Escuela de Bioanalisis. Universidad Central de Venezuela

*Correspondencia: E-mail: Lcdocamperojoseph@hotmail.com Telf.: 0412-8705589

A
ABSTRACT
Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen
responsible for a significant number of nosocomial infec-
tions, can easily acquire resistance to most drugs in clini-
cal use. Beta-lactam antibiotics comprise the largest and
most used in clinical practice, they constitute a therapeu-
tic option in infections by non-fermenting gram-negative
bacilli of glucose, such as P. aeruginosa. In the Vargas
Hospital of Caracas, microbiology laboratory, according
KERMIC data in the year 2013 184 P. aeruginosa isola-
tes with decreased sensitivity rates to carbapenemes were
obtained from 61% to 59% to imipenem and meropenem.
In 2007 the FDA and EMEA in 2008 approved the use of
a new carbapenems; doripenem, broad spectrum covera-
ge against Gram positive, Gram negative and anaerobic.
The overall objective of this research was to comparatively
analyze the pattern of susceptibility doripenem with other
carbapenems in Pseudomonas aeruginosa isolated in the
microbiology laboratory of the Vargas Hospital of Caracas.
It was carried through the disk diffusion method and detec-
ting MBLs by EDTA test; similar percentages of sensitivity
for the three tested carbapenems and a low percentage of
positive strains were found MBLs.
Key words: Carbapenems, Doripenem, Bacterial resis-
tance, MBLs, Beta-lactam antibiotics, P. aeruginosa.
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INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es un patdgeno opor-
tunista responsable de un importante nimero de in-
fecciones nosocomiales, especialmente neumonias
asociadas a ventilacién mecanica, bacteriemias, infec-
ciones urinarias y de heridas quirtrgicas (. Este mi-
croorganismo puede adquirir facilmente resistencia a la
mayoria de las drogas de utilizacion clinica, a través de
mutaciones en los genes codificantes o reguladores de
los mecanismos involucrados en su resistencia natural,
0 a través de mecanismos enzimaticos con capacidad
de hidrolizar antibiéticos, por lo que la terapia empirica
inicial suele incluir antimicrobianos de amplio espectro
como los carbapenémicos (imipenem y meropenem@3),
Probablemente asociada a este uso habitual, la resis-
tencia a imipenem en P. aeruginosa se ha incrementa-
do significativamente en los Ultimos afos ©¢12),

Los carbapenémicos son antibidticos betalactami-
cos de amplio espectro y con actividad contra la mayo-
ria de los patdgenos. Actuan inhibiendo la ultima etapa
de la sintesis de la pared celular bacteriana, poseen
accion bactericida lenta, con actividad dependiente del
tiempo, tienen buena distribucion y escasa toxicidad
“9_Algunas modificaciones de la molécula original han
dado lugar a compuestos con mayor espectro antimi-
crobiano como doripenem, un nuevo carbapenémico
aprobado en el 2007 por la Food And Drug Adminis-
tration (FDA) y posteriormente en el 2008 por la Euro-
pean Medicines Agency (EMEA) para el tratamiento de
neumonia nosocomial asociada a ventilacion mecani-
ca, infecciones intraabdominales complicadas e infec-
ciones complicadas del tracto urinario ©.

Algunos estudios han demostrado que el doripe-
nem tendria una mejor actividad que el imipenem fren-
te a P. aeruginosa, incluyendo cepas con sensibilidad
disminuida a imipenem. De corroborarse estas obser-
vaciones, el doripenem podria ampliar la cobertura an-
tibidtica de la terapia empirica inicial frente a infeccio-
nes por P. aeruginosa (314,

En Venezuela no se cuenta con estudios previos
que reflejen el comportamiento de doripenem en cepas
de P. aeruginosa, por lo que con éste trabajo se preten-
de realizar una evaluacién comparativa de la actividad
in vitro a doripenem y otros carbapenémicos en cepas
de P. aeruginosa aislados en el Hospital Vargas de Ca-
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racas periodo Marzo 2013—Marzo 2014, que permitan
establecer su posible eficacia terapéutica en las infec-
ciones causadas por este microorganismo, y asi poder
documentar la actividad de este farmaco que podria
traer implicaciones favorables en la clinica.

MATERIALES Y METODOS

Se procesaron 95 aislados clinicos de P. aerugi-
nosa (uno por paciente) obtenidas a partir de diversas
muestras: secreciones (herida, quemadura, secrecion
abdominal, ulceras, piel y tejidos blandos) 48%, segui-
do de muestras del tracto respiratorio inferior (esputo,
secrecion bronquial, liquido pleural, lavado bronquial,
secrecion traqueal) 35 %, orinas 15 % y hemocultivos 2 %,
de pacientes hospitalizados y ambulatorios de ambos
sexos, y cualquier edad por lo que no se aplicd criterio
de seleccion.

Se realizé la identificacion de las cepas a partir de
colonias aisladas, cultivadas en agar Mc Conkey, CLED
0 sangre de la marca OXOID, utilizando las pruebas
bioquimicas tales como produccion de pigmento, ob-
servacion de hemolisis en agar sangre, prueba de la
oxidasa, Kligler, citrato, crecimiento a 42°C, suscepti-
bilidad a la polimixina B, licuefaccion de la gelatina y
medios de oxidacion-fermentacion.

La determinacion de la susceptibilidad antimicro-
biana se realizé6 en agar Mueller Hinton a través del
método de difusién en disco descrito por Kirby-Bauer?,
de acuerdo a las normas del Clinical and Laboratory
Standars Institute (CLSI) documento M100- S24, vol 34,
N° 1, 2014®. Se emplearon los siguientes discos de an-
tibioticos: imipenem 10 pg, meropenem 10 pg, doripe-
nem 10 ug, ceftazidima 30 ug, cefepime 30 pg (Oxoid)
y amoxicilina/ 4cido clavulanico 20/10 pg (BBL).

La deteccion fenotipica de metalobetalactamasas
se realizé inoculando una placa de agar Mueller-Hin-
ton con una suspension 0,5 Mc Farland de la cepa a
estudiar. Se colocé el disco de EDTA/SMA 750/300 ug
(acido etilendiaminotetraacético/acido tioglicolico) a 20
mm de distancian de los discos de imipenem, mero-
penem y doripenem. En los aislados productores de
MBLs se observara efecto sinergistico (ampliacion del
halo de inhibicion) entre los discos de carbapenémicos
y el disco de EDTA/SMA ©19),
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Para el control de calidad de las pruebas bioqui-
micas y de susceptibilidad se empled la cepa Pseudo-
monas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coliATCC
25922, Escherichia coli ATCC 35218 y Staphylococcus
aureus ATCC 25923, segun criterios del CLSI ©),

RESULTADOS

De acuerdo al perfil de susceptibilidad de P. aeru-
ginosa a los carbapenémicos se obtuvo para el imipe-
nem un 58,96% de sensibilidad, 16,82% de sensibilidad
intermedia y 24,21% de resistencia; para meropenem
un 64,21% de sensibilidad, 10,52% de sensibilidad in-
termedia y un 25,26% de resistencia y para Doripenem
un 69,47% de sensibilidad, 5,26% de sensibilidad in-
termedia y 25,26% de resistencia.

Asi mismo, el perfil de susceptibilidad de las
cepas de P. aeruginosa a los otros dos antibiéticos
betalactamicos ensayados: ceftazidima presento un
73,68% de sensibilidad, 11,57% de sensibilidad inter-
media y 14,73% de resistencia, cefepime un 80% de
sensibilidad, 12,63% de sensibilidad intermedia y un
7,36% resistencia.

En cuanto a la deteccion de las cepas productoras
de MBLs se obtuvieron 20 (30,76%) cepas positivas
para el test, de las cuales 17 fueron detectadas solo
con el disco de imipenem, 3 con los discos de imipe-
nem y meropenem simultdneamente y ninguna fue de-
tectada con el disco de doripenem. Ademas algunas
de las cepas positivas para MBLs presentaban halos
de inhibicién para los carbapenémicos dentro de la ca-
tegoria sensible (M100 S24) como se muestra en la
tabla N°1.

Tabla N° 1.
Deteccion de MBLs en P, aeruginosa
Antibiético N (%) MELs
DORIPENEM:
Sensible 66 (66.47%) 10
Intermedio 5 (5.26%) 0
Resistente 24 (25.26) 10
IMIPENEM
Sensible 56 (58.96%) 2
Intermedio 16 (16.82%) 14
Resistente 23 (24.21%) 4
MEROPENEM
Sensible 61 (64.21%) 4
Intermedio 10 (10.52%) [
Resistente 24 (25.26%) 10
DISCUSION

Las infecciones humanas causadas por Pseudo-
monas aeruginosa suelen ser severas y dificiles de
tratar, debido a que este germen puede adquirir facil-
mente resistencia a la mayoria de las drogas de utiliza-
cion clinica, constituyendo un problema desde el punto
de vista clinico y epidemiolégico (%%, Los antibiéticos
betalactamicos principalmente los carbapenémicos,
constituyen una opcién terapéutica hacia este microor-
ganismo debido a su poder bactericida, gran tolera-
bilidad, incluso en pacientes con insuficiencia renal y
hepatica, y la posibilidad de terapias combinadas “9.

La resistencia a carbapenémicos en P. aeruginosa
se ha incrementado significativamente en los ultimos
afos. Lujan et al. ", reportaron en Lima, un porcentaje
de resistencia en P. aeruginosa de 47% para merope-
nemy 27% paraimipenem en el afio 2008. Por su par-
te Riera et al. ('? reportaron en Espafia para e periodo
2008-2009 un 33% de resistencia para meropenem y
35% para imipenem.
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Para el periodo marzo 2013-2014 en el Laborato-
rio de Microbiologia del Hospital Vargas de Caracas,
se obtuvieron los siguientes porcentajes de sensibili-
dad disminuida (intermedios y resistentes) a los car-
bapenémicos en P aeruginosa: 41,04 % a imipenem
y 35.79 % a meropenem similar segun datos KERMIC
para el afno 2013 con 61% a imipenem y 59% a mero-
penem, en dicho laboratorio, demostrando asi la alta
resistencia que estas cepas presentan a este grupo de
antibidticos.

Los datos de susceptibilidad de P. aeruginosa a los
carbapenémicos obtenidos en este estudio reflejan una
actividad de doripenem similar a meropenem y superior
a imipenem, con una sensibilidad segun los puntos de
corte establecidos por el CLSI 2014 de 66,47% para
doripenem, 64,21% para meropenem y 58,96% para
imipenem. Estos resultados coinciden con lo obtenido
por Pillar et al. ", en un estudio donde determinaron
la susceptibilidad a los carbapenémicos en 875 cepas
de P. aeruginosa, aisladas en 44 hospitales de EE.UU
durante el afno 2005-2006, encontrando un porcentaje
de sensibilidad de 88,3% para doripenem, 85,3% para
meropenem y 76,3% para imipenem.

De igual manera, Nicola et al. (" en Argentina, eva-
luaron la actividad in vitro de doripenem, meropenem
y imipenem frente a 93 aislamientos de P. aerugino-
sa, encontrando que doripenem fue mas activo (97,3%
sensibles) que el imipenem (55,9% sensibles) y al me-
nos equiparable al meropenem (75,3% sensibles).

Por su parte, los resultados obtenidos en la pre-
sente investigacion difieren con otros estudios, tal es
el caso de Gimeno et al. ), en el que analizaron la
actividad de carbapenémicos en 448 aislamientos de
P. aeruginosa obtenidos durante el estudio de vigilan-
cia epidemiolégica COMPACT en Espafia, obteniendo
una actividad equiparable en los carbapenémicos en-
sayados, con una sensibilidad de 66,9% para doripe-
nem, 66,9% para meropenem y 64,7% para imipenem.
La buena actividad de doripenem puede deberse a la
afinidad por las PBP de P. aeruginosa ©19,

En cuanto a la resistencia a los carbapenémicos
ensayados, doripenem y meropenem presentaron
un 25,26%, mientras que imipenem un 24,21%, solo
se detecto la presencia de metalobetalactamasas en
30,76% de las cepas de P. aeruginosa resistentes, lo
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que indica que éste no es el principal mecanismo de re-
sistencia, pudiendo estar involucrados la presencia de
bombas de expulsidon o sistema de eflujo, disminucion
de permeabilidad de la pared celular por pérdida de
porinas (OprD), sobreexpresion de AmpC 3121617 En
el caso de doripenem y meropenem con resistencias
equiparables, puede deberse a la llamada resistencia
cruzada o co-resistencia también por sobreexpresion
de la bomba de eflujo MexAB-OprM ('), Ademas el imi-
penem es el que mejor detectd la presencia de MBLS
en este microorganismo con el método utilizado, por lo
que debe incluirse siempre para evitar falsos negativos.

Doripenem muestra actividad in vitro comparable
a meropenem y superior a imipenem frente a las ce-
pas de P. aeruginosa aisladas en el Hospital Vargas de
Caracas, en el periodo Marzo 2013 - Marzo 2014, por
lo que podria presentarse como una alternativa en el
tratamiento de Infecciones causadas por este microor-
ganismo, con todas las ventajas que un betalactamico
ofrece: gran poder bactericida y eficacia antibacteriana,
capacidad reducida de seleccion de resistencias, gran
tolerabilidad, incluso en pacientes con insuficiencia re-
nal y hepatica, y la posibilidad de terapias combinadas
y de aumento de dosis para situaciones de mayor gra-
vedad.

Se recomienda determinar la concentracion mi-
nima inhibitoria (CMI) para los carbapenémicos ensa-
yados para determinar mas efectivamente la actividad
de los mismos frente a P. aeruginosa y ademas com-
pararlas con el método de difusion en disco. Realizar
pruebas de bilogia molecular a las cepas resistentes
a doripenem para documentar cual es el mecanismo
probable de esta resistencia.
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RESUMEN

La tincion de Ziehl Neelsen (ZN), es una técnica de colo-
racion de microorganismos para la identificacion de paté-
genos, como Mycobacterium tuberculosis causante de la
tuberculosis, que requiere de tres (03) soluciones: Carbol
Fucsina Fenicada (Fucsina Basica), Azul de Metileno al
1% y Solucién Decolorante, que se elaboran en la Sec-
cion de Reactivos y Colorantes del Instituto Nacional de
Higiene “Rafael Rangel” y se emplean en el diagndstico
de tuberculosis. Esta investigacion surgié con el propésito
de comprobar el tiempo de caducidad y condiciones de
almacenamiento de dichos productos y presentarlos en un
estuche tipo kit para su distribucion, en apoyo a la Red
Nacional de Laboratorios de Salud Publica y comercializa-
cion con otros entes. Se realizo el ensayo de tres (3) lotes
del kit de Ziehl Neelsen; con su respectiva contramuestra
que fue evaluada en el analisis final. Se registraron los pa-
rametros fisicos de temperatura y humedad relativa bajo
condiciones normales de almacenamiento en el laborato-
rio, con las muestras protegidas de la luz. Se evalué la
funcionalidad por medio de la tincién ZN observada bajo
microscopio, de tres (03) muestras con ATCC 700686: M.
peregrinum y ATCC 29213: S, aureus por lote; tomando
en cuenta el exceso de colorante, y la definicién de las
coloraciones. Estas evaluaciones se realizaron durante
dos (02) afos encontrandose como resultado que fisica y
funcionalmente los productos contentivos en el kit se man-
tenian estables, fijandose un tiempo de caducidad de dos
(02) anos.

Palabras claves: Tincion de Ziehl Neelsen, M. tuberculo-
sis, Tincion diferencial, Estabilidad.

A
SUMMARY
Ziehl Neelsen (ZN) is a staining technique of microorganis-
ms for the identification of pathogens as Mycobacterium tu-
berculosis, causative of tuberculosis, which requires three
(03) solutions: Carbol Fuchsin combined with Phenol (Ba-
sic Fuchsin), Methylene Blue 1% and Bleaching solution,
which are prepared in Section of Reagents and Coloring
of the Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” and
are used in the diagnosis of tuberculosis. This investigation
was made with the purpose of checking the shelf life and
storage conditions of these products and present them in
a kit type container for distribution in support of the Natio-
nal Network of Public Health Laboratories and marketing
with other entities. The analysis was performed in three (3)
batches of the Ziehl Neelsen kit; with their respective coun-
ter sample that was evaluated in the final analysis. The
physical parameters of temperature and relative humidity
were recorded in the laboratory under normal storage con-
ditions with samples protected from light. The functionality
was evaluated through ZN staining being observed under
a microscope three (03) samples with ATCC 700686: M.
peregrinum and ATCC 29213: S, aureus by Batch; taking
into consideration the excess dye, and the definition of the
colors. These evaluations were conducted for two (02)
years found as main result that physically and functionally
the products in the kit were stable, and can set an expira-
tion time of two years.
Keywords: Ziehl Neelsen staining, M. tuberculosis, diffe-
rential staining, Stability.
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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad causa-
da por Mycobacterium tuberculosis, una bacteria que
casi siempre afecta a los pulmones. Se trata de una
afeccion curable y que se puede prevenir. La infeccion
se transmite de persona a persona a través del aire.
Cuando un enfermo de TB pulmonar tose, estornuda o
escupe, expulsa bacilos tuberculosos al aire. Basta con
que una persona inhale unos pocos bacilos para que-
dar infectada. La TB es una de las 10 principales cau-
sas de mortalidad en el mundo ™. Segun cifras dadas
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) 10,4
millones de personas enfermaron de TB en 2015y 1,8
millones murieron por esta enfermedad (entre ellos, 0,4
millones de personas con VIH). Para el mismo afio, la
OMS reporta que un millén de nifios (de 0 a 14 afios)
enfermaron de TB y 170.000 nifios murieron debido a
esta causa (sin incluir los nifios con VIH). De igual ma-
nera, sefiala que mas del 95% de las muertes por TB
se producen en paises de ingresos bajos y medianos,
entre ellos, seis paises acaparan el 60% de la mortali-
dad total; encabeza esta triste lista la India, seguida de
Indonesia, China, Nigeria, Pakistan y Sudafrica. La TB
es una de las causas principales de defuncién en las
personas VIH-positivas: En 2015, el 35% de las muer-
tes asociadas al VIH se debieron a la tuberculosis. Se
estima que entre 2000 y 2015 se salvaron 49 millones
de vidas gracias a la dispensacion de servicios de diag-
nostico y tratamiento contra la TB. La OMS sefala que
acabar para 2030 con la epidemia de TB es una de las
metas relacionadas con la salud incluida en los Obje-
tivos de Desarrollo Sostenible adoptados en fecha re-
ciente (),

A pesar de que en los ultimos afios la micobac-
teriologia ha experimentado importantes avances tec-
noldgicos, que permiten la deteccion rapida mediante
pruebas moleculares automatizadas, como la Xpert
MTB/RIif® que de forma simultanea detecta la TB y la
resistencia a la rifampicina, considerado éste como
el farmaco mas importante contra esta enfermedad,
provee resultados en menos de dos horas desde la
recepcion de la muestra®V, sin embargo su alto costo
constituye una desventaja, en consecuencia el diag-
nostico precoz de la TB, sigue recayendo en el exa-
men microscopico de las muestras clinicas, mediante

el uso de la técnica de tincion de Ziehl Neelsen (ZN)
ya que es el procedimiento mas simple, econémico y
rapido que proporciona al clinico una orientacion diag-
nostica preliminar. La tincion de ZN es una técnica de
tincién diferencial utilizada para la identificacién de mi-
croorganismos patégenos, tales como Mycobacterium
tuberculosis; asi como algunos protozoarios del gé-
nero Apicomplexa (coccidios intestinales) entre otros.
La coloracion de ZN es la técnica mas apropiada para
ser utilizada en todos los laboratorios de los paises de
América Latina. Es la recomendada por la OMS vy la
Unioén Internacional Contra la Tuberculosis y Enferme-
dades Respiratorias (UICTER) por ser la que asegura
resultados reproducibles con un entrenamiento sencillo
y resulta la mas econdmica®. Los resultados y confia-
bilidad de esta prueba dependen de la ejecucién y de
la calidad de los reactivos, siendo esto crucial para el
control de la TB.

Latincion ZN se fundamenta en la estructura de las
paredes celulares de las micobacterias que contienen
lipidos y otros acidos grasos (acidos micdlicos) de ele-
vado peso molecular, que les confieren la propiedad de
resistir la decoloracion con alcohol-acido, después de
la tincién con colorantes basicos calientes, por lo que
se denominan bacterias acido resistentes o acido-al-
cohol resistentes. La tincion se basa en colocar car-
bol-fucsina y calentar la preparacion ligeramente para
solubilizar las ceras, lipidos y otros acidos grasos de la
pared celular para que permita el paso libre del colo-
rante, el cual tiene una enorme afinidad por los acidos
micolicos presentes en la pared. Al enfriar con agua,
los componentes de la pared vuelven a solidificar, re-
sistiendo la accién abrasiva del alcohol-acido, donde el
azul de metileno se utiliza como contratincion®,

En esta técnica se emplean tres productos: Carbol
Fucsina Fenicada (Fucsina Basica), Solucién de Azul
de Metileno al 1% y Solucién de Alcohol Acido (solucio-
nes que conforman el Kit de Ziehl Neelsen) ®. En el el
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” (INHRR)
estos productos son elaborados en la Seccion de Re-
activos y Colorantes y se utilizan de rutina en el labora-
torio de Diagndsticos Especiales del Departamento de
Bacteriologia, para el diagnéstico de TB.

La presente investigacion surgié con el proposito
de comprobar el tiempo de caducidad y condiciones de
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almacenamiento de dichos productos, para dar cumpli-
miento a requisitos de las Buenas Practicas de Manu-
factura como garantia de su calidad ©.

De igual modo, al considerar las ventajas de po-
seer un producto que ha sido preparado segun pro-
cedimientos estandarizados que aseguran su calidad
y garantizan la confiabilidad de los resultados para el
diagnéstico precoz de la TB, ademas esta investiga-
cion se planted responder a la necesidad de disponer
de insumos de produccion nacional destinados a la
identificacion de microorganismos patégenos como el
Mycobacterium tuberculosis causante de la TB, enfer-
medad que afecta un importante sector de la poblacion
venezolana, mediante el disefio y produccion del Kit de
Tincion ZN del (INHRR).

MATERIALES Y METODOS

Se prepararon tres (03) lotes del kit ZN, cada uno
contentivo de: Carbol Fucsina Fenicada (Fucsina Basi-
ca), Solucion de Azul de Metileno al 1% y Solucion de
Alcohol Acido (Decolorante); con su respectiva contra-
muestra, envasados en frascos ambar (%), elaborados
por el mismo operario en la misma fecha y usando los
mismos equipos, siguiendo procedimientos documen-
tados.

Los tres lotes se almacenaron en condiciones de
ambiente del laboratorio, protegidos de la luz, por un
periodo de 02 anos, se registraron a diario las varia-
bles de temperatura y humedad relativa del cuarto de
almacenamiento.

Se evalud la funcionalidad de tres muestras de
cada lote por el método de tincidn, con una suspension
de Mycobacterium peregrinum (ATCC 700686) y Sta-
phylococcus aureus (ATCC 29213).

Para ello, se preparé una suspension de M. pe-
regrinum ATCC 700686 y S. aureus ATCC 29213, en
agua estéril con una turbidez comparable con el Mc
Farland 0,5. Posteriormente se realizd la mezcla de
50 uL de cada suspensién, se mezclo y se coloco una
gota en la lamina portaobjeto. Se dejé secar y luego se
realizé la coloracion por la técnica de ZN. Se visualizo
con el microscopio a 100X, tomando en consideracion:
Buena coloracion de los bacilos acido resistentes, colo-
racion de contraste adecuada, definicion de la colora-
cion roja y azul, respectivamente, asi como la presen-
cia 0 no de precipitados @9

El Procedimiento de tinciéon y observacion de las
laminas con el respectivo registro se realizé cada seis
(06) meses por espacio de dos (02) afios, durante el
periodo 2012-2014, segun cronograma de evaluacion
de la tincién.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los registros diarios de las variables temperatu-
ra y humedad relativa en el lugar de almacenamiento,
en condiciones de temperatura ambiente y protegidos
de la luz, se recopilaron 464 datos. Obteniéndose una
temperatura promedio de 24,58°C y una humedad rela-
tiva de 53,68% (Figura 1).

Condiciones de Almacenamiento

55
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Figura 1. Humedad Relativa y Temperatura registradas durante la investigacion
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Durante la evaluacion funcional se observaron
las tinciones con el microscopio a 100X, obteniéndo-
se buena coloracion de los bacilos acidos resistentes,
ademas de adecuada coloracion de contraste, sin pre-
sencia de precipitados en todas las tinciones realiza-
das (Figura 2).

Figura 2. Observacion con microscopio 100X
M. peregrinum ATCC 700686. Coloracion roja

CONCLUSIONES

Con base en los resultados de esta investigacion
se establecid que para los productos que componen el
Kit de tincion ZN elaborado en el INHRR, el tiempo de
caducidad es de al menos dos afos bajo las condicio-
nes evaluadas.

Los resultados de este estudio constituyen un aval
para el disefio y produccién del Kit de tinciéon ZN del
INHRR, a los fines de responder a la necesidad de dis-
poner de insumos de produccién nacional destinados a
la identificacion de microorganismos patégenos como
el Mycobacterium tuberculosis.

El trabajo de esta investigacion es un soporte para
el diagnodstico precoz de la TB, mediante el disefo y
desarrollo de un Kit de produccién nacional para la tin-
cion ZN, que satisfaga la necesidad de los laboratorios
regionales, con indiscutible valor, costo-beneficio, para
el control de esta enfermedad, colaborando con la sus-
titucién de importaciones y liberandonos de la depen-
dencia de productos comerciales de alto costo.
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Estudio comparativo entre dos técnicas
comerciales para la cuantificacion de carga viral
plasmatica en pacientes infectados por el Virus

de Inmunodeficiencia Humana Tipo 1.

Compatrative study of two comercial techniques for quantification of viral load in patients
infected with Human Immunodeficiency Virus Type 1.

JeEsus D Ramirez O, ELsy A Gubito S, MARWAN S AcuiLAR!, PIERINA D’ANGELO S,
HecTtor ARiza J', CARMEN DV REYEs ', CrisTINA DR GUTIERREZ 2.

4

RESUMEN

Los ensayos de cuantificacion de ARN plasmaticos de VIH-1
son importantes para el control de pacientes infectados,
asi como el monitoreo de la respuesta a la terapia antirre-
troviral. Por lo tanto, los ensayos comerciales empleados
para este propdsito deben presentar buena correlacion
entre si, para dar lugar al manejo terapéutico apropiado. El
objetivo del estudio consistié en correlacionar los resulta-
dos obtenidos mediante el ensayo de amplificacion de se-
fal (bDNA) y PCR en tiempo real (RT-PCR), ambas casas
comerciales aprobadas por la FDA y con diferente diana
de deteccion del VIH-1. La validacion se realizé con 180
muestras clinicas de pacientes referidos al INHRR. Los re-
sultados fueron comparados con la subpoblacién de linfo-
citos TCD4* determinados mediante citometria de flujo. El
analisis estadistico se realizé6 empleando el coeficiente de
regresion lineal de Pearson (R?) y el valor de contraste de
hipétesis con una significancia del 95 %, usando el progra-
ma SPSS Statistics v10.0. Se observé una buena correla-
cién entre los ensayos (R?=0.961, p<0.05), siendo la RTP-
CR mas sensible. Las diferencias cuantitativas de carga
viral entre las técnicas ensayadas fue menor de 0.5 log,,
copias/ml para el 89% de las muestras, y >1 log,, copias/
ml solo en dos pacientes, no indicando necesariamente
cambio terapéutico. Adicionalmente, se encontré una co-
rrelacion inversa entre los linfocitos TCD4* y carga viral del
VIH-1 medida por bDNA (R?= 0.20, p<0.05) y RT-PCR (R?=
0.15, p<0.05). Los ensayos evaluados mostraron que am-
bas técnicas pueden ser empleadas indistintamente para
el control de los pacientes VIH positivo.

Palabras clave: VIH-1, carga viral, CD4*, bDNA, PCR
tiempo real.

ABSTRACT A
The assay for quantification of plasma HIV-1 RNA are
important for the control of patients infected, as well as
the monitoring of the response to antiretroviral therapy.
Therefore, the commercial assays used for this purpose
must submit good correlation between to give place to the
appropriate therapeutic management. In this study, we co-
rrelate the results obtained through the testing of signal
amplification (bDNA) and real-time PCR (RT-PCR), two
comercial technical approved by the FDA and with diffe-
rent targets of detection HIV-1. The validation was carried
out with 180 clinical samples of patients referred to the
INHRR. The results were compared with the subpopula-
tion of lymphocytes TCD4* determined by flow cytometry.
The statistical analysis was performed using the program
SPSS Statistics v10. It was observed good correlation be-
tween the tests studied (R?=0.961, p<0.05), with RT-PCR
more sensitive. The quantitative differences in viral load
between the techniques tested was less than 0.5 log,, co-
pies/ml for the 89% of the samples, and >1 log,, copies/ml
in only two patients. Additionally, it was found an inverse
correlation between lymphocytes TCD4* and viral load of
HIV-1, measured by bDNA (R?= 0.20, p<0.05) and RT-PCR
(R?=0.15, p<0.05). Therefore, these assays can be emplo-
yed for the patient control HIV.

Key words: VIH-1, viral load, CD4*, bDNA, PCR real time
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INTRODUCCION

La valoracion cuantitativa en plasma del ARN del
Virus de Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1), es
esencial para el manejo de los pacientes infectados, al
ser indicador directo del proceso de replicacion viral,
marcador prondstico de progresion de la enfermedad,
ayuda a evaluar la eficacia virologica del tratamiento
antirretroviral y a definir el fracaso virologico. Adicio-
nalmente, los niveles plasmaticos del virus se corre-
lacionan con el deterioro inmunolégico del paciente al
ser el linfocito TCD4* la célula diana del VIH(4, Mas
aun, con el advenimiento de la terapia antirretroviral de
alta eficacia, este ensayo ha sido considerado de gran
utilidad para detectar tempranamente aquellos casos
que pudieran ser factibles de un fallo al tratamiento ins-
taurado y ser empleado como guia en las decisiones
terapéuticas® 9.

En la actualidad, existe gran variedad de ensa-
yos para la cuantificacion de carga viral plasmatica en
pacientes infectados con VIH-1. Estas presentan dife-
rencias en su rango dinamico de cuantificacion, dia-
na de deteccion del virus, volumen y preparacion de
la muestra, asi como en el fundamento de la técnica.
Por lo tanto, puede traer diferencias clinicamente signi-
ficativas en el valor de la carga viral, representado un
efecto negativo en el abordaje del paciente. Multiples
estudios han demostrado diferencias significativas en
los ensayos de punto final con respecto a los de tiempo
real, con mayor relevancia en el limite inferior de cuan-
tificacion, debido a la mayor sensibilidad de los ensa-
yos de tiempo real™ ®. Por lo tanto, es critico brindar
mediciones lo mas precisas posibles de carga viral al
paciente VIH, para poder determinar el prondstico de la
enfermedad y guiar el curso del tratamiento. La falta de
precision en la cuantificacion del virus puede conducir
a la gestion clinica inadecuada de los pacientes, desde
la decision de instaurar innecesariamente una terapia
antirretroviral, cambios en el esquema de tratamiento,
asi como también estudios adicionales de resistencia
antirretroviral. También pueden llevar a inferir errébnea-
mente problemas de adherencia a un régimen terapéu-
tico o conducir a conclusiones erréneas. Por lo tanto,
debe prestarse especial atencion a la sensibilidad, re-
producibilidad y bajos coeficientes de variaciéon en las
determinaciones de carga viral® 19,

El presente estudio tiene como propdsito comparar
los resultados de carga viral obtenidos por dos técnicas
aprobadas por la FDA (Food and Drug Administration),
Versant 340 v.3.0 (bDNA) y RT-PCR COBAS Ampli-
Prep/COBAS TagMan48 v.2.0 (CAP/CTM), en plasmas
de pacientes infectados por VIH-1, a fin de evaluar si
estos ensayos pueden ser utilizados indistintamente en
el monitoreo de un grupo de pacientes en Venezuela o
por el contrario el cambio de un método a otro para la
evaluacion de una misma poblacién podria afectar la
interpretacion de los resultados obtenidos.

MATERIALES Y METODOS
Poblaciéon evaluada.

Un total de 180 muestras de pacientes infectados
por VIH-1, fueron colectadas de manera aleatoria en el
periodo septiembre-noviembre 2012, para la determi-
nacién de carga viral. Los pacientes evaluados presen-
taban diagndstico previo de VIH mediante pruebas se-
rolégicas y confirmado por ensayos de “Western Blot”.

Recoleccion y procesamiento de las muestras para

determinacion de la carga viral del VIH-1.

Previo consentimiento informado, se tomaron
muestras sanguineas por puncion venosa en tubos con
EDTA al 10%, para la cuantificacion del ARN del VIH y
para la determinacion de las subpoblaciones linfocita-
rias TCD4+/TCD8*. Las muestras para carga viral se
sometieron a centrifugacion (14.000 rpm) por 10 minu-
tos dentro de las 2 horas de recoleccion, seguidamente
los plasmas se almacenaron a -70°C. Todas las mues-
tras se recolectaron y analizaron en el Laboratorio de
Programas Especiales (Hepatitis y SIDA) del Instituto
Nacional de Higiene “Rafael Rangel” (INHRR).

La cuantificacion del ARN del VIH de estas mues-
tras, se realizé mediante dos métodos comerciales, de
acuerdo a las especificaciones de cada técnica. Los
niveles plasmaticos del VIH-1 fueron determinados en
copias/ml en ambas metodologias.

() bDNA v3. VERSANT HIV-1 branched DNA version
3.0® (Siemens). La extraccion del acido nucléico
se realiz6 manualmente. Su diana de deteccion
se encuentra en el gen pol del VIH-1, el rango di-
namico de cuantificacion del ensayo es de 50 a
500.000 copias de ARN/ml, emplea 1 ml de plas-
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ma. El fundamento de la técnica se basa en la
amplificacion de una sefial™. El virus es lisado,
liberandose su ARN, donde oligonucleétidos sinté-
ticos o sondas (blanco) median la captura del ARN
viral a la superficie de un micropozo en una placa
de poliestireno. Otras sondas especificas (pream-
plificadora y amplificadora) a su vez permiten la
union del ARN viral a moléculas de ADN ramifi-
cadas con multiples copias de fosfatasa alcalina.
Posteriormente, se incuba el complejo con un sus-
trato quimioluminiscente (dioxietano) y se mide
la emisién de luz con un lumindmetro. La sefial
de quimioluminiscencia obtenida es directamente
proporcional a la concentracion de acido nucleico
presente en la muestra. El ensayo fue realizado,
usando el sistema 340 bDNA Quantiplex automa-
tizado(?.

() CAP/CTM v2.0. PCR en tiempo real COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan48® HIV-1 Test v.2.0
(Roche). La extraccion del material genético fue
automatizada. La diana de deteccion se localiza
en el gen gag y en la region LTR del VIH-1. Pre-
senta un rango dinamico de deteccion de carga
viral entre 20 a 10.000.000 copias de ARN/ml, uti-
liza 1.2 ml de plasma. El ensayo se fundamenta
en la determinacion de la carga viral en base a la
amplificacion de una secuencia genética del VIH-1
combinado con un sistema de deteccion reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real®. La
transcripcion reversa, amplificacion y deteccion de
los niveles de ARN viral fueron realizadas en un
analizador COBAS TagMan 48.

Cuantificacion de las subpoblaciones linfocitarias
TCD4+/TCD8*. Se analizaron 180 muestras de sangre
completa provenientes de la poblaciéon evaluada. La
determinacion de linfocitos se realizé mediante Citome-
tria de Flujo por el Sistema FacsCount, Becton Dickin-
son, de acuerdo a las instrucciones de la técnica. Los
resultados fueron expresados en valores absolutos de
células/mm3.

Método estadistico

Los niveles obtenidos de carga viral por ambos en-
sayos expresados en copias de ARN/ml, fueron trans-
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formados en logaritmo de base 10 (log,,) para el estu-
dio de su comparacion. Estas variables cuantitativas se
expusieron en medias; y se determind la concordancia
entre las técnicas, categorizando el numero de copias
segun dos puntos de cortes criticos para la toma de
decisiones clinicas (menor de 50 copias/ml y mayor a
500.000 copias/ml), considerando de manera arbitraria
los limites de la técnica bDNA v3, debido a que posee
el menor rango dinamico de deteccion. Se correlacio-
naron los resultados de carga viral medida por ambos
métodos, empleando el coeficiente de regresion lineal
de Pearson (R?) y el valor de contraste de hipdtesis (p).
El analisis estadistico fue realizado, utilizando el pro-
grama computarizado SPSS Statistics v10.0.

RESULTADOS

La media de la carga viral fue de 2,269 log,, co-
pias/ml'y 2,411 log,, copias/mi en la poblacion estudiada
mediante los ensayos bDNA y CAP/CTM, respectiva-
mente. Los valores de carga viral obtenidos por CAP/
CTM eran mas elevados en comparacion con bDNA,
la frecuencia con que la diferencia de carga viral su-
pero los 0,5 log copias/ml entre ambas técnicas fue de
11,11% (20/180 muestras).

La tabla 1 muestra el nimero de casos concordan-
tes y discordantes para cada categoria de carga viral
entre CAP/CTM y bDNA.

Tabla 1. Concordancia y discordancia de bDNA 'y

CAP/CTM para dos categorias de importancia cli-

nica. Los contenidos de cada casilla se expresan

en valores absolutos (nimero total de observacio-
nes con cada técnica=180)

CAP/CTM copias/ml

50-500.000 >500.000
) 50-500.000 159 19
bDNA copias/ml ~500.000 1 1

En general, se obtuvo buena concordancia entre
las pruebas (kappa=0,90), con una correlacién esta-
disticamente significativa (rp=0,98, R?=0,96, p < 0,05.
(Figura 1). La diferencia promedio entre el log,, copias/
ml de la carga viral segin CAP/CTM y bDNA, fue de
0,14 +/- 0,01 log,,.
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Figura 1. Correlacion entre logaritmos de
carga viral (log,, copias/ml) con técnica bDNA v3 y
CAP/CTM v2.0.

La media del recuento de linfocitos TCD4* fue de
499 cél/mm?, obteniendo una correlacion inversa entre
cuantificacion de linfocitos TCD4* y carga viral del VIH
determinada mediante bDNA (rp=-0,44, R2=0,20, valor
de p<0,05) y CAP/CTM (rp=-0,38, R2= 0,15, valor de
p<0,05), respectivamente. Por lo general, se demostro
una mayor carga viral en aquellos casos que presenta-
ban recuentos bajos de linfocitos TCD4* y una menor
carga viral en aquellos con recuentos de CD4* mas ele-
vados (Figuras 2 y 3).
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Carga Viral (Logyo) bDNA.

Figura 2. Correlacién entre recuento de linfo-
citos TCD4* (cél/mm?3) y logaritmos de carga viral
(log,, copias/ml) con la técnica bDNA.

cp4*

Carga Viral (Logis) CAP/CTM v2.0.

Figura 3. Correlacion entre recuento
de linfocitos TCD4* (cél/mm?3) y logaritmos
de carga viral (log,, copias/ml)
con la técnica CAP/CTM.

DISCUSION

La carga viral y el contaje de las células TCD4*
son dos marcadores empleados para monitorear los ni-
veles de viremia y la funciéon inmune de los pacientes
infectados por VIH. La carga viral al expresar el nimero
de particulas virales circulantes a nivel sanguineo, per-
mite una mayor informacién sobre la dinamica del virus
en el organismo en cuanto al estado de la infeccion,
riesgo de progresion y efectividad del tratamiento.

Los resultados obtenidos mostraron excelente
concordancia estadistica, con valor de kappa no pon-
derado por encima de 0,90 y niveles de correlacion de
Pearson entre técnicas bDNA y CAP/CTM (R? mayor
de 0,95), lo cual significa que la variabilidad intrinse-
ca de ambas técnicas es muy similar entre si para la
mayoria de los casos. Coeficientes de correlacion (R?)
en un rango de 0.950 a 0.970 han sido reportados por
otros autores'>'51®  Adicionalmente, estas variables
estadisticas reflejan que la sensibilidad es similar para
ambas técnicas, por tanto estas metodologias pueden
ser intercambiables en la medida de la progresion de la
carga viral de un paciente infectado con VIH-1.

El seguimiento de la respuesta a la terapia antirre-
troviral se basa en las mediciones de ARN del VIH-1,
con el objetivo de lograr la supresion virolégica, defini-
da como un nivel por debajo del limite de deteccién de
la prueba. A medida que los ensayos se han vuelto mas
sensibles, la frecuencia del ARN detectable del VIH-1
a niveles bajos se ha vuelto muy comun(®, esto trae

21




Jesus D. Ramirez O., Elsy A. Gudifio S., Marwan S. Aguilar, Pierina DAngelo S., Héctor Ariza J., Carmen DV Reyes, Cristina DR Gutiérrez. Estudio comparativo entre
dos técnicas comerciales para la cuantificacion de carga viral plasmatica en pacientes infectados por el Virus de Inmunodeficiencia Humana Tipo 1.
Rev. Inst. Nac. Hig. “Rafael Rangel”, 2016; 47(1-2); 18-24

como consecuencia, un incremento en la aparicion de
ARN viral detectable transitorio “blips virales”. En este
trabajo, se encontraron solo 10 pacientes (datos no
mostrados) con carga viral indetectable (<50 copias/
ml) por la metodologia bDNA y detectable (20 — 49
copias/ml) por CAP/CTM, estos resultados deben ser
interpretados cuidadosamente, debido a que el VIH es
suprimido durante la terapia y la deteccién de bajos ni-
veles de ARN viral es predictor de un control virologico
suboptimd, que puede no conducir a un fallo virolégico
o requerir de un cambio en el esquema de tratamiento.
Por lo tanto, el impacto de estas detecciones requerira
de la evaluacién de nuevos estudios clinicos®?.

Otros estudios también han demostrado como los
ensayos en tiempo real muestran mayor valor de car-
ga viral en comparacion con los de punto final@". En
un numero importante de casos (20/180 muestras) se
observé que la diferencia del logaritmo de la carga viral
de una técnica a otra fue superior a 0,5 logaritmo, esto
podria explicarse por la alta sensibilidad demostrada
en las técnicas de PCR en tiempo real, gracias a su
sistema de amplificacién que utiliza multiples blancos
de deteccion® 2®, Sin embargo, el 11,11% de subesti-
macioén de los niveles de carga viral hallados en nues-
tro estudio, no indica directamente la necesidad de un
cambio en el esquema del tratamiento, debido a que la
evolucién viral del paciente se debe analizar conside-
rando los niveles plasmaticos de ARN del VIH junto al
recuento de linfocitos TCD4*. Los resultados obtenidos
en este trabajo sugieren que aunque ambas metodolo-
gias tengan excelente correlacion, las decisiones clini-
cas pueden verse afectadas con frecuencia si las técni-
cas se intercambian de manera indistinta, en pacientes
que manejan valores de carga viral elevadas, no asi en
pacientes con carga viral baja o indetectable.

Otro punto a considerar en las pruebas de detec-
cion de carga viral VIH-1 es la variabilidad bioldgica
(variabilidad aleatoria a corto plazo dentro del sujeto),
que en general contribuye hasta + 0,3 log,  (copias/mL)
a la variabilidad en los resultados; y la variabilidad de
la prueba (variabilidad independiente de la muestra) ti-
picamente contribuye hasta + 0.2 log,, (copias / mL)
cuando se evalla de forma independiente!'® 24, Por
tanto, es probable encontrar resultados que muestren
una variabilidad menor o igual a 0,5 log,,. Adicional-
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mente, existen otras fuentes de error que pueden expli-
car los resultados discrepantes. La congelacion de los
tubos, la velocidad de centrifugacion inadecuada du-
rante el procesamiento de la muestras para la técnica
de bDNA 'y la centrifugacion antes y después del envio
pueden conducir a una cuantificacion excesiva de los
resultados cuando se utilizan los tubos de preparacion
de plasma BD Vacutainer® PPTTM . En estos casos, la
sobre cuantificacion puede ser el resultado de una de-
teccion del ARN del VIH-1 o del ADN proviral secues-
trado dentro de los gldbulos blancos y posiblemente de
otros componentes celulares presumiblemente debido
a una fuga celular en la barrera del gel debido a una
manipulacion incorrecta. Por lo tanto, el procesamiento
en las muestras en los tubos son pasos importantes a
tener en cuenta al evaluar y resolver discrepancias en
los resultados de las pruebas de carga viral@.

Solo una unica muestra mostro mayores valores
de carga viral por bDNA en comparacion a la RT-PCR,
esto podria atribuirse a los polimorfismos en los luga-
res de union de los cebadores o sondas, los que po-
drian subcuantificar la carga virica en los individuos
afectados por estos cambios. Esta sospecha tedrica
ha sido recientemente documentada, al detectarse que
una unica mutacion en un cebador de Cobas® TagMan
HIV-1 de Roche reduce la cuantificacion viral en > 2
log,,, cuando se compara con otros sistemas de cuan-
tificacion@®),

En este estudio, casi la mitad de la poblacién eva-
luada present6 recuentos intermedios de linfocitos T
CD4* entre 200-500 cél/ mm?3, sugiriendo que el grado
de inmunodeficiencia no parece ser severa en estos
pacientes. Al comparar la carga viral, segun los niveles
de ARN del VIH-1 expresado en logaritmo se demostro
la existencia de una correlacion inversa con significa-
cién estadistica (valor de p<0,05) entre carga viral y
linfocitos T CD4". De esta forma, una mayor carga viral
se correspondié con un menor recuento de linfocitos T
CD4" vy, por el contrario, cuanto menor fue la carga vi-
ral, mayor resulté el recuento celular. Estos resultados,
coinciden con estudios previos en los cuales aunque
no se haya encontrado significacion estadistica, por lo
general aquellos casos con CD4* mas elevados pre-
sentaron una menor carga viral y viceversa®39, Se ha
sugerido que elevados niveles de ARN del VIH-1 pre-
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cede la disminucion de los valores de células CD4* y
constituyen el principal factor de riesgo de progresion a
SIDA aun en pacientes que manejan elevados niveles
de linfocitos CD4+* (')

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio demostraron
una excelente correlacion al comparar los valores de
carga viral obtenidos por las técnicas evaluadas. Adi-
cionalmente se observd una correlacion inversa entre
los niveles de carga viral y los valores de células TCD4*.
Por lo que se concluye que ambas técnicas de medi-
cion del numero de copias de ARN del VIH-1 pueden
ser usados. Se recomienda que la confirmacion de los
niveles plasmaticos del ARN viral se efectie en el mis-
mo laboratorio y con el empleo de una misma técnica
para determinacion de carga viral en el seguimiento de
los pacientes infectados, ya que si bien los valores de
carga viral se correlacionaron adecuadamente por las
técnicas evaluadas en el presente trabajo, las mayores
discrepancias se observaron en valores de carga viral
elevada. Estas observaciones indican la necesidad de
ser cautelosos en la interpretacion de la significancia
clinica de los resultados individuales de carga viral en
el rango superior de las técnicas. Se sugiere evaluar
todos los resultados obtenidos para cada caso, antes
de proceder a realizar la intensificacion del tratamiento
o0 cambios en las decisiones terapéuticas, sobre todo
si los datos de la carga viral longitudinal provienen de
mas de una técnica comercial. En consideracion a los
valores obtenidos por los dos ensayos evaluados, difie-
ren entre si en rangos de carga viral particular. Por lo
tanto, puede ser confuso para los médicos si con una
metodologia se indica que la replicacién se suprime
insuficientemente, mientras el otro ensayo no detecta
ARN viral, constituyendo un factor potencial de decisio-
nes no acertadas en el tratamiento del paciente.
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Plasmido conjugativo portador
de integron clase 1 responsable de la resistencia
a los antibioticos en aislados
de Vibrio cholerae O1 en Venezuela

Conjugative plasmid and a class 1 integron responsible for the resistance to antibiotics
in Vibrio cholerae O1 isolates in Venezuela

SANDRA FERNANDEZ-FIGUEIRAS™", GUILLERMINA ALONSO?

A

RESUMEN

Se han descrito aislados de Vibrio cholerae resistentes a
una amplia variedad de antibiéticos. En Venezuela, duran-
te el brote de cdlera ocurrido entre noviembre de 1998 y
enero 2000 fueron reportados por primera vez aislados de
V. cholerae O1 resistentes a ampicilina, trimetoprim-sul-
fametoxazole. Usando experimentos de conjugacion se
determind la capacidad de transferir los determinantes de
resistencia a ampicilina y trimetoprim-sulfametoxazole en
11 aislados. La visualizacién de plasmidos se realizo uti-
lizando la digestién con nucleasa S1 y electroforesis en
campo pulsante. La presencia de integrones de clase 1
fue establecida por PCR y se obtuvo la secuencia de la
region variable del integron. Los determinantes de resis-
tencia fueron transferidos en un plasmido conjugativo de
aproximadamente 170 kbp, comun a todos los aislados. La
resistencia a trimetoprim esta codificada en el gen dfra15,
el cual se encuentra en un integrén clase 1 presente en el
plasmido. En este estudio, se caracterizd la localizacién
genética de los determinantes que codifican la resistencia
a los antibidticos, y al conocer el mecanismo probable de
dispersién de los determinantes de resistencia se podran
implementar medidas de control mas adecuadas.
Palabras clave: Colera, Vibrio cholerae, resistencia a an-
tibiéticos, Plasmido, Integron Clase 1, Trimetoprim, dfra15

A
ABSTRACT

Vibrio cholerae has been reported to be resistant to a wide
range of antibiotics. V. Cholerae O1 strains resistant to
ampicillin, trimethoprim-sulfamethoxazole were isolated
for the first time in Venezuela during a cholera outbreak
that occurred between November 1998 and January 2000.
Using conjugation experiments, the capacity of transfer of
the resistance determinants in 11 strains resistant to ampi-
cillin and trimethoprim-sulfamethoxazole was investigated.
Plasmid analysis was done by S1 nuclease digestion and
pulsed field gel electrophoresis. The presence of class 1
integrons was determined by PCR and the sequence of
the gene harbored in the variable region of the integron
was obtained. The antibiotic resistance determinants were
transferred by a conjugative plasmid of approximately 170
kbp, common to all the isolates. Resistance to trimethoprim
is encoded by the dfra15 gene that is harbored by a class
1 integron present in the plasmid. In this study, the genetic
location of the determinants that code for resistance to an-
tibiotics was characterized, and knowing the probable me-
chanism of dispersion of the determinants of resistance,
control measures can be implemented most appropriate

Key words: Cholera, Vibrio cholerae, resistance to anti-
biotics, Plasmid, Class 1 integron, Trimethoprim, dfra15
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INTRODUCCION

El célera es una enfermedad infecciosa aguda
epidémica que es causada por Vibrio cholerae de los
serogroupos O1y 0139. Desde el inicio de la séptima
pandemia de colera de Latinoamérica (", se han produ-
cido tres brotes epidémicos en Venezuela. La resisten-
cia de V. cholerae a una amplia variedad de antibiéticos
se ha reportado en varios paises. Sin embargo, en Ve-
nezuela, aislados resistentes a ampicilina, trimetoprim
y sulfametoxazole fueron reportados por primera vez
durante el tercer brote de cdlera ocurrido entre 1998
y 2000 @, Este reporte es de gran importancia para el
manejo de salud publica, en virtud que la emergencia
de la resistencia a multiples drogas es un problema cli-
nico severo y en aumento, que limita tanto el tratamien-
to como la contencién del célera, tal como se observo
por el incremento de la tasa de mortalidad desde 1% a
5,3% durante la epidemia de célera en Guinea-Bissau
entre 1996 y 1997 ®,

Desde la introduccion de los antibidticos para el
tratamiento de las enfermedades infecciosas, la re-
sistencia a estos farmacos se ha diseminado drama-
ticamente entre las bacterias patdgenas. El principal
mecanismo involucrado en esta diseminacién es la
movilizacion horizontal de material genético entre los
distintos géneros y especies bacterianas. En V. chole-
rae, los determinantes de resistencia se han reportado
principalmente asociados con plasmidos auto-transfe-
ribles ¢,

Los integrones son elementicos genéticos que
también se han reportado como promotores de la di-
seminacion de los mecanismos de resistencia. Se han
identificado una variedad de integrones de acuerdo
con la integrasa que codifican. Los integrones de clase
1 contienen, aparte del gen de la integrasa (intl), el sitio
attL, en el cual el casete genético se inserta mediante
mecanismos de recombinacion especifica de sitio, ade-
mas de portar una secuencia promotora que permite
la expresion del gen insertado ©. Dentro de la estruc-
tura del integron clase 1 se han descrito dos regiones
conservadas, el segmento conservado 5’ (5'-CS) vy el
segmento conservado 3" (3’-CS). Estos dos elementos
delimitan la region variable que porta los genes inser-
tados que usualmente codifican para determinantes de
la resistencia a los antibioticos ™.

26

Los integrones de clase 1 estan ampliamente dis-
tribuidos en las cepas de V. cholerae multirresistentes.
Dalsgaard y col., reportaron que aislados de V. cho-
lerae O1 resistentes a sulfonamidas y estreptomicina
obtenidos en Vietnam después de 1990, portaban un
integrén clase 1 ©). En un estudio posterior, los mismos
autores, reportaron la existencia de diversos integro-
nes clase 1 en aislados clinicos y ambientales de V.
cholerae no-O1/no-0139, los cuales portaban los ca-
setes génicos aadB, aadA2, blaP1, dfrA1 and dfrA15
®), Falbo y col., demostraron la existencia de integrones
de clase 1 localizados en el cromosoma de aislados de
V cholerae O1 que contenian el casete génico aadA71
©), Posteriormente, la presencia de los casetes génicos
dffA5 y dfrA12, aac(6’)-Ib y ereA2 fueron reportados
por primera vez en un integron de clase 1 en aislados
de V. cholerae no O1/no 0139 obtenidos en la India
(19 Mas aun, el cambio en el patrén de sensibilidad de
los aislados de V. cholerae O1 en Laos desde 1993 al
2000 fue atribuido a la presencia de un integron de cla-
se 1 que portaba el casete génico aadA7 ",

A partir de 1992, otro elemento genético, conju-
gativo e integrado al cromosoma (ICE), asociado con
la diseminacion de determinantes de resistencia a los
antimicrobianos fue descrito en V. cholerae. Este ele-
mento fue reportado por primera vez en V. cholerae
0139, una nueva cepa epidémica que emergid en el
sub-continente indio, la cual desplazé a V. cholerae
O1 El Tor como la principal causa de célera por apro-
ximadamente seis meses. Este elemento es capaz de
auto-transferirse por conjugacién y porta los determi-
nantes de resistencia para trimetoprim, estreptomicina,
sulfametoxazole y cloranfenicol (2. EI gen int que se
encuentra en el extremo 5 del elemento codifica una
integrasa que permite su transferencia . V. cholerae
O1 El Tor re-emergié como la cepa dominante, pero
mostraba la resistencia a trimetoprim, sulfametoxazole
y estreptomicina, a través de la adquisicion del elemen-
to ICE "), Desde 1994, ICE ha sido reportado en aisla-
mientos de V. cholerae O1 en Mozambique, Surafrica
15y Laos ™,

En Venezuela no se han hecho reportes de la pre-
sencia de plasmidos, integrones o elementos ICE en
aislados de V. cholerae. El objetivo de este estudio fue
determinar la presencia de estos elementos en 11 ais-
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lados de V. cholerae O1, obtenidos durante el brote de
colera ocurrido en Venezuela desde 1998 hasta 2000,
y Su asociacion con la aparicion de la multirresistencia.

MATERIALES Y METODOS

Aislados Bacterianos. Se utilizaron once aisla-
dos de Vibrio cholerae O1 biotipo El Tor representati-
vos de los aislados obtenidos de pacientes durante el
brote de cdlera ocurrido desde 1998 a 2000 (Tabla 1).
Los aislados estan depositados en el Departamento de
Bacteriologia del Instituto Nacional de Higiene “Rafael
Rangel”, Caracas. Los aislados bacterianos fueron al-
macenados a -80 °C en caldo tripticasa de soya (Difco
Laboratories, Detroit, Michigan, USA) que contenian
20% (vol/vol) de glicerol. La resistencia de los aislados
a ampicilina y trimetoprim-sulfametoxazole fue confir-
mada luego de la recuperacion por el método de Bauer
et al. 9. Los discos de antibiéticos utilizados fueron
ampicilina (AM) (10 ug) y trimetoprim-sulfametoxazol
(TMP) (25 ug), las cepas fueron clasificadas como re-
sistentes segun los criterios interpretativos recomenda-
dos por el Instituto de Estandares Clinicos y de Labo-
ratorio 7.

Las otras cepas empleadas en el estudio fueron:
V. cholerae 0139 (amablemente donada por la Dra.
Dos Praceres, Instituto FioCruz, Rio de Janeiro, Brasil)
como control positivo del elemento ICE; E. coli K12-J56
(amablemente donada por el Centro Venezolano de
Colecciones de Microorganismos, Caracas, Venezue-
la) como cepa receptora en los experimentos de conju-
gacion; y E. coli TM7 (amablemente donada por la Dra.
Militza Guzman, Universidad de Oriente, Venezuela)
como control positivo para la presencia de integrones
clase 1.

Transferencia de la Resistencia a Antibioticos.
Cada aislado de V. cholerae O1 y E. coli transconju-
gante fue probado para la resistencia a los antibio-
ticos (Sigma-Aldrich CO, St. Luis, USA). Se utilizé la
cepa resistente a rifampicina Escherichia coli K12-J56
(F-, lac*,RIFR) como receptora en los experimentos de
conjugacion para los aislados de V. cholerae O1. Los
experimentos de conjugacion fueron realizados me-
diante la mezcla de aislados donantes y receptora en
una relacion 1:5 en caldo Luria Bertani (LB), y fueron
incubados sobre un filtro de Millipore en placas no se-

lectivas de agar LB a 37°C por toda la noche. Luego de
la conjugacion, las bacterias fueron sembradas en agar
MacConkey selectivo que contenia los antibioticos
apropiados. La frecuencia de transferencia fue expre-
sada como el numero de células receptoras resistentes
por célula donante en la mezcla de conjugacion

Analisis de Plasmidos. La visualizacion de plas-
midos en los aislados de V. cholerae y en las E. coli
transconjugantes se realiz6 utilizando el método de nu-
cleasa S1 y electroforesis de campo eléctrico pulsante
(PFGE-S1) (8,

Pruebas de PCR. La amplificacion de los genes
en estudio se realizé mediante PCR utilizando un lisado
bacteriano como fuente de ADN molde. En resumen,
las células bacterianas se crecieron en 5 ml de caldo
infusion corazoén (Difco Laboratories, Detroit, Michi-
gan, USA) durante la noche. Posteriormente, 1 ml de
las células bacterianas fueron recolectadas por centri-
fugacion. El sedimento bacteriano fue resuspendido en
1000 pl de agua destilada estéril y hervido por 10 min
a 95°C. Posterior a la lisis, los restos celulares fueron
removidos por centrifugacion y el sobrenadante que
contiene el templado de ADN fue almacenado -20°C
hasta su uso. Para cada PCR se utilizaron 2 ul de este
ADN molde. Los cebadores utilizados se indican en la
Tabla 2 (Invitrogen, Life Technologies, USA). Las prue-
bas de PCR fueron realizadas utilizando condiciones
de reaccién estandares en un volumen total de 25 pl.
Adicionalmente, en cada corrida de PCR se incluyeron
controles positivos y negativos. Los productos amplifi-
cados fueron visualizados mediante electroforesis en
gel de agarosa en 40 mM Tris-[2] Acetate, 1 mM EDTA.

Deteccion de ICE. La busqueda de la presencia
del elemento ICE se realizé utilizando los cebadores
descritos previamente que producen un fragmento de
592 bp de la integrasa (Tabla 2) (®. La deteccién de los
genes presentes en ICE que confieren resistencia a
trimetoprim-sulfametoxazole se realizé mediante PCR
usando cebadores descritos previamente (Tabla 2) (19,

Deteccion de integrones clase 1 por PCR. To-
dos los aislados fueron probados para detectar la pre-
sencia de integrones clase 1 mediante el uso de inicia-
dores que delimitan las regiones conservadas 3"y 5’ de
estas estructuras (Tabla 2) 29, La prueba fue realizada
tal como se describié previamente @9, con ligeras mo-
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dificaciones, para permitir que se obtuvieran productos
de amplificacion mayores de 1.000 pb, aumentando el
tiempo de extension en cada ciclo de amplificacién a 3
minutos.

Obtenciéon de la secuencia nucleotidica de los
genes de resistencia. Con el fin de discriminar si los
distintos aislamientos portan casetes génicos idénticos,
los productos de PCR del mismo tamafio fueron anali-
zados utilizando PCR-RFLP con una variedad de endo-
nucleasas (resultados no mostrados). Posteriormente,
los productos de PCR fueron purificados por el sistema
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up Sistem (Promega,
USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Fi-
nalmente se eluyé el ADN purificado, se guardd en un
tubo de micro centrifuga estéril y se conservé a —20 °C
hasta su uso. La secuencia nucleotidica fue determi-
nada en la Unidad de Estudios Genéticos y Forenses
(UEGF) del IVIC, Caracas, Venezuela, utilizando un
secuenciador de acidos nucléicos Perkin-Elmer mo-
delo ABI PRISM™ 377, usando protocolos estandares
de secuenciacion. La secuencia de nucledtidos de los
productos fueron revisados con el programa Chromas
Lite 2.01 (http://www.technelysium.com.au) para deter-
minar la calidad de la secuencia segun el tamafio y su-
perposicion de los picos de sefal obtenidos. Una vez
que se determind aquellas secuencias con la calidad
suficiente para ser analizadas, se determiné las coinci-
dencias nucleotidicas entre ellas mediante el programa
CLUSTALW2 Multiple Sequences Aligment (http://www.
ebi.ac.uk/Tools/msal/clustalw2/). Posteriormente, se uti-
lizo el programa BioEdit (http://www.mcbio.ncsu.edu/
bioedit/bioedit.ntml) para determinar la similitud entre
las secuencias obtenidas y descartar posibles errores
de lectura. Para analizar la identidad de la secuencia
consenso se realizdé la comparacion con el banco de
genes (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)
utilizando el software BLAST 2",

RESULTADOS

La fecha, el lugar de obtencién y el patrén de re-
sistencia a los antibi6ticos de los aislados de V. cho-
lerae utilizados en el presente estudio se muestran
en la tabla 1. El patron de resistencia corresponde a
lo reportado previamente @. Todos los aislados, aun-
que se obtuvieron de diferentes localidades y fechas
durante el brote, mostraron antibiogramas idénticos.
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Tomando en consideracidon que la resistencia a las
drogas se asocia con elementos genéticos moviles,
realizamos experimentos para demostrar la movilidad
de los determinantes de resistencia. Los experimentos
de conjugacién entre los aislados V. cholerae y E. coli
K-12 mostraron crecimiento de transconjugantes con
un promedio de frecuencia de 7 x 10 transconjugantes
por donante utilizando como marcador de transferen-
cia la ampicilina (AMP) y 9 x 10 transconjugantes por
donante al utilizar como marcador trimetoprim-sulfa-
metoxazole (TMP-SUL) (Tabla 1). Todas las bacterias
transconjugantes exhibieron antibiogramas idénticos,
demostrando la co-transferencia de la resistencia a los
antibioticos.

El analisis del contenido de los plasmidos utilizan-
do PFGE-S1 demostré que cada aislado de V. chole-
rae contiene un plasmido grande, de aproximadamen-
te 170 kbp (Figura 1). El analisis del contenido de los
plasmidos en las transconjugantes demostré que el
plasmido de 170 kbp habia sido transferido a la cepa
receptora (Figura 1). Estos resultados sugieren la pre-
sencia de un plasmido conjugativo comun, que porta
los determinantes de resistencia.

Tomando en consideracion que se ha reportado
que las cepas de V. cholerae que portan el elemento
ICE son resistentes a trimetoprim y sulfametoxazole,
investigamos si la resistencia a este antibidtico en los
aislados clinicos obtenidos durante el brote de cdlera
de Venezuela en el periodo 1998-2000 podria deberse
a la presencia de este elemento. Todos los aislados de
V. cholerae resultaron negativos para la busqueda del
gen int, que codifica para la integrasa especifica del
elemento ICE. Mas aun, los aislados también resulta-
ron negativos para la busqueda de los genes dfrA18
y sulll los cuales codifican la resistencia a trimetoprim
y sulfametoxazole, respectivamente, y que estan con-
tenidos en el elemento ICE. Estos resultados indican
que el elemento no estaba presente en los aislados ob-
tenidos en Venezuela, y por lo tanto debe ser un tipo
diferente de genes, cuyos productos confieren la resis-
tencia a trimetoprim y sulfametoxazole, y que deberia
estar en el plasmido transferido por conjugacion.

Teniendo en cuenta que la mayoria de las cepas
que son resistentes a los antibidticos contienen inte-
grones, examinamos los aislados para la presencia de
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estos elementos. Todos los aislados bacterianos anali-
zados, tanto V. cholerae como E. coli transconjugantes,
contienen un integron de clase 1. El producto obtenido
por PCR tiene un tamafo de 750-800 pb (resultados
no mostrados). Todos los amplicones obtenidos mos-
traron el mismo patrén de restriccion con las enzimas
ensayadas (resultados no mostrados). El analisis de
la secuencia nucleotidica del producto de amplifica-
cion reveld que contenia un marco abierto de lectura,
flanqueado por el sito de recombinacion especifico de
integron de clase 1, y la secuencia conservada de la
porcion terminal 3’con el elemento de 59-bases, sugi-
riendo la presencia de un casete génico insertado en
la region variable del integron de clase 1 (Figura 2). La
secuencia del casete génico tuvo un similitud del 100%
al gen dfrA15 el cual codifica la resistencia a TMP 22),

DISCUSION

El brote de colera ocurrido en Venezuela en 1998-
2000 fue causado por aislados de Vibrio cholerae O1 El
Tor resistentes a ampicilina y trimetoprim-sulfametoxa-
zole, en contraste con el patrén de sensibilidad respon-
sable por los brotes anteriores @. En este estudio, los
experimentos de conjugacién demostraron que todos
los aislados ensayados fueron capaces de transferir
los determinantes que codifican las proteinas respon-
sables para la resistencia a los antibidticos a la cepa
receptora E. coli, con una frecuencia comparable con
lo reportado anteriormente .

La co-transferencia de la resistencia a trimeto-
prim-sulfametoxazole y ampicilina desde la cepa epi-
démica de V. cholerae O1 a la cepa receptora, indica
que los genes que confieren la resistencia a estos anti-
biéticos pueden estar contenidos en un unico elemento
genético, o en elementos separados que se transfieren
de manera simultanea. Se ha reportado que el elemen-
to ICE como responsable para la resistencia a cloranfe-
nicol, estreptomicina, sulfametoxazole y trimetoprim en
V. cholerae 0139 y O1 en el sub-continente Indio '),
Debido a que los aislados de V. cholerae O1 durante
el brote 1998-2000 en Venezuela fueron resistentes a
sulfametoxazole y trimetoprim, fueron analizados para
la busqueda del elemento ICE. Sin embargo, nuestros
resultados mostraron que la resistencia a los antibioti-

cos observada en los aislados analizados no fue debi-
da a la presencia de un elemento ICE convencional.

El analisis de plasmidos en los aislados en estu-
dio y sus transconjugantes permitio la deteccion de un
plasmido transferible de aproximadamente 170 kbp.
Se ha reportado la presencia de plasmidos con pesos
moleculares desde 54 a 150 kbp en aislados de V. cho-
lerae O1'y no O1/no 0139 obtenidos en Asia, Africa,
Europa y Suramérica, con predominio de un elemento
de 150 kbp (19,

La secuencia de nucledtidos de la region variable
incluido en el integron clase 1 demostrd la presencia
del casete génico dfrA15, que codifica para una dihi-
drofolato reductasa tipo 15, que confiere resistencia
a trimetoprim. Este gen fue descrito por primera vez
contenido en un intregdén de clase 1 presente en un
plasmido en una cepa entérica comensal de E. coli en
Surafrica y confiere alta resistencia a trimetoprim @2, El
casete génico dfrA15 ha sido detectado anteriormente
en varias cepas de V. cholerae aisladas de Tailandia y
Angola @4, Sin embargo, este es el primer reporte de
este gen en un aislado de V. cholerae causante de
infeccién en humanos en Venezuela.

Sulfonamidas y trimetoprim son antibidticos eco-
némicos que tienen efecto sinergistico y que se usan
combinados para una amplia variedad de infecciones
bacterianas. En Venezuela, la existencia y disemina-
cion de casetes génicos de resistencia a trimetoprim
es particularmente preocupante, pues trimetoprim-sul-
fametoxazole es el tratamiento habitual para la diarrea
tanto en nifios como en mujeres embarazadas. Nues-
tros resultados sugieren que la diseminacién de genes
de resistencia a trimetoprim entre aislados clinicos es
probablemente mediada por integrones contenidos en
plasmidos moviles. Mas aun, el uso combinado de es-
tos antibiéticos podria jugar un papel importante en la
adquisicién y mantenimiento de los casetes génicos de
resistencia a trimetoprim, producto de la seleccion de
integrones de clase 1 que portan el gen sull.

El determinante de resistencia a ampicilina no esta
asociado al integron clase 1 detectado. La resistencia
a ampicilina fue transferida por conjugacion, sugiriendo
su posible localizacion en el plasmido conjugativo de
170 kb mostrado o en algun otro elemento movilizable
no detectado en este estudio.
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Nuestros resultados confirman que la multirresis-
tencia a los antibiéticos observada en aislados de V.
cholerae O1 El Tor Inaba responsable del brote de cé-
lera entre 1998 a 2000 en Venezuela esta codificada
en un elemento transferible que es capaz de disemi-
narse de diferentes maneras. Esta informacion es de
vital importancia para el establecimiento de politicas
publicas necesarias para instaurar las medidas de con-
trol a tomar en caso de futuros brotes. Estudios futuros
deberan establecer si la cepa de V. cholerae O1 multi-
rresistente provino de paises vecinos, o fue una cepa
local que adquirié los determinantes de resistencia por
transferencia horizontal a partir de otras bacterias pre-
sentes en Venezuela, que comparten el mismo habitat.
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Tabla 1. Aislados de V. cholerae O1 utilizados, antibiograma y frecuencia de transferencia
por conjugacién

. Fr nci
Frecuencia de ecuencia de

Fecha y lugar de aislamiento Aislado rePs(ieglelzr?;a transferencia transferencia
(AMP) (TMP-SUL)

Noviembre 1998 ~ DSita Amacuro 54990 AMP, TMP-SUL 6,1 x 10° 1,6 x 10*
(Pedernales)

Enero 1999 Delta Amacuro 55037 AMP, TMP-SUL 3,1 x 104 7.5x 10%
(Pedernales)

Enero 1999 Delta Amacuro 55315 AMP, TMP-SUL 8,3x10° 2,3 x 10+
(Pedernales)

Agosto 1999 Nueva Esparta 57872 AMP, TMP-SUL 7,2 x 10% 1,2x 10%
(Salamanca)

Agosto 1999 Nueva Esparta 57874 AMP, TMP-SUL 3,5x 10% 6,3x 10°
(Salamanca)

Agosto 1999 Nueva Esparta 57875 AMP, TMP-SUL 5,8 x 10° 3,4 x10°
(Salamanca)

Agosto 1999 Nueva Esparta 57881 AMP, TMP-SUL 6,6 x 10° 7,2 x10%
(Salamanca)

Noviembre 1999  Monagas (Maturin) 58705 AMP, TMP-SUL 1,5 x 10 1,1 x 10°%

Diciembre 1999 Monagas (Maturin) 60003 AMP, TMP-SUL 8,6 x10° 8,6 x 10°

Diciembre 1999 ~ Miranda (Ocumare  saq5, AMP, TMP-SUL 40x10° 3,4 x10°
del Tuy)

Enero 2000 Caracas (El Valle) 59195 AMP, TMP-SUL 2,1 x10* 4,8 x 10+

AMP, ampicilina; TMP-SUL, trimetoprim-sulfametoxazole
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Tabla 2. Cebadores para la PCR utilizados en este estudio.

Secuencia ~ e

Cebador Gen diana Tamaiho de'IJampllflcado Referencia
(5'=3) (bp)

INT1 GCT GGATAG GTT AAG GGC GG int 569 18
INT2 CTC TAT GGG CAC TGT CCA CAT TG
SUL2-F AGG GGG CAGATG TGATCGAC sulll 625 18
SUL2-B TGT GCG GAT GAAGTC AGC TCC
TMP-F TGG GTAAGACACTCGTCATGG G dfrA18 388 18
TMP-B ACT GCC GTTTTC GAT AAT GTG G
5°CS GGC ATC CAAGCA GCAAG 5-CS Variable 19
3°CS AAG CAGACTTCACCT GA 3'CS

194 kb 194 kb
1455kb | 1455kb
97 kb 97 kb
48 5kb * 485kb

Figura 1. Electroforesis en campo eléctrico pulsante con nucleasa S1; (A) V. cholerae 55315;
(B) E. coli transconjugante T-55315; (M) Marcador de peso molecular concatameros del fago A

desde 48,5 a 970 kb; kb, Kilopares de bases.
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Query 3 CECATCCELGLEGD ST TRCGOCETGEETCEA TS TIIGATSTTATGERECAGCRE &2
ROLLIGN conservada s’
fuery..53  CEATSTTACGCAGCRGGGCAGTCGCCCTARARCARRGTTARCCCCTARGERAGTATCGTG 122
------ Rerclan conservadas S/
fuery..123 ARACTATCACTARTGGCAGCAATTTCGRAGARTGGAGTTATCGERRATERMCRAGATATT 1:2
fr——————————————] gen difAls
fuery..1583 CCATGGAGTGCCAARGGGGAACARTTACTCTICAARGOGATTACCTATARTCAGTSECTT 242
gen drfAls
fuery...233 TrecTeilillce ncrcTTTCCAG TCARTEGEGGCTTTACCCARACCGRARATATSCCSTT 302
gen dfAls
Huery..303 GTAACTCOSTICAAGCTTCACTTCCASTGATGRGRATGTATTGEIATTTCCATCTATCGRAT 342
gen dfAls
fuery.. 263 GLIBEEETALLTCATCTGRAGRCGATALCGEATCATSTEATTGTSTICTGETESTEETGRAR 422
gen dfAls
Huery.. 223 ATATACARALGCCTEATCGATARRGTTGATACTITACATATTTCARCARTOGACATIGRAE 432
gen dfAls
Huery.. 283 CCRGARGETGATSTCTATTTICCAGAAATCCCCAGTAGTTTTAEEEEAGTTTTTAGCCRE 542
gen dfAls
fuery..5343 GRCTTCGTGICTAACATARATTATAGTTACCRRATCTEGT GEETTRRCRAGIGECR  &02
gen dfAl s /
J-elemento-59 bases-
fuery...E03 GCAACTGACCGSCCARZAGTGTCACTTIGTTTTECT GCOGGCRRALCRREOEECART &42

lemento de 59 -bases—————————

9pery.. 663 TITETCCECAGCTGIGCCAGECCT TAGATCCACTARGCACATARTTICTCACAGCOCARAC T22

-glemeniq de 59 bases/——— rRgian censeEda 3 ——————
Quezy 723 TA[CASGIRGICIE[IT 740
S S /

Figura 2. Secuencia “consenso” del elemento mévil insertado en el integrén clase 1. Los nimeros a
los lados indican el nimero de nucleétido de inicio y culminacién. Del nucleétido 1 a 97 es la regién con-
servada 5°, que incluye del nucleétido 1 al 17, anclaje del iniciador 5°CS, se distingue incluido en el rec-
tangulo. Del nucleétido 98 al 683 se encuentra el casete génico dfrA15. Del nucleétido 133 al 591 el gen
drfA15. El codon de inicio ATG subrayado y resaltado en amarillo. Del nucleétido 586 al 683 se encuentra
el elemento de 59-bases. Del nucleétido 684 al 739 la region conservada 3’, que incluye del nucleétido
725 al 738, anclaje del iniciador 3°CS, se distingue incluido en el rectangulo. Las posiciones de los sitios
de restriccion de la enzima Haelll (posiciones 173, 252 y 528), se indican subrayadas y resaltadas en rojo.
Las posiciones de los sitios de restricciéon de la enzima Hhal (posiciones 22, 369 y 658) se indican subra-
yadas y resaltadas en verde.
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Susceptibilidad a Ceftarolina en Staphylococcus
aureus meticilino resistente

Susceptibility Ceftaroline in methicillin-resistant Staphylococcus aureus

CvyNpY L Ficuerepo D", JosepH G CampPeERO R', DorYaNNA CoORREA', Luis C TORRES?

|
RESUMEN
Ceftarolina es un antibiético de ultima generacion del sub-
grupo de las cefalosporinas. Es el primer beta-lactamico
comercializado que presenta actividad frente a Staphylo-
coccus aureus resistente a la meticilina (SARM). El objeti-
vo del presente estudio fue describir el patréon de suscep-
tibilidad a ceftarolina en SARM aislados en el Laboratorio
de Microbiologia del Hospital Vargas de Caracas. Mate-
riales y métodos: El aislamiento e identificacion de las
cepas se realizo por pruebas bioquimicas convencionales
y las pruebas de susceptibilidad por el método de Difusién
en Disco segun CLSI 2015. Resultados: Se analizaron un
total de 100 cepas SARM, de las cuales el 100% resultd
sensible para ceftarolina (= 24 mm), con un rango de 26-
35 mm, no detectandose ninguna cepa intermedia ni re-
sistente. Conclusion: Ceftarolina muestra una excelente
actividad in vitro frente a SARM, por lo que podria presen-
tarse como una alternativa prometedora en el tratamiento
de infecciones causadas por este microorganismo.
Palabras claves: S. aureus, meticilino resistencia, Cefta-
rolina, antibidticos, betalactamicos.

INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es una bacteria potencial-
mente patdgena para el humano a nivel mundial, cau-
sante de diversas infecciones en piel y tejidos blandos,
neumonia, septicemia, entre otras, debido a que posee
diversos mecanismos de virulencia. Con la introduc-
cion de la penicilina en los afos 40 como tratamiento,
se logré el control de estas infecciones. ("
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ABSTRACT
Ceftaroline is an antibiotic of last generation cephalospo-
rins subgroup. Is the first marketed beta-lactam having ac-
tivity against Methicillin-resistant S. aureus (MRSA).
The aim of this study was to describe the pattern of sus-
ceptibility to ceftaroline in MRSA isolated in the Microbio-
logy Laboratory of Hospital Vargas of Caracas. Materials
and methods: Isolation and identification of the strains
was performed by conventional biochemical tests and
susceptibility testing by disk diffusion method according
to CLSI 2015. Results: A total of 100 MRSA strains were
analyzed, of which 100% he was sensitive to ceftaroline
(= 24 mm), with a range of 26-35 mm, not detected any
intermediate or resistant strain. Conclusion: Ceftaroline
shows excellent in vitro activity against MRSA, so it could
be presented as a promising alternative in the treatment of
infections caused by this organism.
Key words: S. aureus methicillin-resistant, Ceftaroline,
antibiotic, betalactamic.

No obstante, a pocos afos de su inclusién se ob-
servo que aproximadamente 60% de los aislamientos
presentaron resistencia a este antibidtico. Posterior-
mente en 1959, con la insercién en la industria farma-
colégica de la meticilina, se plantea una nueva alter-
nativa, hasta que 2 afnos después de su uso se detecta
la primera cepa de S. aureus resistente a este agente
antimicrobiano, denominandose a estas cepas Sta-
phylococcus aureus resistente a meticilina (SARM).
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Desde entonces, se han notificado cepas SARM a
nivel mundial constituyendo esto una alarma epidemio-
I6gica, especialmente en el ambiente hospitalario, de-
bido a la elevada mortalidad asociada a este microor-
ganismo y la resistencia a los antibiodticos B-lactamicos
los cuales son los mas utilizados en la practica clinica,
siendo la exposicién previa y el uso indiscriminado de
antimicrobianos los factores implicados en la aparicién
de resistencia de cepas involucradas en infecciones
nosocomiales. ("

Sin embargo en la ultima década se ha reportado
la aparicion y diseminacion de S, aureus resistente a la
meticilina adquirido en la comunidad (SARM-Co) y di-
ferentes estudios han sugerido que son mas virulentos,
poseen mayor capacidad de colonizacién, crecimiento
y diseminacion, asi como mayor produccién de facto-
res de virulencia que S, aureus resistente a la metici-
lina adquirido en el hospital (SARM-Ho)®; el principal
clon es el USA300 causante de brotes epidémicos en
individuos sanos en EEUU, Canada, Europa y Austra-
lia.®

Esta resistencia esta mediada por el gen mecA,
que codifica la transcripcion de una proteina ligadora
de penicilina adicional conocida como PBP2a o PBP2’
con actividad transpeptidasa, la cual continua sinteti-
zando peptidoglicano para la pared celular aun cuando
las PBP normales estén inhibidas por los antibioticos,
no esta presente en las cepas sensibles a meticilina y
no tiene afinidad por los antibiéticos B-lactamicos (in-
cluidas cefalosporinas, combinaciones con inhibidores
de B-lactamasas y carbapenemes) excepto ceftarolina
y ceftobiprol.®

Ceftarolina es una cefalosporina de cuarta gene-
racion, bactericida, la cual tiene alta afinidad por las
PBP2a por lo que mantiene potente actividad in vitro
contra SARM, siendo una opcion terapéutica, sobre
todo cuando se presenta resistencia a otros antimicro-
bianos.® Fue aprobada para su uso en adultos mayo-
res de 18 anos en octubre del 2010 por la Food And
Drug Administration (FDA) en EEUU, para el tratamien-
to de neumonia adquirida en la comunidad (NAC) e
infecciones bacterianas de la piel y partes blandas (IB-
PPB), causadas por cepas de Staphylococcus aureus
(sensibles y resistentes a la meticilina), Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella ca-

tarrhalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae 'y
Klebsiella oxytoca no productoras de betalactamasas®
Fue autorizada en agosto del 2012 para su distribucion
en la Unién Europea, por el European Medicines Agen-
cy (EMEA)D.

Es un antimicrobiano semisintético, derivado de
cefozopran una cefalosporina de cuarta generacion,
con una modificacion importante, la adicién de un ani-
llo de 1,3 - tiazol a la posicién 3 del anillo de cefem a
través de un enlazador de azufre, que se cree que es
responsable de la actividad anti—-SARM.®

Al igual que otros antibidticos B-lactamicos, re-
acciona quimicamente con las proteinas de unién a
penicilina (PBP) para formar uniones estables (aci-
lo-enzimas inactivas), evitando el entrecruzamiento
de peptidoglicano en la pared celular bacteriana. Esto
conduce a una pared celular debilitada, que finalmente
se rompe debido a las fuerzas de presién osmoética.®

Existe en dos presentaciones: Teflaro distribuida
por Forest Laboratories Inc (EEUU) en Estados Unidos,
Canada y Japon; y Zinforo distribuido por AstraZeneca
(Europa) en el resto del mundo.” Aun no se distribuye
en Venezuela.

En Venezuela se cuenta con escasos estudios
previos que reflejen el comportamiento local de cefta-
rolina en cepas de SARM, por lo que con éste trabajo
se pretende realizar una evaluacion de la susceptibili-
dad in vitro a ceftarolina en cepas de Staphylococcus
aureus meticilino resistentes aislados en el Hospital
Vargas de Caracas periodo Marzo 2014—Marzo 2015,
que permitan establecer su posible eficacia terapéutica
en las infecciones causadas por este microorganismo,
y asi poder documentar la actividad de este farmaco
que podria traer implicaciones favorables en la clinica.

MATERIALES Y METODOS

Se procesaron 100 cepas de S, aureus resisten-
tes a meticilina (una por paciente) a partir de diversas
muestras: Infecciones de piel y partes blandas (IPPB;
92/100) e infecciones del tracto respiratorio inferior
(TRI; 8/100), siendo las principales muestras de ais-
lamiento las secreciones de piel (heridas y ulceras)
42% (42/100), abscesos 26% (26/100) y celulitis 1%
(11/100); y 15 cepas de S, aureus sensibles a metici-
lina.
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Se realiz6 la identificacion de las cepas cultivadas
en agar sangre mediante pruebas convencionales y
mediante el kit de co-aglutinacion de la proteina A de
S. aureus denominado Staphytest de la casa comercial
OXOID, a partir de colonias aisladas, bien definidas,
lisas, opacas y convexas, con una coloraciéon crema,
amarillenta a dorada y con 3 hemolisis. Posteriormente
se les realiz6 la coloracion de Gram para determinar la
morfologia y afinidad tintorial caracteristica, es decir,
cocos Gram positivos agrupados en racimos irregula-
res.

La determinacion de la susceptibilidad antimicro-
biana se realiz6 en agar Mueller Hinton a través del
método de difusién en disco descrito por Kirby-Bauer®,
de acuerdo a las normas del Clinical and Laboratory
Standars Institute (CLSI) documento M100- S25, vol
35, N° 3, 2015,

Para detectar la meticilino resistencia se utilizo el
disco de cefoxitin de 30 ug de acuerdo a los lineamien-
tos del CLSI 2015, Las cepas se conservaron en agar
nutritivo y posteriormente aisladas en agar sangre para
el ensayo de susceptibilidad descrito anteriormente,
con el disco de ceftarolina (CPT) de 30 ug, el cual se
adquirio a través de la distribuidora Fisher Scientific de
EE.UU.

Con el objetivo de detectar la resistencia inducible
a clindamicina, los discos de éste y de eritromicina se
colocaron a una distancia de 15-20 mm el uno del otro,
para observar un aplanamiento del halo de inhibicién
alrededor del disco de clindamicina en la cara que en-
frenta al disco de eritromicina (referido como una D), lo
que indica un Test D positivo ©.

Para el control de calidad de las pruebas bioquimi-
cas y de susceptibilidad se empleod la cepa S, aureus
ATCC 25923 (sensible a meticilina) y S, aureus ATCC
4300 (resistente a meticilina), segun criterios del CLSI
20150,

RESULTADOS

Segun la distribucion de los aislados de SARM
de acuerdo al servicio de procedencia, el mayor por-
centaje se encontrd en el area de emergencia con un
46% (46/100) [Pediatrica 26% (26/100) y Adultos 20%
(20/100)], seguido del area de hospitalizacion con 31%
(31/100) de los aislados (Medicina, Pediatria, Cirugia,
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Traumatologia y UCI), 12% (12/100) provenian de otros
hospitales (hospitalizados) y un 11% (11/100) eran de
pacientes ambulatorios que acudieron directamente
al Laboratorio de Microbiologia procedentes de otros
centros y que no estaban hospitalizados.

Del total de cepas analizadas, 66% (66/100) pro-
venian de pacientes adultos y 34% (34/100) eran nifios,
ademas en ambos casos los aislamientos provenian de
pacientes del sexo femenino 62% (62/100).

En cuanto a la susceptibilidad a los antibidticos en
los aislamientos de SARM, se observé 100% de sen-
sibilidad a ceftarolina y LNZ, no encontrandose ningun
aislamiento ni intermedio ni resistente, 97% (97/100)
de sensibilidad a SXT, 87% (87/100) de sensibilidad
a tetraciclina. Ademas se obtuvo 67% (67/100) de re-
sistencia a eritromicina, 44% (44/100) de resistencia a
clindamicina (resistencia inducible con Test D positivo
en 23 cepas), 38% (38/100) de resistencia a amikacina
y tobramicina, 29% (29/100) de resistencia a gentami-
cina, 24% (24/100) de resistenciaa CIP y 17% (17/100)
de resistencia a LVX (Grafico N° 1).
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Grafico N° 1. Perfil de susceptibilidad
de SARM. Hospital Vargas de Caracas
Marzo 2014-Marzo 2015.

CPT: Ceftarolina, E: Eritromicina, CC: Clindamicina, CIP:
Ciprofloxacina, LVX: Levofloxacina, CN: Gentamicina, AK: Amikacina,
TOB: Tobramicina, SXT: Trimetoprim/Sulfametoxazol, LZD: Linezolid, TE:
Tetraciclin

Se analizaron 15 cepas SASM, encontrandose
100% de sensibilidad a ceftarolina, SXT, LZD, quino-
lonas, aminoglucdsidos y TE. Se observé 20% (3/15)
de resistencia a eritromicina y clindamicina (resistencia
constitutiva).
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De acuerdo a la distribucion de los halos de inhibi-
cion obtenidos para ceftarolina en las cepas de SASM
y SARM, se puede observar que el antibidtico es mu-
cho mas efectivo en las cepas SASM (30-35 mm) que
en las de SARM (26-35 mm) (Grafico N° 2), sin em-
bargo en ambas se encontraba dentro de la categoria
sensible de acuerdo al CLSI 2015 (Figura N° 1).
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Grafico N° 2. Distribucion de los halos de Cef-
tarolina en las cepas de S.aureus. Hospital Vargas
de Caracas Marzo 2014-Marzo 2015.

Figura N° 1. Susceptibilidad a Ceftarolina en
cepas SARM

Se estudiaron los fenotipos de resistencia asocia-
dos de los SARM en estudio para relacionarlos posi-
blemente con las cepas hospitalarias o comunitarias.
Se encontro resistencia asociada entre OXAy E en un
18% (18/100) y un 16% (16/100) presento resistencia
solo a OXA, éstos fenotipos (34%) se pudieran relacio-
nar posiblemente con el fenotipo SARM asociados a la
comunidad (SARM-Co). Igualmente un 20% (20/100)
mostroé resistencia para OXA, E y CC, 10% (10/100) a
OXA, E, CC y AG (Aminoglucésidos) y 20% (20/100) a
OXA, E, CC, AG y FQ (Fluoroquinolonas).

DISCUSION

Los aislados de S. aureus resistentes a meticilina
(SARM) en hospitales y en la comunidad han aumenta-
do a nivel mundial, en Espafia un estudio multicentrico
reportd 36% de SARM en el 2013 (19, otro estudio rea-
lizado en EE.UU. en el 2012 inform6 un 53% de SARM
y en Canada se ha reportado en el 2009 un 79% de
SARM.(™

A nivel de Latinoamérica se reportd la prevalen-
cia de SARM segun datos de la Asociacion Paname-
ricana de Enfermedades Infecciosas, donde para el
2006 los aislamientos hospitalarios de SARM estaban
distribuidos de la siguiente manera: Bolivia 55%, Bra-
sil 54%, Argentina 51%, México 32%, Paraguay 30%,
Chile 29%, Panama 28%, Ecuador 25%, Uruguay, 24%
y Venezuela 27%. Mientras que para los aislamientos
comunitarios, en el 2003 se reporté un 27% en Peru y
para el 2006 un 5,4% en Colombia y 12,4% en Vene-
zuela.(?

En Venezuela, de acuerdo a los datos del Progra-
ma Nacional de Vigilancia de la Resistencia a los Anti-
microbianos (PROVENRA) se obtuvo 46,4% de SARM
a nivel nacional durante 2011-2013.

Para el periodo Marzo 2014 - 2015, se obtuvo 67%
de SARM en el Laboratorio de Microbiologia del Hospi-
tal Vargas de Caracas, similar al reportado segun datos
KERMIC para el afio 2013 con un 68% de SARM en
dicho laboratorio. Las diferencias en los datos presen-
tados en los diversos estudios reflejan la circulacion de
cepas SARM a nivel mundial con tasas de prevalencia
regionales y locales, evidenciando asi el alto porcenta-
je de resistencia que estas cepas presentan a los anti-
biéticos B-lactamicos. Ademas el grupo etario donde se
encontré mayor numero de cepas SARM correspondio
a los adultos, tal vez esto pudiera relacionarse con ma-
yor indice de portadores nasales, sin embargo se ten-
drian que efectuar estudios mas controlados para ava-
lar esta teoria. La resistencia a meticilina en S. aureus
esta mediada por el gen mecA, el cual codifica una
proteina fijadora de penicilina modificada (PBP2a) que
le confiere resistencia a todos los antibiéticos B-lacta-
micos excepto ceftarolina y ceftobiprol.® Es importante
mencionar que en la actualidad se han reportado en
humanos, aislamientos de SARM portadores del gen
mecC descritos inicialmente en ganado bovino y otras
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especies animales, el cual codifica una proteina similar
a la PBP2a con menor afinidad por la oxacilina que por
cefoxitin, lo que dificulta su deteccion mediante méto-
dos fenotipicos, por lo que se deberian incluir la detec-
cién molecular de dichos genes.(™

Ceftarolina una cefalosporina de cuarta gene-
racion, ha demostrado una potente actividad contra
SARM causantes de infecciones asociadas a la aten-
cion en salud y en la comunidad. Los datos de suscep-
tibilidad de ceftarolina frente a S. aureus obtenidos en
este estudio muestran una excelente actividad in vitro
del antibidtico. Todos los aislados analizados (SARM
y SASM) fueron sensibles segun los puntos de corte
establecidos por el CLSI 2015 (= 24 mm), con un rango
de 26-35 mm. Es importante sefialar que no se encon-
traron reportes previos donde se evaluara la actividad
de ceftarolina por el método de difusién en disco, por lo
que la presente investigacion permite evidenciar la utili-
dad de este método, representando una opcion para la
determinacion de la susceptibilidad a este antibidtico,
sobre todo para aquellos laboratorios que no tengan
la posibilidad de determinar CIM. Los resultados, tanto
para SARM como para SASM, coinciden con lo descri-
to por algunos autores, no detectdndose ningun aisla-
do resistente ni intermedio a ceftarolina. Por ejemplo,
Karlowsky et al."", en un estudio realizado en Cana-
da encontraron un 100 % de sensibilidad para todas
las cepas de S. aureus analizadas (871 SASM y 232
SARM), igualmente Tenorio et al."%, en un estudio mul-
ticentrico de Espana obtuvieron 100% de sensibilidad
de todas las cepas analizadas (95 SARM y 171 SASM).

Sin embargo, la tasa de sensibilidad a ceftarolina
en SARM en el Hospital Vargas de Caracas resulté ma-
yor que otros estudios. Tal es el caso de un estudio
publicado por Flamm et al.'¥, en el que analizaron 186
cepas de SARM Yy 184 de SASM, aisladas en 15 centros
médicos de 5 paises: Argentina (2), Brasil (6), Chile (2),
Colombia (1) y México (4) del programa AWARE en el
2010, obteniendo para estos paises de Latinoamérica,
una tasa general de sensibilidad a ceftarolina de 100%
para SASM y 69,4% para SARM, con un 30,6% inter-
medio para éste, no encontrandose resistencia.

En un siguiente estudio, Flamm et al."®), determi-
naron la actividad de ceftarolina frente a 956 aislados
de S. aureus (547 SARM y 409 SASM) procedentes de
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16 centros hospitalarios de 7 paises (Argentina, Bra-
sil, Chile, Colombia, México, Panama y Venezuela) en
el 2011. Los resultados, difieren con los del presente
estudio, detectandose una tasa general de 38,4% de
sensibilidad intermedia a ceftarolina en SARM (42%
para los aislados de SARM de Venezuela). Hasta los
momentos este es el Unico trabajo previo reportado so-
bre la actividad in vitro de ceftarolina en Venezuela.

Otros estudios multicéntricos en los que se inclu-
yeron aislados procedentes de pacientes americanos,
muestran datos que difieren del presente estudio. Fa-
rrell et al*®en un estudio realizado en Estados Unidos
entre 2008 y 2010, donde analizaron 8.469 cepas de
S.aureus (4453 SARM y 4016 SASM) reportaron 96,1%
de sensibilidad a ceftarolina en cepas SARM, con 3,9%
intermedio. Ademas Sader et al.", evaluaron la activi-
dad in vitro de ceftarolina en 2143 cepas de S. aureus
en EE.UU. entre Enero-Diciembre 2010, segun grupo
etario, reportando en cepas SARM (1071) una sensi-
bilidad a ceftarolina de: 99,6% en <5 afnos, 100% 6-17
anos, 98,3% 18-49 afios, 97,6% 50-64 afios y 97% =65
anos; en un siguiente estudio Sader et al.(18), anali-
zaron 19.350 cepas de S. aureus (9875 SARM y 9475
SASM), en Estados Unidos entre Enero de 2008 y Di-
ciembre de 2011, donde ceftarolina presento 97,2% de
sensibilidad y 2,8% intermedio en las cepas SARM. Es-
tas discrepancias pueden ser debido a las diferencias
en la circulacion de los clones de SARM, reflejado en
los patrones de susceptibilidad regional y local.

En este estudio no se encontré ningun aislamien-
to resistente a ceftarolina. En contraposicion, Alm et
al."9 caracterizaron molecularmente 4 aislamientos
de SARM (3 de Tailandia y 1 de Espafa) resistentes
a ceftarolina (CIM 8 pg/ml), derivados de 8.037 cepas
de SARM (0,04% de resistencia) del programa AWARE
del 2010, encontrando que los aislamientos tenian una
mutacion GIU,,.Lys en el dominio de union a penicili-
na, adicional a una mutacién GIU,,Lys en el dominio
de unién no-penicilina de la PBP2a presente en cepas
intermedio a ceftarolina, lo cual afecta la actividad in
vitro de ceftarolina contra SARM aumentando la CIM.
De igual manera, Jones et al®® encontraron en Euro-
pa 4 cepas SARM resistentes a ceftarolina (CIM >4ug/
ml), aisladas en un mismo centro hospitalario de Ate-
nas, Grecia, las mismas fueron caracterizadas mole-
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cularmente, comparandose con 2 cepas (1 sensible y
1 intermedia a CPT) aisladas del mismo centro, encon-
trandose que la cepa intermedia tenia en el gen mecA
2 sustituciones de aminoacidos (N,, Ky E,K) en el
dominio de unién no-penicilina y de las cepas resis-
tentes, 3 mostraron ademas de éstas, una sustitucién
adicional de N, ,K y 1 mostro dos sustituciones adicio-
nales N, ,K y H,.N, por lo que el aumento de las CIM
para ceftarolina estan relacionadas con mutaciones en
el gen mecA.

En cuanto a los fenotipos de resistencia en SARM,
se encontro resistencia asociada para eritromicina (E),
clindamicina (CC), aminoglucésidos (AG) y fluoroqui-
nolonas (FQ) en un 20% de los aislados, igualmente
se encontro un 20% con resistencia para E y CC, 10%
presento resistencia a E, CC y AG, un 18% presento
resistencia a E y un 16% presento resistencia solo a
OXA, estos dos ultimos fenotipos (34%) se pudieran
relacionar posiblemente con el fenotipo SARM asocia-
do a la comunidad (SARM-Co), el cual segun diversos
estudios solo expresa resistencia a B-lactamicos y sen-
sibilidad variable a eritromicina, conservando buena
sensibilidad al resto de las drogas antiestafilocdcicas,
ademas es mas virulenta que las cepas asociadas a
los hospitales (SARM-Ho) y afecta individuos sanos
(carecen de factores de riegos establecidos para una
infeccién asociada a la atencion en salud).?"?? Sin em-
bargo se requiere una caracterizaciéon molecular para
determinar el tipo de clon circulante a nivel local en el
Hospital Vargas de Caracas.

Ceftarolina muestra una excelente actividad in vi-
tro frente a las cepas de SARM aisladas en el Hospital
Vargas de Caracas, en el periodo Marzo 2014 - Marzo
2015, por lo que podria presentarse como una alterna-
tiva prometedora en el tratamiento de Infecciones de
piel y partes blandas y neumonia adquirida en la co-
munidad causadas por este microorganismo, con todas
las ventajas que un betalactamico ofrece: gran poder
bactericida y eficacia antibacteriana, capacidad redu-
cida de seleccion de resistencias, gran tolerabilidad,
incluso en pacientes con insuficiencia renal y hepatica,
y la posibilidad de terapias combinadas y de aumento
de dosis para situaciones de mayor gravedad.

Aunque no se encuentra entre las indicaciones
aprobadas, la bacteriemia, endocarditis y osteomielitis

por SARM se encuentran entre sus posibles futuras in-
dicaciones, precisamente por su alta capacidad bacte-
ricida y seguridad a dosis altas y los excelentes datos
de modelos experimentales. Sin embargo es preciso
disponer de mas informacién, tanto experimental como
clinica, para poder posicionar el farmaco en estas indi-
caciones.
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Validacion del método de formacion de
coagulo para la determinacion de endotoxinas
bacterianas en inmunoglobulinas (IgG)
nacionales

Method validation clot formation for determining bacterial endotoxins national
immunoglobulin (IgG)

DoLLy E MonTtato E', Moisés G Awvarapo R, Maritza J Burcos Q.

1ESUMEN

1

Las endotoxinas bacterianas son lipopolisacaridos (LPS)
localizados exclusivamente en la membrana externa de las
bacterias gramnegativas, su ingreso al organismo a través
de productos parenterales puede causar fiebre, taquicardia,
aumento de presidn sanguinea y en algunos casos ocasio-
na la muerte. Existen normativas internacionales acerca del
limite de endotoxina para productos farmacéuticos inyecta-
bles, tal como las inmunoglobulinas (IgG), que pueden estar
expuestas a contaminacién durante el proceso de produccion
y por lo tanto es necesario realizar pruebas para la determi-
nacion de endotoxinas bacterianas. EI método del lisado de
amebocitos de Limulus (LAL) es una de ellas.Este método
se fundamenta en la reaccion del LAL, el cual es un extracto
de células sanguineas que interaccionan con endotoxinas,
activando la cascada del proceso de coagulacion y originando
la formacién de la coagulina. En diversas ocasiones algunas
proteinas intervienen en la activacion o desactivacion de esta
cascada, bien sea potenciando o inhibiendo la formacién del
coagulo. En el caso de la potenciacion, el calentamiento es
uno de los métodos recomendados por la farmacopea esta-
dounidense (USP) para eliminar interferencias, puesto que
desnaturaliza las proteinas que causan la potenciacion sin
pérdida de endotoxinas. En este trabajo se valido la determi-
nacion de endotoxinas bacterianas en IgG mediante el méto-
do LAL, el cual es un método rapido y de facilejecucion, por lo
que puede implementarse como ensayo de rutina en control
de calidad y por ende nos permite agilizar las liberaciones de
lotes de estos productos.

Palabras claves: Endotoxinas bacterianas, Lisado de ame-
bocito de limulus (LAL), Inmunoglobulina G (IgG), lipopolisa-
caridos, Potenciacion de la reaccion, Interferencia en la re-
accion

ABSTRACT A
Bacterial endotoxins are lipopolysaccharides (LPS) located
exclusively in the outer membrane of gram-negative bacte-
ria, their entry into the body through parenteral products can
cause fever, tachycardia, increased blood pressure and in
some cases cause death. There are international standards
for endotoxin limit for injectable pharmaceuticals, such as im-
munoglobulins (IgG), which may be exposed to contamination
during the production process and therefore it is necessary to
test for determination of bacterial endotoxins. The method of
the Limulus amebocyte lysate (LAL) is one of them.

This method is based on the LAL reaction, which is an extract
of blood cells which interact with endotoxin, triggering the cas-
cade of the coagulation process and causing the formation of
coagulin. On several occasions some proteins involved in the
activation or deactivation of this waterfall, either by enhancing
or inhibiting clot formation. In the case of empowerment, the
warming is one of those recommended by the US Pharmaco-
poeia (USP) to eliminate interference, since denatures pro-
teins that cause endotoxin enhancement lossless methods.
In this paper the determination of bacterial endotoxins in IgG
was standardized by the LAL method, which is quick and easy
to implement method, which can be implemented as a routine
test in quality control and thus allows us to streamline releases
lots of these products.

Key words: Bacterial endotoxins, Limulus amoeboid lysate
(LAL), Immunoglobulin G (IgG), Lipopolysaccharides, Reac-
tion potentiation, Interference in reaction.
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INTRODUCCION

Las endotoxinas bacterianas son lipopolisacari-
dos (LPS) localizados exclusivamente en la membrana
externa de las bacterias gramnegativas; su presencia
en productos farmacéuticos inyectables pueden estar
asociados a problemas durante la produccién, existen
limites de endotoxinas establecidos para este tipo de
producto (.

Las endotoxinas pueden producir fiebre, taquicar-
dia, aumento de presidén sanguinea y en algunos casos
ocasionar la muerte.

El reactivo de Lisado de Amebocitos de Limulus
(LAL) es empleado en la prueba para la determinacion
de endotoxinas bacterianas .

En diversas ocasiones algunas proteinas intervie-
nen en la activacién o desactivaciéon de la cascada de
coagulacion, bien sea potenciando o inhibiendo la for-
macion del coagulo.

El calentamiento es uno de los métodos recomen-
dados por la farmacopea estadounidense (USP) para
eliminar interferencias, puesto que desnaturaliza las
proteinas responsables de la potenciacion sin pérdida
de endotoxinas ©.

OBJETIVO GENERAL:

Validar la determinacion de endotoxinas bacteria-
nas en Inmunoglobulinas (IgG) de produccién nacional
mediante el método LAL.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos

Para el ensayo LAL se emplea muestras de Inmu-
noglobulinas intravenosas (IgG) de un mismo fabrican-
te.

Agua grado reactivo LAL (LRW), Associates of
Cape Cod Inc.

Control Estandar Endotoxina (CSE) 0.5 pg/vial y
125 pglvial, Associates of Cape Cod Inc.

Lisado de amebocitos de Limulus (LAL) Pyrotell®
A=0.06 UE/mL, Associates of Cape Cod Inc.

Materiales

Tubos de reaccion de soda lime Pyrotube®-S, As-
sociates of Cape Cod Inc., apirogénicos.

Tubos de dilucion de Borosilicato Pyrotube — D ®,
Associates of Cape Cod Inc., apirogénicos.

Bloque de calentamiento verificado a 37 + 1 ° C.

Endotoxing

Factor C 4 Factor C
inactivo Activado
v
Factor B \ Factor B
inactiva Activado

Enzima de
coagulacidn inactiva

Ca ™

Sustrato
coagulégeno

Factor G ‘-" . . Factor G
e Activado inactivo)
Enzima de
coagulacian activada

v

TN

Proteina coagulina
[gelificacian)

Figura 1.- Cascada de Coagulacion.
Fuente: Manual Midas Consultores SRL (1.997)
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Método
Se verificd la Sensibilidad del Reactivo Lisado de
Amebocitos del Limulus polyphemus (Figura 2)

22 A %A 1/4\ CN
G B 63 (6=
: L = H [ B Concodgulo
E B E B N [ sincoagulo
:’C — E B E
O U U U J
Concentracion  0,12UE/mL  0,06UE/mL  0,03UE/mL 0,015 UE/mL
Numero de replicas 4 4 4 4 2
Media geométrica ‘ 0,06 ‘

Figura 2.- Confirmacién de la sensibilidad del
reactivo LAL
Fuente: Elaboracion propia

Se determiné la Maxima Dilucion Valida (MDV) del
producto

MDV= 0,91UE/mL = 15, 1666

0.06 UE/mL

Luego se determind el conjunto de diluciones a
utilizar para las pruebas preliminares. Para ello, se eli-
gieron diluciones intermedias hasta alcanzar la maxima
dilucion valida (MDV). (Figura 3).

Factor de dilucién indicado por la MDV:
FDMDV = 2
15— wmov
\
Dil: 12 174 16 18 110 112 1714 115

Figura 3.- Conjunto de diluciones preliminares.
Fuente: Elaboracion propia

Se caracteriz6 la muestra a ser evaluada, tal como
lo indica la Tabla 1. La solucion A comprende las dilu-
ciones a ser evaluadas, para las cuales se debe di-
luir la muestra con agua grado reactivo LAL como se

observa en la Tabla 2. La solucién B comprende las
diluciones primarias a la que se agrega una concen-
tracién conocida de endotoxinas (2A), partiendo de 10
UE/mL tal como se observa en la Tabla 3. La solucion
C se prepar6 para verificar la sensibilidad del reactivo
Lisado de Amebocitos del Limulus polyphemus (LAL) a
fin de constatar su efectividad; para ello se empled el
control estandar de endotoxina que declara 125 ug/vial
y previamente reconstituido de acuerdo al certificado
del proveedor.

Tabla 1. Caracterizacién de la inmunoglobulina

(19G).
Concentra- .
. Factor de . Nimero
Solu- | item bajo L. ciéon de B
. Dilucion de la . de repeti-
cién ensayo endotoxina )
muestra ciones
UE/mL
1:2
1:4
1:6
Dilucio- 18
A nes de la : - 3clu
muestra, 110
sin spike
1:12
1:14
1:15
1:2
1:4
1:6
Diluciones T8
B de las : 2 3 clu
muestra, 1:10
con spike
1:12
1:14
1:15
Confirma- 2\
cion de la
sensibi- >
C . 2clu
lidad del
- 0.5n
LAL em-
pleado 0.250
Control
negativo
D - - 2clu
(Agua
LRW)

UE/mL: unidades de endotoxinas por mililitro; con spike: con en-
dotoxina; sin spike: sin endotoxina.Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 2. Preparacion de las diluciones

sin spike.

Volumen de inmu- | Volumen | Volu-

noglobulina o de | de agua men

Diluciéon | la dilucién previa LRW final

aeva- de la

3 luar (uL) (uL) dilu-

> cion
(]
&

2 (uL)

g 1:2 1000 de la muestra 1000 2000

g 1:4 500 de la muestra 1500 2000
[J]

§ 1:6 333 de la muestra 1667 2000
Q

é 1:8 250 de la muestra 1750 2000

1:10 200 de la muestra 1800 2000

1:12 167 de la muestra 1833 2000

1:14 143 de la muestra 1857 2000

MDV 1:15 133 de la muestra 1867 2000

MDV: méaxima dilucion valida; Agua LRW: agua calidad inyectable
Fuente: Elaboracién propia

Tabla 3. Preparacion de las diluciones
primarias con spike.

Volumen de la dilu- Volu- Volu-

cion correspondien- | men de | men

Dilucién a te de la muestra sin dilu- final

5 evaluar endotoxina. cibnde | dela

= (uL) endo- | dilu-

g toxina | cion
g de 10

o UE/mL. | (uL)

]

é 1:2 + spike | 988 de la dilucién 1:2 12 2000

9 1:4+ spike 988 de la dilucion 1:4 12 2000

_§ 1:6+ spike 988 de la dilucion 1:6 12 2000

g 1:8+ spike 988 de la dilucion 1:8 12 2000

1:10+ spike | 988 de la dilucién 1:10 12 2000

1:12+ spike | 988 de la dilucion 1:12 12 2000

1:14+ spike | 988 de la dilucién 1:14 12 2000

MDV | 1:15+ spike | 988 de la dilucion 1:15 12 2000

MDV: maxima dilucién valida
Fuente: Elaboracién propia

Esta caracterizacion nos permitid conocer el com-
portamiento de la muestra y evidenciar posibles interfe-
rencias de la reaccién de coagulacién para su posterior
eliminacioén. La solucién D es el control negativo, este
indica que el diluyente empleado no contiene endoto-
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xinas u otra sustancia que interfiera con la reaccién de
coagulacion. Para esta solucién se emple6 unicamen-
te agua grado reactivo LAL

Se observd potenciaciéon en la reaccion de coa-
gulacion (interferencia), por lo que se aplicod calenta-
miento en bano de termostatico a una temperatura de
99°C+1°C durante 3 minutos. Este proceso permite
desnaturalizar las proteinas presentes en la muestra
y con ello se logra inactivar las proteinas que posi-
blemente interfieren en la reaccién. Sin embargo, es
necesario garantizar que el proceso de calentamiento
no interfiere en la determinacion de endotoxinas, por lo
tanto se estandarizo el tiempo del mismo.

Se agregdé 1 ml de endotoxina estandar con una
concentraciéon conocida (2A) en 4 tubos de ensayo di-
ferentes, y se sometid a diferentes tiempos de calen-
tamiento como se indica en la tabla 4.

Tabla 4.- Estandarizacion del tiempo
de calentamiento.

Répli- Sin 2 min. 3 min. 4 min. CN
cas calenta- de de de calen-
miento calenta- | calenta- | tamiento
miento miento
1 1 mL 1 mL 1 mL 1mL 1mL
2 1 mL 1 mL 1 mL 1mL 1mL
3 1 mL 1mL 1mL 1mL 1mL

CN: control negativo; min: minutos
Fuente: Elaboracion propia:

Este proceso permitid determinar un tiempo ade-
cuado de calentamiento para inhibir la interferencia sin
eliminar endotoxinas, es por ello que se debe elegir el
tiempo intermedio entre el primer tiempo de coagula-
cion y el ultimo. En este caso, para todos los tiempos
de calentamiento se observd coagulacion, por lo tanto
se eligié 3 minutos para las posteriores pruebas preli-
minares.

Luego de establecer las condiciones especificas
de calentamiento se realizé el mismo proceso, pero
con la muestra en analisis, para ello se siguio las indi-
caciones enunciadas en la Figura 4.




Dolly E. Montafio E., Moisés G. Alvarado R., Maritza J. Gurgos Q. Validacién del método de formacién de coagulo para la determinacion de endotoxinas bacterianas
en inmunoglobulinas (IgG) nacionales. Rev. Inst. Nac. Hig. “Rafael Rangel”, 2016; 47(1-2); 41-48.

Diluciones de la curva de calibracion

UE/mlL:
imL
Con calentamiento
—_—
1mL

12G 2A

00000000 {

Ve 110 112 114 15

| Con Spike / Sin Spike.,

100 plL de LAL en cada tubo

I 60 Minutos.

Sin Calentamiento

12 3
U0
(RO RO
2A

Paso 1.- Realice la curva de calibracion hasta una
concentracion conocida de (2A), luego agregue 1 mL
de la misma en & tubos de ensayos, deje 3 sin
calentar y someta los otros tres a calentamiento en
bafode mariadurante 3 minutosa 99 + 1 °C.

Paso 2.- Paralelamente al paso 1, agregue 1 mLde la
muestra (IgG) en 3 tubos de ensayo diferentes, luego
someta los tubos a calentamiento en bafio de maria
durante 3 minutos a 99 £ 1 °C y deje enfriar por 1
min.

Paso 3.- A partir de la muestra previamente calentada,
realice las diluciones indicadas en la tabla 2 W
posteriormente las diluciones sefialadas en la tabla 3.

Paso 4.-Transfiera 100 ulL de cada una de las diluciones
realizadas y de la endotoxina entandar en diferentes
tubos de reaccion y luego agregue 100 ulL del Reactivo
LAL en cada uno.

Paso 5.- Incube cada uno de los tubos en una plancha
de calor seco, durante 60 minutos a 37 2C vy
posteriormente registre la lectura de coagulacion.

Figura 4. Diluciones Preliminares con calentamiento

Fuente: Elaboracion propia

En cada ensayo se realizé un control positivo para
monitorear si el procedimiento se ha efectuado correc-

tamente.

En base a los resultados obtenidos se selecciond
la dilucidbn mas apropiada para realizar las pruebas de
interferencia; la cual debe estar libre de endotoxinas.

Prueba de Interferencia (potenciacion): se realizé
para verificar si la solucién de trabajo elegida logra eli-
minar por completo la interferencia ocasionada por la
muestra. Esta prueba se realizé en 3 lotes diferentes

de inmunoglobulina y por triplicado. Tabla 5.

Tabla 5. Prueba de interferencia.

Solu- | Concentraciéon Concentra- | Nume-
cion | de Endotoxina/ cioén inicial ro de
A Solucién a la| Diluyente | delaendo- | repeti-
que se agrega toxina UE/| ciones
la endotoxina mL
A Ninguna/ dilucién | Agua re- .
1:12 de la inmu- | activo para
noglobulina LAL 3clu
2M diluciéon 1:12 | dilucioén 2\
de la inmunoglo- | 1:12 de A
B bulina la inmuno- 3clu
globulina Z2
Ya N
2N Agua reactivo Agua 2\
para LAL reactivo A
C para LAL 2 clu
2
Ya A
Ninguna/ Agua . .
D reactivo para 2clu
LAL

LAL: lisado de amebocito de limulus
Fuente: Elaboracion propia
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RESULTADOS Y DISCUSION

Inicialmente se confirmd la sensibilidad del lote em-
pleado de reactivo LAL (Figura 2) y se comprob6 que
no hay variacion en la sensibilidad declarada del mismo,
por lo que los resultados obtenidos se encuentran den-
tro de los parametros establecidos por normativas inter-
nacionales para productos farmacéuticos inyectables.

Ademas se calcul6 la Maxima dilucion valida (MDV)
(1:15), que es la maxima dilucién permitida en la que se
puede determinar el limite de endotoxinas de IgG.

MDV= 0,91UE/mL = 15, 1666
0.06 UE/mL

En este trabajo se estandariz6 el tiempo de ca-
lentamiento de la muestra de IgG, de tal manera que
pudiéramos eliminar la interferencia sin que ello impli-
cara la pérdida de endotoxinas. Para ello, se calent6
en bafo de maria una concentraciéon estandar de en-
dotoxinas (2A) y se sometié a diferentes tiempos de
calentamiento (Tabla 6). De los resultados obtenidos,
se pudo apreciar que para 1 mL ((2A) de endotoxina el
proceso de coagulacién se mantiene, incluso hasta los
4 minutos de calentamiento.

Tabla 6.- Resultados de calentamiento
de la endotoxina estandar

Replicas Sin 2 3 4 CN
calentamiento min. min. min.
1 + + + + -
2 + + + + -
3 + + + + -

CN: control negativo

Previo al proceso de calentamiento se caracteri-
zaron diferentes lotes de inmunoglobulina, en donde
se observo una considerable potenciacion de la reac-
cion LAL (Tabla 7). No obstante, luego de someter los
mismos lotes a 3 minutos de calentamiento en bafio
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de maria (Tabla 8), se pudo apreciar disminucion de
la interferencia a partir de la dilucién 1:12. Esta ulti-
ma dilucién es menor a la MDV y ademas no contiene
endotoxinas detectables, por lo tanto, presenta todas
las caracteristicas necesarias para ser elegida como
dilucion de trabajo rutinaria.

Tabla 7- Caracterizacion de la muestra
mediante pruebas preliminares.

Ensayos Replicas 1:2 1:4 1:6 1:10 1:12 1:14 1:15 CN

+

SIN SPIKE

CON SPIKE

S S I
RIS I A

:1
+
+
+
+
+
+

WINR|WN(=

RO I R I A

+ ]+ |+

|+ |+ ]+ x

o o R I A R Y
.

CN: control negativo

Tabla 8.- Caracterizacion de la muestra
mediante pruebas preliminares, después
del calentamiento.

Replicas 1:2 1.4 1.6
1

1:10 1:12 1:14 1:15 CN
+ - - - -

Ensayos

SIN SPIKE

CON SPIKE

WIN IR, W N
+ |+ |+ |+ ]| + [+
+ |+ |+ |+ | + [+
|+ |+ |+ ]|+ |+
+ |+ |+ |+ ]|+
+ |+ |+
+ |+ |+
+ [+ |+
f

Fuente: Elaboracién propia

Luego de establecer 1:12 como la dilucion de tra-
bajo, se realizaron pruebas de factores de interferen-
cia en tres lotes diferentes de inmunoglobulina; de los
cuales todos obtuvieron valores de media geométrica
entre las diluciones (2A) y (A) (Tabla 9), lo que indica
que efectivamente el proceso de calentamiento logré
eliminar la interferencia producida en las cascada de
sefializacion, probablemente, debido a la presencia de
algunas proteinas que producen potenciacion de la re-
accion LAL.
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Tabla 9. Prueba de la validacion en Inmunoglobulina de diferentes lotes

LOTE 1 Lote 2 Lote 3
Réplicas 1 2 3 1 2 3 1 2 3
22 (0,12 UE/mL) + + + + + + + + +
1A (0,06 UE/mL) + + + - - - i + +
1/2% (0,03 UE/mL) - - - - - - - - -
1/4. (0,015UE/mL) - - - = - - - - -
CN - ; ; ; ; - - ; -
Punto Final 0.06 | 0,06 | 0,06 0,12 0,12 0,12 0,06 | 0,06 | 0,06
Media Geométrica 0,06 0,12 0,06
Desviacion Estandar 0,06

UE/mL: unidades de endotoxinas por mililitros

CONCLUSION

Los resultados obtenidos de la validacion del mé-
todo, nos permite plantear esta técnica para las inmu-
noglobulinas intravenosas de produccion nacional, en
las cuales prevalece una interferencia que afecta la
lectura final de la prueba.

El calentamiento durante 3 minutos 99°C+1°C en
bafo de termostatico es suficiente para desnaturalizar
las proteinas presentes en la muestra y por ende eli-
minar la potenciacion de la reacciéon LAL, lo que nos
permite confirmar que el método de la formacién del
coagulo con previa eliminacion del factor interferente,
queda validado para las Inmunoglobulinas (IgG).

La técnica aplicada es sencilla, rapida vy eficaz,
por lo que puede implementarse en los Laboratorios de
la Division de Control Nacional de Productos Biologi-
cos, como ensayos de rutina para el control de calidad
de las inmunoglobulinas de produccién nacional, que
son sometidas a liberacion lote a lote; y por ende agi-
lizar la puesta en el mercado de los lotes del producto
por parte de la Autoridad Nacional Reguladora.

Por otra parte, implementar una técnica in vitro,
que sustituya técnicas aplicadas en animales de expe-
rimentacion, las cuales son pruebas largas y laboriosas
es una tendencia a nivel mundial, actualmente esta es
la recomendacion en las principales farmacopeas y 6r-
ganos internacionales que regulan el control de calidad
de los medicamentos.
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Mecanismos de resistencia en micobacterias
de crecimiento rapido

Resistance mechanisms of rapid growing mycobacteria

OwmAIRA J DA MaTA J'2, SANDRA FERNANDEZ F?, MARGARITA RoDRiGUEZ', JacoBus H DE WAARD?®

RESUMEN

Las Micobacterias de crecimiento rapido (MCR) son pa-
tégenos oportunistas capaces de ocasionar infecciones
en piel, pulmonares y diseminadas. En Venezuela existe
un incremento de estas infecciones derivadas de procedi-
mientos invasivos, entre ellas cirugias estéticas. El trata-
miento de esas infecciones requiere la administracion de
al menos dos antibioticos por varios meses. En la presente
revision se describe los mecanismos de resistencia a los
antibidticos que se han reportado en las MCR, principal-
mente las tres especies que frecuentemente se han aso-
ciado a infecciones en piel: M. abscessus, M. chelonae y
M. fortuitum. Los factores mas importantes relacionados
a la resistencia en los esquemas de tratamiento son: cam-
bios relacionados en la permeabilidad de la membrana
al antibidtico, la inactivacion enzimatica y modificaciones
del sitio blanco. En MCR se han evidenciado la presencia
de betalactamasas con actividad penicilinasas y cefalos-
porinasas y de acetil-transferasas que pueden modificar
los aminoglicésidos. Las modificaciones de las regiones
ARNr 23S y ARNr 16S han permitido explicar, en parte, la
resistencia a macrolidos y aminoglicésidos. La metilacion
de los sitios blanco de accion de los macrélidos es otro
factor importante, sobre todo en especies como M. abs-
cessus. Este Gltimo mecanismo explica la falla terapéuti-
ca que se ha reportado en pacientes tanto en infecciones
pulmonares como en infecciones en piel. Es necesario
ampliar el estudio sobre los mecanismos de resistencia
en estas especies, tomando en consideracion las compli-
caciones que llevan estas infecciones y los tiempos pro-
longados de tratamientos pudiendo generar efectos se-
cundarios en los pacientes y la frustracion cuando ocurre
la falla terapéutica.

Palabras clave: Micobacterias de crecimiento rapido
(MCR), mecanismos de resistencia a antibiéticos, mico-
bacteriosis

A
ABSTRACT
The rapid growing mycobacteria (RGM) are opportunist
pathogens able to cause skin, pulmonary and dissemi-
nated infections. In Venezuela there is an increase in the
prevalence of these infections especially following esthetic
surgery. The treatment of such infections is cumbersome
requiring the administration of at least two antibiotics for
several months. In the present review we describe the
principal antibiotic resistance mechanisms reported for
RGM, particular for the species most frequently associated
with skin and soft tissue infection: M. abscessus, M. che-
lonae and M. fortuitum. The most important factors asso-
ciated with resistance to antibiotics are impermeability of
the cell membrane, enzymatic inactivation and changes in
the target site. In RGM the presence of the beta-lactamas-
es with penicillinases and cephalosporinase activity has
been demonstrated and the presence of acetyl-transfer-
ases which can modify aminoglycosides. Changes in the
23S rRNA and 16S rRNA regions has allowed to explain,
partly macrolide and aminoglycoside resistance. Mutation
in the macrolide target site is another important resistance
mechanism, particularly for the species group M. absces-
sus. This last mechanism can explain treatment failure re-
ported in the patients with pulmonary or skin infection. We
conclude that there is a need for more extensive studies
about the mechanisms of antibiotic resistance of RGM;
taking into account the complications of these infections,
the prolonged treatment long time, producing secondary
effects and the frustrations of patient and physician caused
by therapeutic failures.
Keywords: rapid growing mycobacteria (RGM), antibiotic
resistance mechanisms, mycobacteriosis
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Las micobacterias son microorganismos pertene-
cientes al género Mycobacterium, que tienen la parti-
cularidad de retener en su pared la fucsina fenicada a
pesar de someterlas a la accidon de decolorantes, esta
caracteristica es denominada acido resistencia. Actual-
mente se reconocen mas de 170 especies dentro de
este género, las cuales estan clasificadas en dos gru-
pos las de crecimiento rapido, que tienen un desarrollo
bacteriano antes de 7 dias de incubacion en medios
de cultivo y las de crecimiento lento (MNTCL), que re-
quieren un tiempo mayor . Las micobacterias de cre-
cimiento rapido (MCR) pueden ocasionar infecciones
en piel y tejido blando y su prevalencia es similar a nivel
mundial, siendo M. abscessus, M. chelonae y M. fortui-
tum las mas frecuentes. En Venezuela se han repor-
tado brotes relacionados a procedimientos invasivos,
con gran relevancia los relacionados con procedimien-
tos estéticos. Igualmente los brotes pueden asociarse
a infecciones pulmonares y diseminadas 9,

En las ultimas décadas se ha incrementado el in-
terés en los mecanismos de resistencia a antibidticos
por parte de las micobacterias no tuberculosas (MNT).
El esquema de tratamiento de la micobacteriosis es di-
ferente para cada especie y requiere la combinacién
de, al menos, dos antibidticos. Por otro lado, los tiem-
pos prolongados de los esquemas de tratamiento y las
fallas terapéuticas que se han reportado frente a los
antibidticos de eleccion, pueden generar frustracion
tanto en los pacientes como en el médico tratante 9.
El objetivo de este trabajo es la revision bibliografica
de los mecanismos de resistencias de las MCR, con
énfasis en M. abscessus, M. fortuitum y M. chelonae,
por ser estas tres especies las principales patdogenas
en micobacteriosis en piel.

Las bacterias pueden presentar resistencia a los
antibidticos principalmente por tres mecanismos: alte-
raciones en la permeabilidad de la membrana, inacti-
vacion enzimatica y modificaciones del sitio blanco (9,

MECANISMOS DE RESISTENCIA POR
ALTERACIONES EN LA PERMEABILIDAD
CELULAR

La pared celular micobacteriana es una estructura
compleja compuesta por tres tipos de moléculas: pep-
tidoglicano, arabinogalactano y acidos micdlicos. La
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estructura de la pared otorga propiedades hidrofébicas
que ofrece baja permeabilidad, lo que se ha asociado
a la resistencia intrinseca a procesos de desinfeccion
y a los antibidticos ("', La carga, el tamafio y la hidro-
fobicidad de los antibiéticos determinan la penetracion
a través de la membrana celular. Las tasas de pene-
tracién de los antibidticos betalactamicos a través de
la pared celular externa de M. tuberculosis H37Ra, es
diez veces mayor que en M. chelonae, y 100 veces
menor que en E. coli "*™), En el caso de M. chelonae,
se han reportado estudios que demuestran que su per-
meabilidad a los betalactdmicos y a otros antibiéticos,
como los aminoglicésidos, puede llegar a ser 1000
veces menor que en E. coli, inclusive puede llegar a
ser menor que en las MNTCL (1518, Existen otros ele-
mentos que en combinacion con la poca permeabili-
dad juegan un papel importante en la resistencia tales
como las porinas y las bombas de eflujo.

PORINAS Y BOMBAS DE EFLUJO EN LA
MEMBRANA MICOBACTERIANA

Los antibidticos lipofilicos como los macrdlidos, ri-
fampicinas y novobiocina penetran al interior de la cé-
lula micobacteriana a través de la bicapa lipidica por
difusion lenta, mientras que los antibiéticos de mayor
tamarfio como los betalactamicos, tetraciclina, cloranfe-
nicol y fluoroquinolonas, lo hacen mediante canales de
porinas. Las porinas son proteinas integrales de mem-
brana que funcionan como poros a través de los cuales
pueden difundir las moléculas. En MCR se ha descrito
la presencia de la porina MspA (Mycobacterium smeg-
matis porin A), una proteina de 184 aminoacidos que
tiene una region hidrofilica y una regién hidrofébica (Fi-
gura 1). Su tamafo es de 100 kDa y esta conformada
por subunidades de 20 kDa que forman un poro cen-
tral y ha sido involucrada en la permeabilidad de los
fosfatos organicos e inorganicos. En las especies del
género de Mycobacterium se han descrito otras pori-
nas similares denominadas MspB, MspC y MspD, sin
embargo, MspA es responsable del 90% de la difusion
de betalactamicos y 75% de glucosa (17-22),
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Figura 1. Estructura de la porina MspA de M. smeg-
matis. La estructura secundaria principal son las
hojas beta, las cuales se disponen de forma anti-
paralela. Tomado de “Protein data bank” 2324,

La densidad de porinas en la pared celular de M.
smegmatis es 15 veces menor comparado con las bac-
terias Gram negativas. A través de microscopia elec-
tronica se ha determinado que M. smegmatis tiene
1000 porinas/um?, a diferencia de las bacterias Gram
negativas que tienen una densidad de 15000 porinas
/ ym?, aproximadamente. Este bajo niUmero de porinas
y la estructura de MspA permite que la membrana ex-
terna de M. smegmatis tenga baja permeabilidad a los
compuestos hidrofilicos. Sumado a esto, MspA tiene
un solo canal por porina, mientras que otras bacterias
Gram negativas como E. coli tiene 3 canales por porina
(2329 | a porina MspA tiene dos anillos con residuos de
aspartato, cargados negativamente lo que promueve
que los antibidticos betalactamicos, catidnicos e hi-
drofilicos crucen la membrana de la pared micobacte-
riana a través de esta proteina. Se ha demostrado que
la disminucién de esta porina se asocia al incremento

de las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) de
ampicilina, cefaloridina, vancomicina y norfloxacina
(2627 En M. chelonae 9917 la porina MspA tiene una
delecion de 40 aminoacidos que esta asociada a un
incremento en la resistencia frente a los antibioticos:
rifampicina, vancomicina, ciprofloxacina, claritromicina,
eritromicina, linezolid y tetraciclina ?®.

Otro papel que se le ha atribuido a la porina MspA
es la resistencia a desinfectantes, como el glutaralde-
hido. Las cepas mutantes de mspA y mspC muestran
resistencia a ortofaldehido (OPA) ®®. La seleccion de
aislados resistentes debido al uso de desinfectantes
puede tener implicaciones importantes en el area clini-
ca, ya que esa resistencia es compartida con varios an-
tibidticos, algunos de ellos utilizados en la rutina para
el tratamiento de infecciones ocasionadas por MCR ©9),

Otras proteinas localizadas en la membrana bac-
teriana que se han involucrado en la resistencia a anti-
biéticos son las bombas de eflujo, las cuales se definen
como transportadores proteicos. Son sistemas de mul-
tirresistencia capaces de expulsar un amplio numero
de sustratos @9, Rodrigues y col. " describieron la pre-
sencia de una bomba de eflujo, que posteriormente se
le denomind LfrA. La delecion de esta bomba genera
un aumento en la acumulacion de bromuro de etidio
(BrEt) intracelular y el incremento de la sensibilidad
a la ciprofloxacina y el etambutol. Dentro del género
Mycobacterium se han descrito otras tres bombas de
eflujo relacionadas a la resistencia antimicrobiana: Tap,
Tet(v) y EfpA, todas pertenecientes a la familia MFS
(Major Facilitator Superfamily), las cuales realizan la
expulsién de las sustancias a través de intercambio de
protones (Tabla 1).

Tabla 1 Bombas de eflujo descritas en especies del género Mycobacterium

Nombre de la bomba Especies de micobacterias

Antibioticos que afecta

Especies con secuencias putativas con

de eflujo donde se ha identificado alta similitud

M. smegmatis ; :
LfrA M. tuberculosis Fluoroquinolonas M. fortuitum

M. avium

. Aminoglicosidos En MCR y MNTCL con secuencias putativas

Tap M. fortuitum Estreptomicina de transportadores de la familia MFS

M. fortuit Gentamicina
Tet(v) M. s%gé;rgﬁs Tetraciclinas Especies del complejo de M. fortuitum
EfpA M. smegmatis Fluoroquinolonas En MCR y MNTCL con secuencias putativas

de transportadores de la familia MFS

MFS (Major Facilitator Superfamily), MCR: micobacterias de crecimiento rapido, MNTCL: micobacterias no tuberculosas de crecimiento lento.

51




Omaira J. Da Mata J., Sandra Fernandez F., Margarita Rodriguez, Jacobus H. De Waard. Mecanismos de resistencia en micobacterias de crecimiento rapido.
Reuv. Inst. Nac. Hig. “Rafael Rangel”, 2016; 47(1-2); 49-64.

La secuencia proteica de LfrA tiene un 60% de si-
militud con el gen qacA de S. aureus y ha sido asocia-
da a la resistencia de fluoroquinolonas en M. smegma-
tis, M. tuberculosis y M. avium ©?. La evaluacion de
la funcion de las bombas de eflujo dependientes de
fuerza protdn motriz se realiza mediante la utilizacion
de inhibidores de protones, un ejemplo de ellos es la
carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona (CCCP). Liu y
col. ®3 mediante el uso de esta molécula pudieron in-
hibir LfrA, obteniendo el incremento de la sensibilidad
frente a norfloxacina. Se han logrado obtener cepas
con alta resistencia a fluoroquinolonas mediante la so-
breexpresion de la LfrA, al delecionar el gen represor
IfrR 439 Adicionalmente, se ha demostrado que esta
bomba tiene mayor afinidad por la ciprofloxacina.

En M. fortuitum se ha descrito otra bomba de eflu-
jo denominada Tap, perteneciente a la familia MFS. A
través de ensayos utilizando inhibidores de bombas de
eflujo se ha propuesto que podria relacionarse con la
resistencia a una variedad de antibidticos entre ellos:
aminoglicésidos, estreptomicina y gentamicina. En es-
pecies de MCR y MNTCL se pueden encontrar secuen-
cias aminoacidicas de transportadores tipo MFS con
similitudes mayor al 70% con la secuencia de Tap de
M. fortuitum (CAA03986.1) ¥6:37),

Las tetraciclinas tienen muy buena actividad sobre
las MCR, sin embargo, se ha reportado la presencia de
la bomba de eflujo denominada Tet(V) en aislados re-
sistentes de M. fortuitumy M. smegmatis ©®. El andlisis
de la secuencia proteica Tet(V) AAB84282.1 en BLATP
disponible en NCBI (National Center for Biotechnology
Information) se pueden observar alto porcentaje de ho-
mologia con secuencias proteicas de M. septicumy M.
farcinogenes, que son especies agrupadas dentro del
complejo de M. fortuitum ©9. Por el contrario, en las es-
pecies M. abscessus y M. chelonae no se encuentran
secuencias proteicas descritas con alta homologia, por
lo tanto, la Tet(V) al igual que la LfrA parece estar par-
ticularmente presente en la especies del grupo de M.
fortuitum.

Se ha sugerido que la resistencia a fluoroquinolo-
nas esta asociada con la presencia de otra bomba de
eflujo de la familia MFS: EfpA de M. smegmatis. De las
especies de MCR se puede encontrar secuencias ami-
noacidicas depositadas en la base de datos de BLAS-
TP con alta homologia con EfpA de M. smegmatis,
entre ellas M. abscessus y M. fortuitum (Tabla 2). Los
aislados con mutaciones en el gen que codifica EfpA
pierden la resistencia a las fluoroquinolonas (549,

Tabla 2 Comparacion de la proteina EfpA de M. smegmatis MC2 155 (AFP39025.1) con secuencias
almacenadas en BLASTP de Micobacterias no tuberculosas

0, H 1 %
Especie % de identidad (*)

M. farcinogenes 90% (460/510)

Descripcién

Proteina de bomba de eflujo

N° de acceso

CDP83319.1

M. fortuitum 90% (459/510) Transportador MFS

M. mageritense 87% (462/530) Proteina de eflujo

M. neoaurum 83% (407/490) gggi&z %‘“’e':r;a;:gasge permeasas
M. phlei 81% (381/469) Transportador MFS

M. thermoresistibile 82% (402/491) Transportador MFS

M. vaccae 82% (394/483) Transportador MFS

M. abscessus 66% (326/493) Transportador MFS

WP_003880958.1
CDO024434.1

CDQ43079.1
WP_003890669.1
WP_003927154.1
WP_003933184.1
WP_005088277.1
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MECANISMO DE RESISTENCIAPORINACTIVACION
ENZIMATICA

La inactivacion enzimatica es otro mecanismo des-
crito en las bacterias para neutralizar la accion de los
antibidticos. En especies del género Mycobacterium se
han encontrado actividades de betalactamasas, metila-
sas y acetiltransferasas capaces de hidrolizar e inacti-
var una variedad de antibioticos.

Betalactamasas

Los antibidticos betalactamicos se caracterizan
por tener un anillo B-lactamico, siendo las penicilinas
(penam) y las cefalosporinas (cefam) los dos subgru-
pos mas estudiados. Los betalactamicos se unen irre-
versiblemente a los dominios D,D-transpeptidasas de
las proteinas de union a los betalactamicos (PBP), a
través de una estructura que mimetiza el extremo C
terminal del dipéptido D-Ala-D-Ala del peptidoglicano
de la pared celular. Las PBP son las responsables de
los puentes peptidicos intermoleculares que son nece-
sarios para la formacion del peptidoglicano (104142),

En general las MNT son resistentes a la mayoria
de los betalactamicos, con las excepciones de cefox-
itina, imipenem y meropenem. La resistencia a estos
antibidticos se debe principalmente a la produccion de
enzimas betalactamasas, que los inactivan mediante
la ruptura del anillo betalactamico. En las especies
del género Mycobacterium los genes que codifican
las betalactamasas se localizan a nivel cromosémico.
La mayoria de los estudios sobre las betalactamasas
producidas por especies del género Mycobacterium
estan enfocados en M. tuberculosis (BlaC) sin embar-
go, las MCR presentan un mayor numero de especies
gue producen dichas enzimas ('6434) En M. fortuitum'y
M. smegmatis se han descrito dos betalactamasas de-
nominadas BlaF y BlaS, respectivamente. Al igual que
las encontradas en M. tuberculosis tienen actividades
penicilinasas, cefalosporinasas y son inducidas por la
presencia de los betalactamicos “°5%. En 2014 y 2015
se caracterizo la betalactamasa BlaMab de M. absces-
sus, la cual es capaz de hidrolizar eficientemente la
ceftarolina, una cefalosporina de amplio espectro que
es usada para el tratamiento de infecciones en piel y
tejido blando contra las bacterias con PBP de baja af-
inidad a los betalactamicos. La BlaMab no es inhibida

por clavulanato, sulbactam o tazobactam, por el con-
trario, es capaz de hidrolizarlas y se le considera como
el principal determinante de resistencia para las peni-
cilinas y cefalosporinas en M. abscessus. En general,
BlaMab tiene una mayor actividad hidrolitica sobre los
betalactamicos que BlaC de M. tuberculosis, con ex-
cepcion de la cefoxitina 6459,

Se ha demostrado que cepas con alto nivel de pro-
duccion de betalactamasas y alta resistencia a penici-
lina son susceptibles a imipenem y a cefoxitina ©®. La
afinidad a las PBP afectan la efectividad del betalac-
tamico, en el caso del imipenem se ha reportado que
tiene alta afinidad por las PBP de M. fortuitum. Se ha
observado poca actividad de las cefamicinas sobre los
aislados de M. fortuitum ©7),

Inhibidores de betalactamasas

Los inhibidores de las betalactamasas actuan de
manera reversible o irreversible sobre esas enzimas,
no tienen actividad antimicrobiana per se sobre las mi-
cobacterias. Los de importancia clinica son: el clavu-
lanato, el sulbactam y el tazobactam. En las ultimas
tres décadas se han publicado algunos estudios que
evaluan la utilidad del uso de la combinacién de estos
inhibidores para M. tuberculosis, pudiendo el clavu-
lanato inactivar la betalactamasa BlaC in vitro ©®. Al-
gunos autores han sugerido la introduccién de la amox-
icilina-clavulanico dentro del esquema de tratamiento
de la tuberculosis que presenta resistencia a drogas
de primera linea. Sin embargo, en otros estudios han
reportado poca eficacia de este inhibidor betalactami-
co sobre aislados de M. tuberculosis extremadamente
resistentes, llegandose a observar 97% de resistencia.
Asimismo se ha incluido ocasionalmente la combi-
nacion de clavulanato-meropenem, con buenos resul-
tados en el tratamiento de estos casos %62),

En las MCR existen pocos estudios que evaluen
la actividad de la combinacién de betalactamicos e
inhibidores de las betalactamasas. Cynamon y col.
3 reportaron la reduccion in vitro de la CMI de cefa-
lotina y amoxicilina cuando se combina con el acido
clavulanico, sin embargo la actividad de estos antibio-
ticos no fue mayor que la encontrada con la cefoxitina.
El inhibidor tazobactam incrementa las actividades de
amoxicilina y cefazolina para M. fortuitum, y cefmeta-
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zole, cefoxitina y ceftizoxima para M. abscessus “®),
Recientemente Dubée y col. ®¥ evaluaron la actividad
de ceftaroline en combinacién con avibactam, otro in-
hibidor de betalactamasa, logrando reducir la CMI en
10 aislados del grupo de M. abscessus. En un estudio
previo, este inhibidor fue evaluado con varios betalac-
tamicos, sin embargo la reduccién de la CMI apenas se
logré en dos de un total de diez antibiéticos ensayados,
cuando se uso el caldo MH con cationes ajustados. Sin
embargo, utilizando caldo 7H9 suplementado, los au-
tores obtuvieron una reduccién en la mayoria de los
antibidticos, la diferencia de resultados entre los dos
medios fue asociado al uso de Tween 80 en el medio
7H9, ya que puede afectar la membrana y facilitaria la
accion de los antibioticos 64,

Acetil-transferasas

Los aminoglicésidos son antibioticos claves en el
tratamiento de infecciones ocasionadas por especies
del género Mycobacterium. Estos antibiéticos se unen
de forma irreversible al sitio A del ribosoma en la su-
bunidad mayor, generando un cambio conformacional
que trae como consecuencia la lectura erronea del ARN
mensajero al alterar la introduccién de los aminoacidos
y finalmente provocar errores en la sintesis proteica.
Uno de los mecanismos de resistencia a los aminogli-
cosidos descrito en las especies del género Mycobac-
terium es la inactivacion por la accion de acetiltransfera-
sas, adeniltransferasas y fosfotransferasas ©%.

Las MCR son productoras de enzimas acetiltrans-
ferasas cuya funcién es la acetilacién de varios com-
ponentes importantes en los procesos celulares y me-
tabdlicos de las micobacterias. En general, en las MCR
se pueden encontrar diversas enzimas con actividad
acetil-transferasas y fosfotransferasas aun no estudi-
adas y que pueden ser importantes en la respuesta
frente antibioticos que son usados frecuentemente en
el tratamiento %%, En las especies micobacterianas,
los genes que codifican estas enzimas tienen una lo-
calizacion cromosoémica. Sin embargo, en el afio 2014,
Matsumoto y colaboradores ©® hallaron un plasmido
que conferia resistencia a kanamicina en una cepa M.
abscessus subsp bolletii, al que denominaron pMABO1
y que contenia genes que codificaban enzimas ace-
til-transferasas.
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La enzima AAC (2’)-Ib de M. fortuitum acetila de
manera eficiente el grupo amino en la posicion 2 de gen-
tamicina, tobramicina, netilmicina y 6’-N-etilnetilmicina
y con poca eficacia la 2’-N-etilnetilmicina y kanamicina
A 072 | a amikacina no es afectada por la AAC (2’) por
tener un grupo hidroxilo en lugar del grupo amino. Sin
embargo, en otras especies bacterianas se ha descrito
la presencia de AAC (6’) que si tiene la capacidad de
modificar la actividad de amikacina ©78). Existen otras
enzimas que inactivan los aminoglicésidos mediante la
fosforilacion de los grupos hidroxilo, mecanismos muy
bien descrito en otros grupos bacterianos. En el caso
de las micobacterias, hay un reporte de una aminogli-
cosil-fosfotransferasa APH (3”) encontrada en M. fortu-
itum que fosforila los grupos OH de la estreptomicina
afectando su actividad ™.

Metilasas

Las metilasas son enzimas que catalizan la trans-
ferencia de uno o dos grupos metilo a los residuos
adenina en la region peptidil transferasa del ARNr 23S.
Esta region es importante para la interaccion de los
macrélidos, cuyo sitio de accién es alrededor del sitio
de salida del péptido naciente y el centro de la peptidil
transferasa, de esta manera bloquea la salida de la ca-
dena peptidica (Figura 2). Adicionalmente, esta inter-
accion interfiere otros pasos de la sintesis de proteinas
como son: translocacion y el bloqueo del acceso del
ARNIL peptidil transferasa al ribosoma 477,

En el género Mycobacterium se han descrito varias
metilasas, entre ellas: Erm37, Erm38, Erm39, Erm40 y
Erm41 de M. tuberculosis, M. smegmatis, M. fortuitum,
M. mageritense y M. abscessus, respectivamente. En
2003, Nash y col 7 a través de ensayos de Southern
Blot, utilizando sondas de erm38, encontraron que ese
gen estaba particularmente en M. smegmatis y no en
otras especies del género Mycobacterium y que diferia
del erm37, previamente descrito en M. tuberculosis,
por lo tanto sugerian que existia una proteina simi-
lar en M. fortuitum ®. En un estudio posterior, Nash
y col describieron la presencia de dicho gen en M.
fortuitum ATCC 6841, el cual codificaba una metilasa
de aproximadamente de 246 aminoacidos. Ese gen fue
denominado por los autores erm39 y fue encontrado en
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aislados de M. fortuitum y conferian resistencia induc-
ible a la claritromicina.

En el afio 2009, se reporta por primera vez un gen
que codifica una metilasa que confiere resistencia in-
ducible a macrolidos en M. abscessus: erm41 ©%, con
una similitud alrededor del 40% con erm38, erm39 y
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Figura 2. Mecanismos de accion de los macrdlidos. Estos antibioticos
se unen a la subunidad 50S del ribosoma bacteriano, inhibiendo la
sintesis proteica. ARNm: ARN mensajero, ARNt: ARN de transferen-
cia, aa: aminoacido.

69% con el gen erm37 de M. tuberculosis. A través de
la deteccién por PCR, pudieron determinar que erm41
puede estar presente en aislados de M. abscessus de
forma truncada, asociado a un fenotipo sensible. La
delecion del gen erm41 en aislados dentro del grupo
de M. abscessus también ha sido reportada por otros
autores, e inclusive se ha propuesto como herramienta
para identificar M. masiliense, ya que esta es la uni-
ca especie del grupo en la que se ha observado di-
cha delecion @, La confirmacién de este mecanismo
de resistencia fue util para explicar, en parte, las fallas
terapéuticas de un porcentaje de los casos de infec-
ciéon causados por M. abscessus, considerando que
la claritromicina es uno de los antibiéticos principales
en el esquema de tratamiento. Adicionalmente, se ha
reconocido dos variantes de M. abscessus de acuerdo
con una mutacién en la posicion 28 del gen erm41. La

variante T28 se ha observado en aislados resistentes
a claritromicina y azitromicina, mientras que la variante
C28 son sensibles. @2

La técnica de microdilucion en caldo es usada ru-
tinariamente para la determinacion de la sensibilidad
de las micobacterias, realizando la lectura final a las
72 horas, sin embargo, el fenotipo de resistencia in-
ducible a claritromicina no se puede detectar con lec-
turas a los tres dias de incubacion con el antibiotico,
por ello, varios autores han sugerido una segunda la
lectura a los 14 dias de incubacion con la claritromicina
para la deteccion del fenotipo resistente inducible. Esta
recomendacion han sido incluida en la ultima edicion
del Manual de Susceptibilidad para Micobacterias de
la CLSI (del inglés Clinical and Laboratory Standards
Institute). También se ha propuesto el analisis del gen
erm41 en aislados de M. abscessus para descartar
genéticamente dicha resistencia €088,

Brown-Elliot y col. ® determinaron las CMI de
claritromicina mediante la técnica de microdilucion
en caldo con lecturas a los 14 dias de incubacién en
199 aislados de M. mucogenicum y 157 de M. immu-
nogenum y no encontraron fenotipos de resistencia
inducible en estas dos especies. Basados en estos re-
sultados, los autores sugieren que la busqueda de la
resistencia inducible no es necesaria en aislados iden-
tificados como M. mucogenicum o M. immunogenum.
Previamente, Hansen y col ®9 sugirieron también
prescindir de la lectura prolongada en aquellos aisla-
dos identificados como M. chelonae. Sin embargo, en
un estudio realizado por Esteban y col. ", buscaron
genes codificantes de metilasas mediante la técnica de
PCR usando iniciadores consenso descritos por Nash
y colaboradores ™ y obtuvieron amplificaciones en 12
aislados de M. chelonae, de los cuales el 33% fueron
clasificados in vitro como intermedios a resistentes a
la claritromicina en la primera lectura incubacion; los
autores no incluyeron la segunda lectura de incubacion
para descartar fenotipicamente la resistencia inducible.
Como se indica en el mismo estudio, esto pudiera de-
berse a diferencias locales o regionales de las cepas
0 que los iniciadores utilizados en la PCR son un con-
senso menos especifico, lo que pudiera generar falsos
positivos.

55




Omaira J. Da Mata J., Sandra Fernandez F., Margarita Rodriguez, Jacobus H. De Waard. Mecanismos de resistencia en micobacterias de crecimiento rapido.
Reuv. Inst. Nac. Hig. “Rafael Rangel”, 2016; 47(1-2); 49-64.

MECANISMOS DE RESISTENCIA DEBIDO A
MODIFICACIONES DEL SITIO BLANCO

Mutaciones a nivel de ARNr16S y ARNr 23S

El ribosoma bacteriano es uno de los sitios blancos
de varios grupos de antibitticos, dentro de los que cabe
mencionar aminoglicésidos y macrdlidos. La accion de
estos antibidticos es la inhibicion de la sintesis de protei-
nas a través de su interaccion con nucledtidos del ARNr,
cerca de sitios que son importantes para su funcion,
como lo son: la region peptidil transferasa del ARNr 23S,
donde se unen los macrdlidos y la regiéon ARNr 16S, si-
tio blanco para los aminoglicésidos. Los cambios en los
sitios blancos de unién generan desde baja hasta alta
resistencia a estos dos grupos de antibiéticos.

La resistencia a macrolidos en micobacterias se
ha asociado a mutaciones, principalmente en las posi-
ciones 2057, 2058 y 2059 del ARNr 23S. De estas mu-
taciones las mas importantes son aquellas que afectan
el bolsillo de unién a los macrdlidos, los cuales se en-
cuentran en la posicion 2058 y 2059, de acuerdo con el
sistema de enumeracion de E.coli 92,

La mutacion de A2058G impide la formacion de un
puente de hidrégeno entre un grupo hidroxilo en la po-
sicion 2 del macrdlido y el nitrégeno de la adenina de
la posicion 2058, lo que conlleva a la resistencia frente
al macrolido 7. Pfister y col. ©?, obtuvieron median-
te mutagénesis dirigida, cepas de M. smegmatis con
sustituciones simples, dobles y triples en las posiciones
A2057G, A2058G y U2611C. Los autores demostraron
que la mutacion simple A2058G genera un patron de
resistencia a todos los macrdlidos, lo cual fue similar a
los aislados dobles y triples ©®. Adicionalmente, los nu-
cledtidos A2503 y U2504 del ARNr 23S también juegan
un papel importante en la resistencia de este grupo de
antibioticos, ya que afectan la conformacion del bolsillo
de union con la cadena lateral disacarida de los macro-
lidos ©2.

Wallace y col. ®® realizaron el andlisis mediante
secuenciacion de la region ARNr 23S de aislados cli-
nicos de M. abscessus y M. chelonae obtenidos antes
del inicio del tratamiento de la infeccion y posterior a la
recaida. Los aislados previos al tratamiento mostraban
sensibilidad a claritromicina y carecian de cambios en
la region ARNr 23S. Sin embargo, los aislados obteni-
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dos posterior al tratamiento y con recaida del paciente
mostraban resistencia a claritromicina, de los cuales, el
62% presentaban un cambio en la posicion 2059 y 38%
en la posicion 2058 del ARNr 23S, siendo la sustitucion
mas frecuente A—G. La monoterapia de las micobac-
teriosis con macrélidos puede favorecer la seleccion de
aislados con resistencia, por tal motivo se ha recomen-
dado el tratamiento de este tipo de infeccion en combi-
nacion con otros antibioticos.

Ademas de los macrdlidos, la accion de los ami-
noglicoésidos pueden ser afectados por las mutaciones
en el ARNr, como se mencioné previamente. En cepas
de M. abscessus naturalmente resistentes a kanamici-
na, se han encontrado sustituciones en las posiciones
A1408G, G1491T, C1409T y T1406A del ARNr 16S.
Estas mutaciones proveen resistencia a otros amino-
glicésidos como: amikacina, tobramicina y gentamici-
na. La sustitucion A1408G es una de las mas impor-
tantes en la adquisicion de resistencia a amikacina en
M. chelonae y M. abscessus ©®+%). Los aminoglicosidos
poseen entre tres y cuatro anillos, de los cuales | y Il
son importantes para la interaccion del antibiotico con
el sitio A, a través del contacto directo a los nucleétidos
de la hélice 44 del ARNr 16S. El anillo | interactua con
la parte interna del bucle que esta formado por A1408,
A1492, A1493 y un par de bases: C1409-G1491 (7. %6

97)

Al igual que los macrélidos y los aminoglicésidos,
otro antibidtico, el linezolid, se une al sitio A de la su-
bunidad 50S del ribosoma. Las mutaciones A2503G,
U2504G y G2505A confieren resistencia frente a este
antibidtico. La presencia de las mutaciones simples
A2503G, G2505A y G2576U incrementan las CMI en
dos o mas diluciones. Esto también fue observado
con las cepas con mutaciones dobles en las posicio-
nes 2032, 2499, 2504, 2055 y 2572. Estas mutaciones
también han sido asociadas a la resistencia a otros an-
tibiéticos como cloranfenicol y clindamicina ©®.

Mutaciones en genes codificantes de la ADN Girasa

Las quinolonas son antibacterianos sintéticos, de
los cuales, las fluoroquinolonas se usan generalmente
en el area clinica. Se caracterizan por tener un grupo
fluororo en el anillo central. Dentro de este grupo, la
ciprofloxacina es el antibiético usado principalmente
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para el tratamiento de las infecciones ocasionadas por
especies del complejo de M. fortuitum (1099

La quinolona se une a la subunidad A de la ADN
girasa (topoisomerasa tipo Il), una enzima tetramérica
que actua durante la replicacion para reducir la tension
molecular causada por el superenrollamiento del ADN,
mediante cortes de doble cadena que luego son unidos
por la ligasa (Figura 3). Esta proteina tiene dos sub-
unidades: la A, que se une al ADN y la B que es una
ATPasa. En la subunidad A hay un grupo de residuos

conocidos como region determinante de resistencia a
quinolonas (QRDR, del inglés quinolone resistance-de-
termining regién), en el cual se centra la interaccion
con estos antibiodticos (1%,

Los primeros reportes proponen que la sustitucion
de un codoén de la alanina por un codén de valina en
la posicion 83 de la subunidad A de la girasa de ADN
puede ser parte de la causa de la resistencia a quinolo-
nas de E. coli. El aminoacido en la posicion 83 (serina
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Figura 3. Interaccién de la moxifloxacina con su sitio blanco de accién: la ADN girasa.
Imagen tomada de Protein data bank (101).

o treonina) tiene un grupo hidroxilo que se ha propues-
to como parte importante en las interacciones con las
quinolonas. En el caso de M. fortuitum, que presenta
sensibilidad intrinseca a ciprofloxacina, su ADN girasa
tiene una serina en esa posicién, mientras que otras es-
pecies con baja sensibilidad a este antibiotico como es

el caso de M. chelonae, tiene como residuo alanina (%%
104 En 2012, de Moura y col. (1% analizaron mediante
secuenciacion los genes gyrA y gyrB de un total de 52
aislados de Mycobacterium abscessus subsp. bolletii
provenientes de pacientes con infecciones posteriores
a cirugias. En el estudio encontraron que la secuen-
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cia peptidica contenian una alanina en la posicion 83
y fenotipicamente estos aislados se caracterizaban por
mostrar CMI altas a las fluoroquinolonas. En M. massil-
iense se han encontrado mutaciones que se traducen
en un cambio en el codén 90 y 92 de la ADN girasa,
responsables de la resistencia a fluoroquinolonas (%)

MFPA: PROTEINA PENTAPEPTIDA REPETIDA

En el género Mycobacterium se ha descrito otro
mecanismo de resistencia a las fluoroquinolonas que
se basa en la interaccion de dos proteinas, MfpA (pen-
tapéptido) y MfpB (GTPasa de menor tamafio) con la
ADN girasa y se ha sugerido que esta interaccioén per-
mite proteger a la ADN girasa de la accion de los anti-
bidticos. MfpA (del inglés mycobacterial fluroquinolone
resistance protein) es una proteina dimérica de 192
aminoacidos perteneciente a la familia de los penta-
péptidos repetidos, los cuales se caracterizan por tener
cada cinco aminoacidos una leucina o fenilalanina y un
motivo repetitivo: [S,T,A,V] [D,N] [L,F] [S,T,R] [G] (107:108),
AuUn no estan claras las funciones biolégicas de esa
proteina pero se ha propuesto que MfpA es capaz de
mimetizar el ADN-B, debido a su forma helicoidal en
sentido derecho, forma dimérica, dimensiones y carga
negativa, lo que promueve la competencia por la inter-
accion con la ADN girasa (Figura 4) (10911,

Vetting y col. (1%) refieren que MfpA podria interac-
tuar con el surco electropositivo de GyrA59 (subunidad
A de la ADN girasa), lo que podria inhibir la union al
ADN vy evitar la formacién del complejo ADN-girasa que
es finalmente el sitio blanco de accion de las fluoro-
quinolonas (10911,

Esta proteina no ha sido descrita en MCR, por
lo que se realiz6 la busqueda mediante el analisis de
alineamiento de la secuencia proteica de MfpA de M.
tuberculosis (gi: 71042655) usando el programa blastp
(BLAST), con la intencion de conocer posibles secuen-
cias con identidad a estos pentapéptidos y se pudieron
encontrar secuencias reportadas con alto porcentaje
de similitud (70 a 80%) con la secuencia proteica de
MfpA de M. tuberculosis en especies de MCR como M.
fortuitumy M. chelonae. Esto también puede observar-
se en especies de MNTCL, entre ellas M. kansasii, M.
avium'y M. intracellulare.
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A pesar que en la ultima década se ha incrementa-
do el interés de las MCR, sobre todo en M. abscessus,
M. fortuitum y M. chelonae, aun son necesarios estu-
dios que aborden la problematica de la resistencia anti-
microbiana de estas especies. El descubrimiento de las
metilasas en los aislados de M. abscessus es un claro
ejemplo de la importancia de estudios que expliquen

Monémero B

Monémero A

Figura 4. Representacion del dimero MfpA
de M. tuberculosis. Imagen tomada
de Protein data bank (112).

las causas que conllevan a las fallas terapéuticas. En
la Figura 5, se muestra un resumen de los mecanismos
de resistencia descritos en las tres especies de Mico-
bacterias de crecimiento rapido de mayor interés.
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Figura 5. Representacion grafica de los mecanismos

fortuitum, M. abscessus y M. chelonae. MFS:
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Nacional de Higiene “Rafael Rangel”

Speech Given During the Opening Ceremony of XXXIX Scientific Meeting
Dr. José Vicente Scorza, 2016 of National Institute “Rafael Rangel”

PAaLMIRA GUEVARA

Resumen:

Los seres humanos que desde nifios son curiosos, con
imaginacion inquieta, observadores y sedientos por co-
nocer el por qué de la certeza perfecta de la naturaleza,
sensibles al arte, a la solidaridad humana, a las cosas
sencillas del pueblo, con memoria sin vacilaciones y
gran capacidad de amar, pocas veces pasan por la vida
desapercibidos, especialmente si disfrutan de una vida
larga y plena. Uno de ellos es el maestro José Vicente
Scorza a quien conoci de nifia como un profesor inves-
tigador héroe de la guerrilla urbana en Venezuela en los
afos sesenta y mas tarde, como mi maestro en para-
sitologia durante el doctorado. Comparto en esta breve
semblanza algunos rasgos de su personalidad y logros,
incluyendo los académicos, en el curso por su vida.
Palabras Clave: Scorza, José Vicente-Biografia, Scor-
za, José Vicente-Semblanza, Parasitélogos-Venezuela,
Salud Publica-Venezuela.

A
Abstract:
Those human beings that since childhood are curious with
restless imagination, observant and thirsty for understan-
ding the how’s and why'’s of Nature’s perfect certainty; tho-
se who are sensible to the Arts, to human solidarity and
watching for the common layman’s needs; with unhesi-
tating memory and countless love to give, these human
beings rarely pass through life unnoticed, especially if they
enjoyed a long and full life. Maestro José Vicente Scorza
was one of them. | have knew him since | was just a girl as
the Research Professor, hero of Venezuelan Urban Gue-
rrilla in the 1960’s and later, as my Professor in Parasito-
logy during my Doctorate. | want to share with you a brief
biography and some anecdotes about his personality and
his achievements, including those academic ones, in his
journey through life.
Key Words: Scorza, José Vicente-Biography, Scorza,
José Vicente-Biographical Profile, Parasitologist- Vene-
zuela, Public health- Venezuela.

1. Laboratorio de Genética Molecular, Instituto de Biologia Experimental, Facultad de Ciencias, Universidad Central de VVenezuela.
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Jose Vicente Scorza
(1924-2016)

el maestro
el pintor

A el perseguido politico
el investigador  la lucha armada

la carcel el amigo
enfermedades tropicales

ciencia y docencia
pertinencia social  El humanista

Valorar nuestra historia exige conocerla e identifi-
car sus protagonistas, hacerlos cotidianos, reflejarlos
en sus logros, sus ensefianzas, en su trayectoria, un
requisito para reconocernos en ellos y en ellas y avan-
zar siguiendo en sus pasos.

El maestro José Vicente Scorza Benitez es uno de
esos protagonistas de nuestra historia, conocido para
varias generaciones del siglo XX, inclusive del XXI.

En el prélogo del libro “José Vicente Scorza: La
Paradoja Como Vida”, publicado en 2005 por el Institu-
to de Altos Estudios “Arnoldo Gabaldén”, el Dr. Francis-

co Arnada lo caracteriza:

“El ejercicio de la Salud Publica como acto solidario con las
necesidades del pueblo, investigar para mejorar las condi-
ciones de vida, investigar para desarrollar herramientas de
intervencion, para la satisfaccion de los requerimientos so-
ciales, para compartir y enriquecer lo aprendido; es el otro
Scorza, el que contribuye a una doctrina de la salud publica y
de la investigacion liberadora”

Y dice el Dr. Francisco Arnada “otro Scorza”, por-
que hay un Scorza que en nuestra historia formé parte
de “un maravilloso colectivo protagonista de una valio-
sa lucha politica revolucionaria”. Casi desde que tuvo
uso de la razoén, José Vicente Scorza asumié un com-
promiso politico por la justicia social. Un ser humano de
vision holistica, maestro, investigador, con conciencia
de la pertinencia de la ciencia, centrado en las necesi-
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dades de su pais, de nuestra América Latina, descolo-
nizado, humanista.

José Vicente Scorza nace en Caracas en 1924 en
la Venezuela de la dictadura de Juan Vicente Gémez.

LA INICIACION

Su curiosidad por el mundo microscépico comien-
za alrededor de 1935, cuando el nuevo ministro de
sanidad del general Lépez Contreras, el Dr. Enrique
Tejera, abre los primeros cursos de inspectores de sa-
nidad y su padre es uno de los primeros estudiantes.
El propio Dr. Scorza nos contextualiza el momento
histérico cuando nos narra que para ese momento era
necesario atender a una Venezuela con mas del 80%
de su territorio tomado por el paludismo, 70% de la po-
blacion analfabeta y sin oportunidades de estudios de
educacion media y universitaria y muy escasos profe-
sionales. “Habia que comenzar de cero” dice Scorza.
Armado con un microscopio y folletos del ministerio de
Sanidad, su padre le muestra el mundo de los micro-
bios en los pozos de agua, los glébulos rojos presentes
en su sangre, ademas le ensefa a distinguir los zancu-
dos que eran Aedes, del Culex y los Anopheles.

El nifo Scorza desperté a un mundo impresio-
nante. “Por ahi entre al mundo pequefio de las cosas
pequefas que son las cosas mas grandes y mas im-
portante que en mi vida he tenido como parte de mi
desarrollo”, asi reflexiona el maestro Scorza sobre su
iniciacion a la microbiologia, a la parasitologia.

NACE LA VOCACION DOCENTE

No hubo posibilidades de hacer el bachillerato y
el joven Scorza debe tomar la opcion de ingresar en la
escuela normal, donde se gradua con 16 afios y pan-
talones cortos. Aunque ya para entonces era docente
en una escuela nocturna para obreros, era menor de
edad. Para trabajar su madre organiza sus papeles y
asi pueda ejercer el oficio y continuar su propia forma-
cion con la ensefanza a otros. Recorrer cada uno de
los niveles y espacios del ejercicio docente: maestro
particular, maestro de primer, cuarto y sexto grado de
la Escuela Republica de Panama; profesor de bachille-
rato en el liceo Rafael Maria Baralt en Maracaibo y en
el liceo Fermin Toro en Caracas, después de finalizar
sus estudios en el Pedagdgico.
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Con mas de 60 anos de docencia el maestro Scor-
za considera al magisterio como una gran fuerza de su
existencia. Y como buen docente, comparte generosa-
mente el por qué de esta afirmacion:

“El magisterio es una fuerza porque es el concurso directo,
intimo entre dos generaciones, una que ensefla 0 que su-
puestamente ensefia, y otra que desea aprende. Entonces,
ese hecho, social, no de confrontacién sino de integracion y
complementaciéon de dos generaciones, me ha seguido du-
rante toda la vida y me permiti6 hacer escuela en lo que yo
aprendia, de modo que mi propio aprendizaje se convirtié en
materiales de estudio para mis propios estudiantes. Yo puedo
decir que logré hacer en mi pais mi propia escuela, aprender,
nunca fui yo el maestro si no nosotros el maestro, mis es-
tudiantes y yo aprendimos juntos, tenemos todos un motor
internos que debemos preservar y mantener activo”.

Hacia 1952 su compromiso y accionar politico lo
llevan a la clandestinidad, es perseguido de la dicta-
dura. Era militante del partido comunista. En sus pro-
pias palabras nos afirma “El compromiso de esta época
era la lucha contra la dictadura de Pérez Jiménez, y
la energia fundamental se invertia a ese compromiso”.

LA INVESTIGACION, MOTIVACION DE LOS
MAESTROS CON COMPROMISO SOCIAL

Motivado por el ejemplo de maestros como el Dr.
Tobias Lasser y el sabio José Francisco Torrealba, se
atreve a incursionar y aborda la problematica de hacer
ciencia sobre las dolencias propias del tropico, las en-
fermedades tropicales, recientemente llamadas enfer-
medades desatendidas. Este término es un esfuerzo
semantico para arrancarlas del anonimato a pesar del
alto porcentaje de la poblaciéon mundial que las padece
y muere. También es un intento para llamar la atencién
de las agencias internacionales que financian la inves-
tigacion, inclusive despertar la curiosidad de los y las
investigadoras. Scorza desde muy temprano en su ruta
de vida centra su objetivo de investigacion en ellas, las
enfermedades olvidadas.

En 1953 en la clandestinidad y desempleado,
Scorza daba clases a Witremundo Torrealba, hijo del
sabio José Francisco Torrealba y se incorpora como
su discipulo y colaborador. Es un periodo muy produc-
tivo en el que se vincula con el Instituto Nacional de
Higiene “Rafael Rangel” y publica varios trabajos con

el Dr. Torrealba, inclusive el primer trabajo monografico
venezolano sobre alacranes.

Esta interaccidon entre el joven cientifico y sabio
Torrealba, de acuerdo al Dr. Néstor Anez, “lo marco
para la ciencia, la sapiencia, la manera de conducir la
ciencia”. “Scorza tiene el compromiso del cientifico con
la aplicacion del conocimiento en el sitio donde es ne-
cesario”.

Su enfoque es integral, holistico, se ocupa de la
enfermedad desde el contexto bioldgico, aborda el
diagnéstico, el conocimiento sobre el agente etiolégi-
co, su comportamiento en el vector y el hospedador y
el tratamiento; abarca anquilostomiasis, bilharzia, palu-
dismo, leishmaniasis, gastroenteritis, y enfermedad de
Chagas. Temas como la obtencién de agua potable y la
eliminacién de las moscas no le son ajenos. Asume la
perspectiva del pensador cientifico universal.

Su produccidn, con mas de sesenta articulos estu-
vo dirigida a revistas predominantemente nacionales,
particularmente se preocupd en divulgar sus investi-
gaciones en el Boletin de Malariologia del cual fue su
editor en los ultimos afos.

Produce, junto con su hijo José Vicente Scorza
Dagert, la sintesis de antimonial pentavalente, ULAMI-
NA, en honor a la ULA, para el tratamiento de la leish-
maniasis; su objetivo producir nuestros medicamentos
y llevar este farmaco por Latinoamérica. Tiene el com-
promiso del cientifico con la aplicacion del conocimien-
to en el sitio donde es necesario.

LA CARRERA ACADEMICA UNIVERSITARIA

Se incorpora a la Universidad Central de Venezue-
la en 1954 como Ayudante de Investigacion en la Fa-
cultad de Ciencias Fisicas Matematicas y Naturales; en
1956 es Asistente de Investigacion, luego Director de la
Escuela de Biologia 1958-1959 y es nombrado Decano
de la Facultad de Ciencias, en 1959-1960. 1961-1962
asiste como investigador y profesor visitante al Bern-
hard Nocht Institut Fir Tropenmedizine , de Hamburgo,
Alemania.

A su regreso al pais, es profesor de parasitologia
en la Escuela de Biologia de la Facultad de Ciencias,
cuando es hecho preso politico. Para ese entonces de
lunes a viernes José Vicente Scorza trabajaba como
Profesor de Parasitologia en la Escuela de Biologia de
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la Facultad de Ciencias de la Universidad Central de
Venezuela. Los fines de semana fabricaba armas en
Acarigua, en su puesto de Capitan de las Fuerzas Ar-
madas de Liberacion Nacional.

En su curriculo registra su experiencia privado de
libertad como “Recluso en el Pabellon Nuevo de la Car-
cel Modelo de Caracas, (1965-1967)”.

En la carcel organiza la cocina, imparte clases
para alfabetizar a los presos politicos, pinta a sus re-
ferentes en el afecto e investiga el comportamiento de
Culex pipiens fatigans Wied. 1829, trabajo publicado
cinco anos después.

Sale al exilio a Londres donde se incorpora como
miembro del Cuerpo de Profesores de London School
of Tropical Medicine and Hygiene, (1967-1969) y ob-
tiene su Titulo de Doctor de Filosofia, Parasitologia,
egresando del Imperial College de London University
en 1970.

A su regreso al pais se incorpora a la Universidad
de los Andes, donde es nombrado decano y ha conti-
nuado incansablemente su labor académica e investi-
gacion cientifica con pertinencia social.

LA CONSTRUCCION DEL TEJIDO CIENTIFICO
SOCIAL

José Vicente Scorza ha tenido muchos estudian-
tes en los programas de postgrado en parasitologia y
protozoologia, donde ha sido cofundador, en la UCV,
la ULA Mérida y el Nucleo de Trujillo. Tiene discipulos
en todo el pais. Asi mismo ha cultivado relaciones de
amistad y trabajo con colegas investigadores en todo el
pais, la region Latinoamericana y el mundo, cultivando
las relaciones de respeto y tolerancia, con expresiones
de la mas alta estima a personajes como el Dr. Ga-
baldén a quien considera un personaje trascendente,
manifestando que “El dia en que mi pais se coloque
en la figura de Arnoldo Gabaldén como un paradigma
de trabajo, ese dia diré que el pais estda comenzando
a trabajar”.

Trabajador incansable, siempre en movimiento,
querido y respetado por sus estudiantes, por las comu-
nidades, tuvo la oportunidad de compartir con muchos

y muchas, en la cotidianidad y en la academia, una in-
tensa, plena y larga vida, arando el terreno fértil para
el conocimiento Util, en contexto con la realidad pro-
pia de nuestro pais. Podemos brevemente concentrar
su larga existencia recordandolo como el maestro, el
pintor, el comunista, el perseguido politico, el investi-
gador en enfermedades tropicales, el guerrillero com-
prometido en la lucha armada de los sesenta, preso
politico, exiliado, reconocido por la academia nacional
e internacional, amigo, investigador haciendo ciencia
con pertinencia social, el profesor universitario compro-
metido con las comunidades, el irreverente; en si un
humanista que deja un profundo rastro en la vida de
nuestro pais, la escuela scorciana.
jHasta siempre maestro Scorza!
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Breves en Ciencia y Tecnologia

Etica, calentamiento global y salud
Parte |

Ethics, global warming and health

Part |

CarLos AroNTE Msc. PHD.'

ACASO UNA INTRODUCCION.

Todavia tenemos en la memoria a esa nifia de 12
afnos llamada Severn Cullis-Suzuki que erguida fren-
te a los asistentes a la Cumbre de Medio Ambiente y
Desarrollo “The Earth Summit”, celebrada por la ONU
en Rio de Janeiro, Brasil, en 1992, pronuncié aquel
brillante y emotivo discurso que “silencioé a la Organi-
zacion de las Naciones Unidas (ONU)” . No quiero
hacer extractos del discurso, creo en la necesidad de
leerlo y releerlo completo en cada uno de esos mo-
mentos en que la mente errabunda tiene una oportu-
nidad y se detiene a reflexionar sobre el planeta que

habitamos:
Hola, soy Severn Suzuki y represento a ECO (Envi-
ronmental Children’s Organization). Somos un grupo
de nifios de 12 y 13 afios de Canada intentando lo-
grar un cambio: Vanessa Suttie, Morgan Geisler, Mi-

Tomamos seis conejos albinos y comprobamos que
los ojos de cada animal estan perfectamente sanos.
Luego, sujetando a uno de ellos firmemente, le sepa-
ramos ligeramente el parpado inferior del globo ocular
y le introducimos en ese hueco 100 miligramos de una
sustancia que deseamos comprobar. Mantenemos ce-
rrados sus parpados durante unos segundos y luego
los soltamos. Al dia siguiente comprobamos que sus
parpados estan hinchados, el iris dilatado, la cérnea
ulcerada, y el conejo ciego de ese ojo.

Helga Kuhse

chelle Quigg y yo. Recaudamos nosotros mismos el
dinero para venir aqui, a cinco mil millas, para decirles
a ustedes, adultos, que deben cambiar su forma de
actuar. Al venir aqui hoy, no tengo una Agenda. Lucho
por mi futuro.

Perder mi futuro no es como perder unas elecciones o
unos puntos en el mercado de valores. Estoy aqui para
hablar en nombre de todas las generaciones por venir.
Estoy aqui para hablar en defensa de los nifios ham-
brientos del mundo cuyos lloros siguen sin oirse. Es-
toy aqui para hablar por los incontables animales que
mueren en este planeta porque no les queda ninguin
lugar adonde ir. No podemos soportar no ser oidos.
Tengo miedo de tomar el sol debido a los agujeros en
la capa de ozono. Tengo miedo de respirar el aire por-
que no sé qué sustancias quimicas hay en él. Solia ir
a pescar en Vancouver, mi hogar, con mi padre, hasta
que hace unos afios encontramos un pez con cancer.
Y ahora oimos que los animales y las plantas se extin-
guen cada dia, y desaparecen para siempre.

1. Coordinador de Investigacion, Gerencia de Docencia e Investigacion, Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”. Correo: capontet2111@yahoo. fr
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Durante mi vida, he sofiado con ver las grandes ma-
nadas de animales salvajes y las junglas y bosques
repletos de pajaros y mariposas, pero ahora me pre-
gunto si existiran siquiera para que mis hijos los vean.
¢, Tuvieron que preguntarse ustedes estas cosas cuan-
do tenian mi edad?

Todo esto ocurre ante nuestros ojos, y seguimos ac-
tuando como si tuviéramos todo el tiempo que quisié-
ramos y todas las soluciones. Soy solo una nifia y no
tengo soluciones, pero quiero que se den cuenta: uste-
des tampoco las tienen.

No saben cémo arreglar los agujeros en nuestra capa
de ozono. No saben como devolver los salmones a
aguas no contaminadas. No saben como resucitar un
animal extinto. Y no pueden recuperar los bosques que
antes crecian donde ahora hay desiertos.

Si no saben cémo arreglarlo, por favor, dejen de es-
tropearlo.

Aqui, ustedes son seguramente delegados de gobier-
nos, gente de negocios, organizadores, reporteros o
politicos, pero en realidad son madres y padres, her-
manas y hermanos, tias y tios, y todos ustedes son
hijos.

AUn soy so6lo una nifia, y sé que todos somos parte de
una familia formada por cinco mil millones de miem-
bros, treinta millones de especies, y todos comparti-
mos el mismo aire, agua y tierra. Las fronteras y los
gobiernos nunca cambiaran eso.

AUn soy solo una nifa, y sé que todos estamos juntos
en esto, y debemos actuar como un Unico mundo tras
un unico objetivo.

Aunque estoy enfadada, no estoy ciega, y, aunque ten-
go miedo, no me asusta decirle al mundo como me
siento.

En mi pais derrochamos tanto... Compramos y des-
echamos, compramos y desechamos, y aun asi, los
paises del Norte no comparten con los necesitados.
Incluso teniendo mas que suficiente, tenemos miedo
de perder nuestras riquezas si las compartimos.

En Canada vivimos una vida privilegiada, plena de co-
mida, agua y proteccion. Tenemos relojes, bicicletas,
ordenadores y television.

Hace dos dias, aqui en Brasil, nos sorprendimos cuan-
do pasamos algun tiempo con unos nifios que viven en
la calle. Y uno de ellos nos dijo: “Desearia ser rico, y
si lo fuera, daria a todos los niflos de la calle comida,
ropa, medicinas, un hogar, amor y afecto”.

Si un nifio de la calle que no tiene nada esta deseoso
de compartir, j por qué nosotros, que lo tenemos todo,
somos tan codiciosos?

No puedo dejar de pensar que esos nifios tienen mi
edad, que el lugar donde naces marca una diferencia
tremenda. Yo podria ser uno de esos nifios que viven

en las favelas de Rio; podria ser un nifio muriéndose
de hambre en Somalia; un nifio victima de la guerra en
Oriente Medio, o un mendigo en la India.

Aun soy so6lo una nifia, y sé que si todo el dinero que
se gasta en guerras se utilizara para acabar con la po-
breza y buscar soluciones medioambientales, la Tierra
seria un lugar maravilloso.

En la escuela, incluso en el jardin de infancia, nos
ensefian a comportarnos en el mundo. Ustedes nos
ensefian a no pelear con otros, a arreglar las cosas, a
respetarnos, a enmendar nuestras acciones, a no herir
a otras criaturas, a compartir y a no ser codiciosos.
Entonces, ¢por qué fuera de casa se dedican a hacer
las cosas que nos dicen que no hagamos?

No olviden por qué asisten a estas conferencias: lo ha-
cen porque nosotros somos sus hijos. Estan decidien-
do el tipo de mundo en el que creceremos. Los padres
deberian poder confortar a sus hijos diciendo: “todo va
a salir bien”, “esto no es el fin del mundo” y “lo estamos
haciendo lo mejor que podemos”.

Pero no creo que puedan decirnos eso nunca mas.
¢ Estamos siquiera en su lista de prioridades? Mi padre
siempre dice: “Eres lo que haces, no lo que dices”.
Bueno, lo que ustedes hacen me hace llorar por las
noches. Ustedes, adultos, dicen que nos quieren. A us-
tedes los desafio: por favor, hagan que sus acciones
reflejen sus palabras. Gracias

En mi honesta opinion, este discurso tiene todo lo
que se necesita para una reflexion ética sobre lo hu-
mano y su relacion —en términos individuales y socia-
les- con el planeta que habita. Un discurso con catorce
afnos de diferencia respecto a la salida al mercado por
Paramount Home Entertainment del documental “Una
Verdad Incémoda” (An Inconvenient Truth) del ex vi-
cepresidente norteamericano Al Gore. Sin embargo, a
pesar de la inocencia infantil que para algunos tiene
el discurso de Severn Cullis-Suzuki, no por ello esta
exento de eso que reflexioné en algun escrito @ sobre
lo que es ética:

“Ethos” proviene precisamente de la voz griega que
significa costumbre y de la misma deriva la palabra
“Etica”. Pero este término “ethos” para algunos se
encuentra asociado a la personalidad moral. Asi, se
comienza a dilucidar el “ethos” en funcién de una
orientacion adquirida o asumida por el hombre frente a
una realidad dada. Para la ética la realidad se golpea
desde las preguntas de ;Qué es el bien? ;Qué es el
mal? ;Qué es virtud? ;Qué es felicidad? ;Qué es
la verdad? ; Qué es lo justo? Cuando la realidad que
nos impele a decidir sobre ella es de caracter bioldgico
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entonces toda la historia de simbolismo y trascenden-
cia de lo vivo nos arremete y nos cuestiona.

Interesante, que en esa misma gran conferencia

de las Naciones Unidas cuando Severn Cullis-Suzuki
nos cuestionaba desde la ética, el entonces presidente
de los Estados Unidos, George W. Bush, proclamaba
“Nuestro modo de vida no es negociable” ®.
Pero Severn Cullis-Suzuki es solo un punto. Un punto,
infinitamente pequefio, que reflexiona éticamente,
perdida en elinmenso mapa del Brasil de 1992. Vistoa 8
mil millones de afios luz de distancia, el mismo planeta
Tierra es “un diminuto grano de roca y de metal que
brilla débilmente gracias a la luz que refleja del Sol” @,
En 1990, a mas de 4.500.000.000 Km., y mas alla de la
orbita del planeta Neptuno, la sonda espacial Voyager
2 gird con sus dos cdmaras de television y la reflexion
realizada por Carl Sagan parece, hoy, inevitable:

“Mira ese punto. Eso es aqui. Eso es casa. Eso es no-
sotros. En él se encuentra todo aquel que amas, todo
aquel que conoces, todo aquel del que has oido ha-
blar, cada ser humano que existio, vivio sus vidas. La
suma de nuestra alegria y sufrimiento, miles de con-
fiadas religiones, ideologias y doctrinas econémicas,
cada cazador y recolector, cada héroe y cobarde, cada
creador y destructor de la civilizacion, cada rey y cada
campesino, cada joven pareja enamorada, cada ma-
dre y padre, cada esperanzado nifio, inventor y explo-
rador, cada maestro de moral, cada politico corrupto,
cada “superestrella”, cada “lider supremo”, cada santo
y pecador en la historia de nuestra especie vivié ahi —
en una mota de polvo suspendida en un rayo de luz
del sol. La Tierra no es mas que un pequefiisimo grano
que forma parte de una vasta arena césmica. Piensa
en los rios de sangre derramados por cientos de ge-
nerales y emperadores para conseguir la gloria y ser
los amos momentaneos de una fracciéon de un punto.
Piensa en las crueles visitas sin fin que los habitantes
de una esquina de éste pixel hiciera contra los ape-
nas distinguibles habitantes de alguna otra esquina.
La frecuencia de sus mal entendidos. La impaciencia
por matarse unos a otros. La generacion de fervientes
odios. Nuestras posturas, nuestra presuncion imagina-
da. La falsa ilusion que tenemos de tener un lugar privi-
legiado en el Universo, son desafiadas por éste palido
punto de luz, nuestro planeta. Es una mota solitaria en
la inmensa oscuridad césmica. En toda esta extensa
oscuridad, no hay ninguna pista que la ayuda vendra
de otra parte para salvarnos de nosotros mismos. (...)

Quizas no exista mayor demostracion de la locura de
la presuncion humana que esta imagen distante de
nuestro diminuto mundo. Para mi, recalca nuestra res-
ponsabilidad de compartir mas amablemente los unos
con los otros para preservar y cuidar ese puntito azul
palido, el tnico hogar que hemos conocido” ®

Toda reflexion ética que hagamos de aqui en ade-
lante debera supeditarse a esta categérica condicion
humana. Lo cual, Edgar Morin, ya destacaba, en su
libro Los siete saberes necesarios a la educacion del
futuro ®: la necesidad de que los problemas particula-
res fuesen planteados cada vez mas desde un contex-
to planetario. Morin lo expresa de la siguiente manera:

Habra que sefialar la complejidad de la crisis planeta-
ria que enmarca el siglo XX mostrando que todos los
humanos, confrontados desde ahora con los mismos
problemas de vida y muerte, viven en una misma co-
munidad de destino.

Es decir, estamos obligados a construir una ética
ambientalista, ecoldgica, de caracter planetario, cuyos
principios y fundamentos sean universalmente visuali-
zables por el género humano y validos desde la razén
misma, sin necesidad de apelar a referentes y autorida-
des exteriores al individuo y a la sociedad.

DE LA ETICA DEL “LOGOS” ECOLOGISTA.

Lo ético suele trascender la moral y las leyes, aun-
que en mucho estas se construyen sobre principios éti-
cos nacidos desde la reflexion, la razén. Ya, para Aris-
toteles, fundador de la ética, lo ético se fundamentaba
en el hecho de que todo ser, por naturaleza, tenderia
hacia un bien que le es propio, y dentro del cual encon-
traria su completitud. Es mas, interesantemente, aquel
bien de naturaleza humana sera producto de la activi-
dad del alma segun y conforme a la razén. Pero aclara
Aristételes, “Establezcamos que las disposiciones por
las cuales el alma posee la verdad cuando afirma o
niega algo son cinco, a saber, techné (poder practico),
epistéme (conocimiento cientifico), phrénesis (opinion
moral), sophia (sabiduria filoséfica), y nods (entendi-
miento intuitivo)” ™. Y concluye: “No es posible ser un
hombre de bien, en sentido estricto, sin prudencia, ni
prudente sin la virtud moral’ (Ibid). Y es a la pruden-
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cia que en ultima instancia recaeran los medios y los
caminos justos que conducen al bien ®. Hoy, las cinco
disposiciones del alma de las que habla Aristoteles es-
tan siendo interpeladas en el contexto de un planeta
en crisis.

Sin embargo, mucho antes que Aristoteles (384
— 324 a.C.), Thales de Mileto (hacia 624 — 546 a.C.),
Anaximandro (hacia 611 — 546 a.C.), Anaximenes (ha-
cia 585 — 525 a.C.) y Heraclito (hacia 550 — 480 a.C.)
sumergen el pensamiento mitico en la razén («Adyog»).
La Naturaleza se hace inteligible, racional ©. Pero sea-
mos precisos en lo que denominamos «Adyog». Admi-
tiendo el hecho de la dificultad de traduccién que tiene
este término, nos encontramos que el mismo posee
una pluralidad de significados que tienden a relacionar-
se entre si. Asi, tenemos: «A\dyog» como una imagen
que el entendimiento produce al entender un objeto (9,
razon de ser de las cosas, razonamiento, discurso, eva-
luacion, juicio, medida, pensamiento, argumento, expli-
cacion, necesidad, definicion e incluso ciencia @1,

Interesantemente, en Heraclito, este «Adyog» tie-
ne caracter legislador y, por tanto, tendra connotacio-
nes éticas ®. Ciertamente, el «Adyog» griego se en-
cuentra en la raiz misma de la palabra ecologia, lo cual,
en griego, tenemos «oikog» oikos, que significa “casa”,
“dominio”, y el «Adyog» ya conocido. Toda la multipli-
cidad de significados del «Aéyog» griego vertido en la
casa, en nosotros, en el palido punto de luz en el Uni-
verso, nuestro planeta. De alli que sea explicable que
en el nacleo mismo de las corrientes de pensamiento
ecologico militante y/o cientifico se comenzara a vis-
lumbrar la construccion de unos ciertos fundamentos,
nacidos de la reflexion, para el accionar y el vivir en
comun segun principios éticos: una ética de compromi-
so ecologista.

Del libro Silent spring (La Primavera Silenciosa) de
la zodloga, de Jhon Hopkins University, Rachel Louise
Carson a los movimientos de espiritu ambientalista, es-
pontaneos y necesarios de los afios setenta, se cons-
truye una ética de compromiso ecologista, a veces irre-
verente, irreflexiva, violenta. Violencia quizas nacida de
la misma violencia de los discursos de ética tecnocra-
tica y utilitarista; como aquella frase atribuida a Ronald
Reagan, entonces candidato a Gobernador del Estado
de California, y repetida, en 1966, en una reunién de
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la Western Word Products Association: «Un arbol es
un arbol. ;Cuantos arboles mas necesitas para mirar?
Visto uno, visto todos» 2. Ya, en 1972, éramos testi-
gos del surgimiento de grupos ecolégicos radicales; p.
ej. Earth Liberation Front (Frente de Liberacién de la
Tierra. Canada) que utilizaba el ecotaje o tacticas de
sabotaje econémico y guerrilleras, no necesariamente
violentas, que se fraguaban con intencién de detener
la explotacién y destruccion del medio ambiente natu-
ral®. En este punto, es interesante recordar las pala-
bras del fildsofo Santiago Alba Rico (4

Es muy dificil convencer a un hombre que no ha arado
sus laderas, que no ha dibujado sus contornos, que no
ha descrito sus cimas en un poema, que no adora a
ningun dios en sus cavernas, que no ha cazado entre
sus arbustos, que ni siquiera ha escalado sus abismos;
es muy dificil convencer a un hombre asi de que es
importante conservar las colinas y las montafias. Lo
mismo ocurre con los bosques, los rios, los animales
y los cuerpos en general. Lo mismo ocurre con la Na-
turaleza en su conjunto. Cuando las campafas ecolo-
gistas insisten con todo fundamento en que debe inte-
resarnos la defensa del medio, pues de ella depende
nuestra propia supervivencia, declaran ya perdida la
batalla: no sélo es dificil demostrar a un trabajador del
sector servicios de Madrid o a un parado urbano de
Roma (o a un universitario de La Habana) su depen-
dencia interesada respecto de la tierra y sus recursos
sino que ademas es dudoso que los humanos operen
solo o sobre todo por interés; o que defiendan sélo o
sobre todo lo que asegura y facilita su supervivencia.

También la ecologia politica ha entrado a la es-
cena. Hoy, los partidos verdes constituyen una fuerza
electoral sin precedentes en la historia, particularmente
en los denominados paises desarrollados, los cuales
habian soportaban los severos impactos de los habitos
de sobreproduccion, sobreexplotacion de recursos na-
turales y estilos de vida excesivamente consumistas'®.
Su estructuracion fue parte de la conjuncion de una
oportunidad histérica (aparicién de fuertes movimientos
ecologistas, sensibilizacion de la opinién publica ante
el tema ambiental, conciencia colectiva para la protec-
cion del medio ambiente, aparicidon y fortalecimiento
de organizaciones no gubernamentales asociadas a la
proteccion de la Naturaleza) con la inevitable evolucion
de las ideas ambientalistas que se produce hacia fina-
les del siglo XX. De la ecologia natural a la ecologia
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politica s6lo hay un paso. Pues, la ecologia natural,
debera triangular para su estudio a los individuos de
una misma especie (en nuestro caso, la especie hu-
mana), con la actividad organizada de dicha especie
y el manejo que hace de su medio ambiente (9. Por
lo tanto, si consideramos solo una relacion triangular
predador-presa-medio ambiente, la especie humana
es, para con respecto a la presa y al medioambiente, el
superpredador por excelencia. EI hombre deviene en
otra especie: Homo consumericus, turboconsumidor,
desatado, movil y flexible... ®). Pero la esperanza se
cierne, también, en el hecho de que el Homo sapiens
€s una especie bioldgica, psicoldgica, social, politica y
como lo dijera Aristoteles ('7;

Si el hombre es infinitamente mas sociable que las
abejas y que todos los demas animales que viven en
grey, es evidentemente, como he dicho muchas veces,
porque la naturaleza no hace nada en vano. Pues bien,
ella concede la palabra al hombre exclusivamente. Es
verdad que la voz puede realmente expresar la ale-
gria y el dolor, y asi no les falta a los demas animales,
porque su organizacion les permite sentir estas dos
afecciones y comunicarselas entre si; pero la palabra
ha sido concedida para expresar el bien y el mal, v,
por consiguiente, lo justo y lo injusto, y el hombre tiene
esto de especial entre todos los animales: que soélo él
percibe el bien y el mal, lo justo y lo injusto y todos los
sentimientos del mismo orden cuya asociacion consti-
tuye precisamente la familia y el Estado.

Y continla mas adelante,

La naturaleza arrastra, pues, instintivamente a todos
los hombres a la asociacion politica. El primero que la
instituyd hizo un inmenso servicio, porque el hombre,
que cuando ha alcanzado toda la perfeccién posible es
el primero de los animales, es el ultimo cuando vive sin
leyes y sin justicia. En efecto, nada hay mas monstruo-
so que la injusticia armada. El hombre ha recibido de
la naturaleza las armas de la sabiduria y de la virtud,
que debe emplear sobre todo para combatir las malas
pasiones. Sin la virtud es el ser mas perverso y mas
feroz, porque sélo tiene los arrebatos brutales del amor
y del hambre. La justicia es una necesidad social, por-
que el derecho es la regla de vida para la asociacion
politica, y la decision de lo justo es lo que constituye
el derecho

La Naturaleza tendra que devenir en un objeto del

Derecho...
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Herramientas bioinformaticas para el analisis
de secuencias en el Instituto Nacional
de Higiene “Rafael Rangel”

Bioinformatic tools for sequence analysis at Instituto Nacional
de Higiene “Rafael Rangel”

CARMEN D GonzALEz L', CarLA P CasTiLLo D', Giovanny AncioLiLLo RY,
Davip J FERNANDEZ S, AscaNio RoJas A2,

Avances en las tecnologias de secuenciacién de
acidos nucleicos ha incrementado sustancialmente
la cantidad de datos que se generan del estudio de
genomas completos o por regiones, datos que debe-
ran ser analizados haciendo usos de herramientas
computacionales enfocadas en ciencias bioldgicas,
revalorizando el alcance de la bioinformatica. El Ins-
tituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH,
por sus siglas en inglés) define a la bioinformatica
como la investigacién, desarrollo o aplicacion de he-
rramientas computacionales con el fin de difundir el
uso de datos biolégicos, médicos, conductuales o de
salud, incluyendo aquellas herramientas utilizadas
para adquirir, almacenar, organizar, archivar, anali-
zar y visualizar dichos datos ™. Por lo tanto, la bioin-
formatica es esencial para la gestion de datos en la
biologia moderna.

Uno de los primeros acercamientos a la bioinforma-
tica surge en los afios 60 con Margaret Dayhoff, quien
transformé las secuencias de datos dispersas en la lite-
ratura impresa en una coleccion computarizada. Dayho-
ff, junto con Richard Eck, publicaron en 1965 una com-
pilacion de secuencias de aminoacidos, con el nombre
de Atlas of Protein Structure and Sequence, como resul-
tado de recolectar, comparar y analizarlas computacio-
nalmente, cuyo fin era producir conocimiento sobre la
estructura, funcién y evolucion de las proteinas @. Atlas,
también los llevo a pensar sobre la mejor forma de mani-
pular secuencias usando computacion, lo que conllevo a
adoptar la anotacién de una letra para aminoacidos y no
el cédigo usual de tres letras, con el objetivo de reducir
espacio en la memoria del computador @,

Las bases de datos como las conocemos hoy en
dia fueron creadas basandose en el modelo de Atlas,

1 Division de Biotecnologia y Desarrollo, Gerencia Sectorial de Produccién, Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”. Caracas, Venezuela. Teléfono:

+582122191715. Correo: carmen.gonzalez@inhrr.gob.ve

2 Centro Nacional de Calculo Cientifico de la Universidad de Los Andes (CeCalCULA). Mérida, Venezuela.
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tal es el caso de Protein Data Bank (PDB) para estruc-
tura de moléculas bioldgicas y GenBank para secuen-
cias de ADN y proteinas. Estas se han convertido en
herramientas esenciales en investigacion @,

HERRAMIENTAS PARA ANALISIS DE SECUENCIAS

El analisis de secuencias incluye busqueda en las
bases de datos, alineamiento de secuencias, descu-
brimiento de motivos y patrones en proteinas, predic-
cion de genes y regiones promotoras, regulacion, re-
construccion de relaciones evolutivas, ensamblaje de
genomas y su comparacion ©@. Es por ello que existen
diversas bases de datos bioldgicas y herramientas gra-
tuitas que permiten buscar, visualizar, editar y analizar
secuencias de nucledétidos y aminoacidos.

Bases de Datos Bioldgicas

Una base de datos es un archivo computarizado
usado para almacenar y organizar la informacién en
registros estructurados, de manera que pueda ser re-
cuperada facilmente a través de diferentes criterios de
busqueda. Para recuperar la informacién de un regis-
tro, conocido también como entry, el usuario especifica
una parte particular de la informacion, con lo cual se
recupera el registro completo de la data ©.

Actualmente, existen numerosas bases de datos
biolégicas disponibles en la Web. Una de las primeras
bases de datos creadas fue Protein Data Bank (PDB;
http://www.rcsb.org/pdb), en el afio 1971, donde se
encuentra depositada la informacién de estructuras
tridimensionales de moléculas bioldgicas, incluyendo
proteinas y acidos nucleicos, determinadas mediante
cristalografia de rayos X o resonancia magnética nu-
clear. El entendimiento de la forma de estas moléculas
permite deducir el rol de las mismas en enfermedades,
asi como pueden ser utilizadas para el desarrollo de
farmacos “.

Asimismo, en se crea GenBank en el LANL (Los
Alamos, NM) (http://www.ncbi.nIm.nih.gov), siendo
esta una base de datos publica de secuencias de nu-
cledtidos, bibliografia de apoyo y anotacion biologica
y a partir de 1992 es mantenida por el National Cen-
ter for Biotechnology Information (NCBI), el cual forma
parte del NIH ®. GenBank es hoy en dia una de las
colecciones mas completas de datos y anotaciones de

secuencias nucleotidicas de una gran cantidad de or-
ganismos. El contenido incluye ADN, ARN mensajero
(ARNm), ADN complementario (ADNc), marcadores de
secuencia expresada (EST, por sus siglas en inglés) y
datos crudos de secuencias realizadas masivamente
©), Estos son solo dos ejemplos de las numerosas ba-
ses de datos bioldgicas que existen actualmente.

Programas y servicios para alineamiento, edicion y
andlisis de secuencias

El alineamiento de secuencias es uno de los pa-
sos criticos al realizar analisis filogenético, debido a
que a partir de ellos se realizan muchas inferencias
biolégicas, llegando incluso a la inferencia evolutiva y
filogenética. Al comparar secuencias en un alineamien-
to se pueden identificar patrones de identidad, regio-
nes conservadas o variables. Por ejemplo, la variacion
entre secuencias puede reflejar los cambios ocurridos
por evolucion, en la forma de sustituciones, inserciones
o deleciones ©. Existe una gran variedad de modelos
computaciones para inferir la comparacion de secuen-
cias, T-Coffee, Clustal Omega, MUSCLE, entre mu-
chos otros, muchos de los cuales tienen interfaz Web
o portales, que permite llevar a cabo el alineamiento
remotamente, un ejemplo de ello es el European Bioin-
formatics Institute (EMBL-EBI; http://www.ebi.ac.uk/),
que provee datos y servicios bioinformaticos de mane-
ra gratuita con el fin de contribuir en el entendimiento
de los procesos bioldgicos ©.

Bioinformatica en el Instituto Nacional de Higiene
“Rafael Rangel”

En Venezuela, el Centro Nacional de Calculo Cien-
tifico de la Universidad de Los Andes (CeCalCULA) im-
parte talleres sobre bioinformatica, siendo uno de ellos
el Taller de Herramientas para Analisis de Secuencias
(THAS) desde el afio 1998 en la ciudad de Mérida y
desde el 2014 se dicta en las instalaciones del Institu-
to Nacional de Higiene “Rafael Rangel” (INHRR), con
el apoyo de la Divisién de Biotecnologia y Desarrollo
adscrita a la Gerencia Sectorial de Produccioén, con el
objetivo de actualizar conceptos en biologia molecular
y entrenar a los profesionales e investigadores que ha-
cen vida en la Institucién en el empleo de herramien-
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tas bioinformaticas para el tratamiento, organizacion,
visualizacion, analisis e interpretacion de secuencias
de acidos nucleicos y proteinas.

El Unico requisito para realizar el THAS es que los
participantes tengan conocimientos basicos en genéti-
ca, biologia molecular y en el uso del computador como
herramienta de trabajo. Actualmente, en el INHRR han
participado mas de 40 profesionales entre bidlogos,
bioanalistas y farmacéuticos, pertenecientes a las dis-
tintas areas sustantivas de la institucion.

El THAS se enfoca en la busqueda de informacion
y de secuencias en las bases de datos del NCBI; en los
servicios para alineamiento multiples de secuencias a
través de MUSCLE y Clustal Omega de EMBL-EBI; en
el uso de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
para encontrar regiones de similitud entre secuencias
y en el manejo de algunos programas disponibles de
forma gratuita como el BioEdit/ Ugene para la edi-
cion, manipulacion, ensamblaje y analisis de secuen-
cias de acidos nucleicos y aminoacidos . Asimismo,
en el THAS se ensefia el disefio de oligos (primers)
para una secuencia de interés utilizando el programa
Oligo Explorer/ Primer-Blast, mediante el calculo de
la temperatura de melting (Tm), determinacion del con-
tenido de GC, bucles y dimeros de oligos, entre otros.
Por ultimo, en el Taller se introduce al participante en
el establecimiento de relaciones evolutivas y la cons-
truccion de arboles filogenéticos mediante el empleo
del programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(MEGA) y conceptos basicos de genética de poblacio-
nes con DNAsp.

APLICACIONES DE LA BIOINFORMATICA

La bioinformatica tiene un papel central en mu-
chas areas de la investigacion en biologia, como en
genomica, especificamente secuenciacion de geno-
mas, mapeo, anotacién y comparacion de genomas.
Es esencial para protedmica, permitiendo el analisis de
secuencias de proteinas con el fin de determinar moti-
vos funcionales, para la determinacion de estructura de
proteinas, interacciones proteina-proteina, entre otras.
Asimismo, permite el descubrimiento de marcadores
moleculares, como polimorfismos de un solo nucleé-
tido (SNP), asi como forma parte de los estudios de
evolucion y filogenia ®.
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Esta versatilidad de la bioinformatica ha permitido
que hoy en dia sea usada para el disefio de nuevos
medicamentos y analisis forenses. En el caso del di-
sefio de nuevos medicamentos, los estudios de inte-
racciones proteina-ligando proveen las bases para la
identificacion de nuevos sitios de accion para medica-
mentos sintéticos, asimismo, conocer las estructuras
tridimensionales de proteinas permite el disefio de mo-
Iéculas que puedan unirse a un receptor de una protei-
na blanco con alta especificidad y afinidad ©.

Por otra parte, la bioinformatica es de vital impor-
tancia en la secuenciacion de ADN ayudando a identifi-
car la informacion de importancia biolodgica, de manera
de tener un mejor entendimiento de los organismos.
Por ejemplo, la bioinformatica en el campo de la biotec-
nologia de microorganismos se emplea de diferentes
formas: analizando computacionalmente la data prove-
niente de experimentos, secuenciaciéon de genomas,
determinacion de la funcion de genes, construccion de
arboles filogenéticos, identificacion de segmentos que
codifican a proteinas, entre otras ©.

Cuenta también con aplicaciones a nivel médico
y clinico, ayudando a determinar reacciones adversas
de medicamentos en individuos, y podria ser usada en
la medicina personalizada, donde se individualiza un
tratamiento a partir de la informacion genética (9.

Es por ello que no solo es necesaria la data prove-
niente de los experimentos de gendémica o protedmica,
sino también personas formadas en esta area, capa-
ces de interpretar dicha informacién. Este es el objetivo
primordial de realizar los talleres bioinformatica, como
el THAS en el INHRR.
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¢ Por qué el Problema de investigacion?

Why the research problem?

GERARDO J. BAucke!

Cuando se tiene la intencion de realizar una in-
vestigacion, lo primero que debemos considerar, es
el tema en el cual queremos hacer la investigacion;
de manera tal que al consultar la bibliografia, la opi-
nion de expertos y la revision de articulos cientificos,
nos proporcionen ideas mucho mas clara de la que
podamos tener al momento de seleccionar el tema.
Adicionalmente, el hecho de agrupar, conjugar y or-
ganizar toda la informacién que es de utilidad, nos
va a conllevar a la base fundamental de toda inves-
tigacién, como lo es, la Formulacién del Problema.

Previamente, consideremos algunos ejemplos
de la cotidianidad, para ilustrar el porqué del Proble-
ma de Investigacion: cuando se nos presenta en la
casa donde vivimos, una situacion como la siguien-
te: al enchufar dos artefactos eléctricos en una mis-
ma toma de corriente, y observamos que al ponerlas
a funcionar simultdneamente, se “baja” un break,
inmediatamente nos damos cuenta de que hay un
problema, y nos preguntamos ¢,Qué paso6? ¢ Por qué
se interrumpio la corriente? ;Se dafié uno de los ar-
tefactos?; es decir observamos un acontecimiento y
por esta razén surgen las interrogantes, las cuales
son las posibles causas del problema. Asi mismo,

si algun miembro de la familia, presenta sintomas de
algun malestar, le preguntamos ¢;Qué te pasa? Don-
de te duele? ; Estas mareado? s Puedes caminar?; esto
es, que observamos ese acontecimiento como un pro-
blema de salud que presenta la persona, y dada esa
situacion nos formulamos las preguntas, asumiendo las
posibles causas del malestar que presenta, y debemos
buscarle respuestas a esa preguntas, para dar asi, una
solucion al problema.

Volviendo a la pregunta de ¢Por qué el problema
de investigacion?, con base a esos dos ejemplos senci-
llos con los que ilustramos una determinada situacion,
nos damos cuenta que es necesario que planteemos el
problema, para saber qué es lo que vamos a investigar.

Por su puesto, que el planteamiento del problema
no resulta algo tan simple y tan sencillo, como los ejem-
plos anteriores, pero estos si nos ilustran el por qué
plantearlo. Nos deja ver que se presenta una situacion,
producto de lo que observamos, a la cual debemos dar
una solucion, y la misma debe estar basada en las inte-
rrogantes que surgen de la situacién observada.

Podemos resumir esta situacion mediante una re-
presentacion grafica, como sigue:

1 Profesor Jubilado de Estadistica y Metodologia de la investigacion. Escuela de Nutricion y Dietética. Facultad de Medicina. Universidad Central de Vene-

zuela. Correo: gbauce@hotmail.com Telf. 0416-4154859

1 Retired teacher of statistics and research methodology. School of Nutrition and Dietetics. Faculty of Medicine. Central University of Venezuela. E-mail:

gbauce@hotmail.com Phone: 0416-4154859
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*Opinion de expertos
*Revision de articulos
cientificos

*Definicion de

> Formulacion variables
-gt;lsizgv:mon de la de *Metodologia
interrogantes *Resultados
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Planteamiento Propuesta de
del Variables que intervienen una solucién
Problema Recomendaciones

Figura 1. Esquema del planteamiento del problema

Como podemos observar, en la figura anterior,
se visualiza que para llegar al planteamiento del pro-
blema, es necesario que se consulte la opinién de los
expertos en el tema en el cual estamos interesados in-
sertar la investigacion, revisar la bibliografia, asi como
las publicaciones de articulos relacionados con el tema
a investigar; al respecto, Hernandez (2010) , afirma
que “ las experiencias individuales, materiales escritos,
materiales audiovisuales, ...” constituyen fuentes para
generar ideas de investigacion. Asi mismo, el observar
la realidad de los hechos o acontecimientos que tienen
que ver con lo que vamos a investigar, para asi dispo-
ner de un bagaje de informacién util, para el plantea-
miento del problema.

Sin embargo, ocurre que al principio, la persona
tiene una idea no muy clara de lo que quiere investigar,
y cuando consulta a los expertos, revisa materiales,
(impresos o audiovisuales) e indaga sobre anteceden-
tes del problema, consigue la informacién que necesita
para amplir su idea y por consiguiente profundiza en
el area de estudio donde se enmarca su idea, logra

asi conocer mas acerca del tema a investigar y ello le
facilita formular el planteamiento.

Aunado a ello, se debe evitar caer en el error de
“enunciar una tematica demasiado amplia y genérica
que no permita apreciar con claridad cual es el area
problematica concreta que se piensa investigar” (Ra-
mirez, 1999 p 49) @,

Demas esta decir, que es importante la disposicion
que tenga la persona que va a llevar a cabo la investi-
gacion, el conocimiento previo del tema, de ser posible,
contar o tener a su disposicién algunos colaboradores,
solicitar el financiamiento necesario y los demas recur-
sos ineludibles para cumplir con su cometido; asi como
tener presente el aspecto ético que involucra toda in-
vestigacion, tal como lo sefala la Declaracion de Hel-
sinki @)

Cuando ya se esta seguro que el tema selecciona-
do para ser investigado, y que nuestro interés reside en
querer buscar una solucion a lo que vamos a investigar
como un problema, es el momento para sentarse pau-
sadamente y proceder a redactar lo que va a constituir
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el Problema a investigar y en consecuencia proceder a
la redaccioén del Planteamiento del Problema.

Ahora bien, es importante tener en cuenta lo que
afirma Pérez Leal ¥, que para poder elaborar el proble-
ma, es necesario identificar: a) el problema, b) las con-
secuencias y c) las posibles causas de ese problema.

Identificar el problema, puede conllevar a describir
la situacion en la que estamos interesados en inves-
tigar, nos obliga a responder algunas interrogantes:
¢ Qué? Es lo que esta sucediendo, ¢Cual? Es la pro-
blematica que esta ocurriendo o cuales son los factores
que estan provocando la situacion y se constituyen en
puntos criticos para el desarrollo l6gico del fenémeno
0 proceso y el desempefio adecuado de cada uno de
los elementos que intervienen en dicho fendmeno o
proceso; ¢ Como? Puede ser mejorada o modificada la
situacion actual (esto nos podria llevar a la formulacion
de hipotesis de investigacion); ¢ Por qué? ©

Debe ser estudiada la situacion (esto se constituira
en lo que se denomina la justificacion del problema),
si realmente merece que se estudie y por lo tanto sea
un problema de investigacion (cientifica), debido a que
es posible sefialar los beneficios (las consecuencias)
que se obtendran al concluir la investigacion, asi como
las mejoras que se incorporaran (o los cambios que se
haran) para mejorar la situacién planteada.

Con toda la informacion recopilada y el material
revisado, se inicia ese proceso, que es de mucha im-
portancia para el buen desarrollo de la investigacion,
por supuesto que estamos en presencia de tomar una
decisién clave, y es cuando procedemos a organizar
todas esas ideas, toda la informacion y material dispo-
nible para escribir el Planteamiento.

Este paso, es imprescindible, ya que de la buena
formulacion del Planteamiento del Problema, va a de-
pender todo el proceso de investigacion, dado que de
alli deben surgir, las variables, los objetivos, las hipé-
tesis, etc.

Por ejemplo, autores como Kerlinger (2000) ©, es-
tablecen algunos criterios para plantear el problema de
investigacion, a saber:

*  “El problema debe expresar una relacion entre dos

0 mas variables, principalmente en las investiga-

ciones cuantitativas,
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v El problema debe ser formulado con claridad,
como por ejemplo al expresar la relacion entre dos
variables, ¢De qué manera la variable X afecta a
la variable Y? ;Cudl es la relacion entre las varia-
bles X e Y?,

v Al plantear un problema, este debe implicar la posi-
bilidad de realizar una prueba empirica o implicar la
recoleccion de datos, si se trata de realizar investi-
gacion cuantitativa o cualitativa, respectivamente.

v Ademas, el planteamiento del problema, lleva im-
plicito el hecho de que el analisis de los datos sea
observable y medibles, en el caso de investigacion
cuantitativa”.

Podemos apreciar, que el planteamiento del pro-
blema se circunscribe a una o varias preguntas; sin
embargo lo que se propone en este articulo, es la nece-
sidad de hacer previamente un pequefio relato o des-
cripcion de lo que vemos como un problema de investi-
gacion, esto es, narrar una situacion que hemos venido
observando y que de acuerdo con el conocimiento que
tenemos acerca del tema seleccionado, de la consultas
hecha a los expertos y la revisién de los articulos cien-
tificos, dicha narracion nos va a llevar a formular las
interrogantes, que no son mas que las posibles causas
del problema o los factores que intervienen en el mis-
mo, y a las cuales le queremos dar respuestas, como
posible solucién al problema planteado.

Como contrapartida, tenemos otro punto de vista,
en lo relativo al planteamiento, es asi que Carrasco
(2009) ™, manifiesta otras consideraciones para plan-
tear el problema de investigacion:

. “Primero se debe tener un conocimiento amplio y
objetivo acerca del tema; es decir, conocer c6mo
se manifiesta el problema de investigacion y como
afecta al contexto social, dicho de otro modo,
como ha surgido y ha evolucionado.

. Seguidamente, considera que la formulacion, la
cual es parte del planteamiento del problema,
debe hacerse en forma de preguntas, esto es, que
aun cuando se puede formular el problema afirma-
tivamente, resulta conveniente hacerlo en forma
interrogativa, puesto que de esta manera, expresa
mayor viabilidad metodolbgica.
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*  Igualmente considera que es recomendable incluir
la justificacion del estudio en el planteamiento del
problema. Dado que la justificacion en una inves-
tigacion proporciona los fundamentos del estudio,
es decir, el por qué? de la investigacion. Ademas,
debe tenerse en cuenta que este punto constituye
un elemento de consistencia y de motivacion para
el investigador.

. Otro aspecto que debe tomarse en cuenta, es el
relativo a la delimitacion; el cual permite que en la
investigacion se pueda prescindir de ambiglieda-
des respecto al tiempo, espacio y marco tedrico, lo
cual conlleva a un uso mas eficiente de los recur-
sos disponibles.

. Por dltimo, considera que los elementos facticos
y metodolégicos que conforman el planteamiento
del problema de investigacion, debe guardar rela-
cion y coherencia entre si”.

Al comparar los criterios considerados por los dos
autores citados, se tiene que se debe comenzar por
tener claro cual es el tema a investigar, debe ser ex-
presado en forma interrogativa, implica la realizacion

de una prueba empirica (observable y medible), justifi-
carlo, lo que explica el ¢ por qué?, delimitarse (hacerlo
viable y ver su alcance) y los elementos deben ser co-
herentes entre si.

Igualmente, ha de tenerse en cuenta que la com-
probacion empirica significa que se obtenga evidencia
respecto a la relacion que estipula el problema ., pues-
to que el fin fundamental de un problema de investiga-
cion es buscar una respuesta a las interrogantes, para
asi dar solucién al problema planteado ©7.

Con base a todos estos elementos, que debe con-
tener el Planteamiento del Problema, es posible llegar
a la siguiente definicion:

El Planteamiento del problema, consiste en ex-
presar en forma coherente, precisa y concisa, una si-
tuacion de un fenémeno observado de la realidad, me-
diante la formulacién de unos objetivos, el desarrollo
de las correspondientes preguntas de investigacion;
asi como, la justificacioén, la delimitacion y la viabilidad
del mismo.

Se puede presentar en forma esquematica, de
acuerdo a la siguiente figura:

Implica
Criterios afinar
Ideas
Delimitar el Objetivos Consiste en
problema Preguntas estructurar mas

Relacionar las

variables o
Viavilidad

Formular o '

preguntas Deficiencias en

el conocimiento
del problema

Que sea medible
u observable

Justificacion

formalmente la
idea inicial de la
investigacion.

Se describe
detalladamente lo
que se considera
como problema de
investigacion

Figura 2. Criterios y elementos del problema.
Adaptado de Hernandez, Fernandez y Baptista. Metodologia de investigaciéon, 2010
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Se puede afirmar que resulta imprescindible saber

que “el problema es el punto de partida y fundamento
de todo disefio de investigacion” ©®); de igual forma si el
problema es formulado en forma correcta y clara, hara
que la investigacion sea coherente y viable ©).
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Memorias de las XXXIX Jornadas Cientificas
“Dr. José Vicente Scorza”, 2016 del
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”

Memoirs of the XXXIX Scientific Meeting “Dr. José Vicente Scorza”, 2016 in the National
Institute of Hygiene “Rafael Rangel”

Las Jornadas Cientificas del 2016 realizadas en el marco del 78 Aniversario del Instituto Nacional de Higiene
“Rafael Rangel” conté con la participacion activa de trabajadores y profesionales de ciencias de la salud de la Insti-
tucion y de otras instituciones cientificas, académicas y de servicios del sector salud. Se presentaron 67 ponencias
y 32 posters de trabajos de investigacion y de divulgacion cientifica. Los pésters fueron evaluados por un jurado
calificador. Las premiaciones otorgadas fueron las siguientes:

Premiaciones de Pésters Cientificos:

1er. Premio: Primera deteccion del Virus Influenza B Linaje Victoria en Venezuela, Afio 2016.

Moncada M, Tovar C, Colmenares L

Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”. Gerencia Sectorial de Diagndstico y Vigilancia Epidemioldgica.
Laboratorio de Aislamiento Viral.

2do. Premio: Evidencia de transmision vertical del Virus Zika, Venezuela, Febrero-Mayo 2016.

Ruiz Y, Arteaga D, Tovar C, Ladera M, Moreno A, Chacén P.

Gerencia Sectorial de Diagndstico y Vigilancia Epidemiologica. Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”.
3er Premio: Efectos Farmacodinamico in vivo del Letrozole en la Ciclicidad estral, peso corporal, peso de ovarios
— uteros y morfologia ovarica en ratas.

Segovia-Viloria Ofelia' Canelén Ana Gabriela ' Ramirez Diana'; Suniaga Emilio? y Selgrad Stefan 2.

Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”. Gerencia Sectorial de Registro y Control, Departamento de Farma-
cotoxicologia®. Gerencia Sectorial de Producciéon — Departamento de Patologia?

Premiacion de Pésters de Divulgacion Cientifica:

Premio Unico:

Determinacién de sustancias no declaradas en productos naturales sin registro sanitario indicados como potencia-
dores sexuales y los riesgos asociados al uso en la poblacién.

Barraza Diaz El, Ibarz MT, Macero Sequera JM'

1. Gerencia Sectorial de Registro y Control, Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”.
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Presentamos la programacion cientifica de estas jornadas y los resumenes de los pdsters.

Fecha Ponencia Expositor Responsable
APERTURA DE LA JORNADA ANIVERSARIA
Gerencia de Recursos Humanos
Lunes Lic. Esmirin Cordoba
Semblanza “Dr. José Vicente Scorza”
17-10-2016 Dra. Palmira Guevara Lic. Sonia Aponcio
JORNADA DE LA GERENCIA SECTORIAL DE REGISTRO Y CONTROL
Conformacion de voluntarios de las .
. o Ftco. Emily Barraza
jornadas sanitarias
Earticulas visibles y subvisibles en Ftco. Valentina Fernandez
inyectables
Lic. Farilyn Vivas
Método de Perfusion In Situ para el
Analisis de Absorcién de Drogas Fcto. Ana Canelén
Nanotecnologia en Cosméticos
Ftco. Eyra Manzanares Gerencia Sectorial de Registro
Martes Control
Lic. Anabel Bandes y
18-10-2016 Manejo por parte del INH'RR” del brote

ocasionado por
amarga

el consumo de yuca

Ftco. Patricia Oropeza

Cultivo Celular en 3D

Dr. Michael Mijares

Fcta. Suraima Rodriguez
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JORNADAS DE BIOTECNOLOGIA

Miércoles

19-10-2016

Introduccion a Galaxy

(Videoconferencia)

Lcdo. Ascanio Rojas

(CeCalCULA-ULA)

La Mineria de Textos en la Investigacion
Biomédica

Dr. Gustavo Bruges

(Ivic)

Pasos en el Andlisis de Datos Gendmicos
(Videoconferencia)

Dr. Alejandro Reyes

(Universidad de los Andes,
Colombia)

Ensamblaje y Anotacién de Genomas

Lcdo. Rafael Puche
(IVIC)

Gerencia de Produccion.
Division de Biotecnologia

Dra. Carmen D. Gonzalez
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SIMPOSIO: RETOS ACTUALES DE LA MICOLOGIA MEDICA VENEZOLANA

Viernes

21-10-2016

Pensar en Hongos: Puerta de Entrada al
Diagnéstico Micoldgico

Dra. Jocays Caldera

(HUC)

Micosis Superficiales. Enfermedades Sub-
estimadas

Lcda. Annete Gutiérrez
(Hospital Militar

“Dr. Carlos Arvelo”)

Problematica de las Micosis Endémicas
de Venezuela

Lcda. Karla Gonzalez

(Hospital “Dr. José Maria
Vargas”)

Enfermedades Fungicas Invasoras. ¢Un
problema de Salud Publica?

Lcda. Maria A. Andrade

(Clinica Sanitas)

Candida auris

MSc. Maribel Dolante

Abordaje Molecular del Diagnoéstico
Micolbgico

Lcda. Emilia Urdaneta

(Clinica El Avila)

Hitos historicos del Postgrado de
Micologia Médica del INHRR

Dra. Vera Reviakina

(INHRR)

Especializacion en Micologia Médica:
Retos

MSc. Maria M. Panizo

(INHRR)

Gerencia Sectorial de
Diagnostico y Vigilancia
Epidemioldgica.

Dpto. de Micologia

MSc. Mercedes Panizo

88




Memorias de las XXXIX Jornadas Cientificas “Dr. José Vicente Scorza”, 2016 del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”.
Rev. Inst. Nac. Hig. “Rafael Rangel”, 2016; 47(1-2); 85-94.

SIMPOSIO:

ENFERMEDADES INFECCIOSAS “UNA NUEVA ERA EN EL DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO”

Salmonelosis. Historia y situacién Actual

MSc. Carmen Isaura Ugarte

(INHRR)

Impacto Epidemiologico de la
Identificacion Molecular de los Complejos
Cryptococcus neoformans y gattii

Lcdo. Giuseppe Ferrara

(INHRR)

Encefalitis Equina.

Dra. Gladys Medina

(INIA)

Micobacterias Atipicas “Lo que debemos
saber”

Lcdo. Jesus Vielma

Identificacion Polifasica de Hongos de
Importancia Médica.

MSc. Maria M. Panizo

(INHRR)

La Ruta de Propagacion del VIH por el
Mundo.

MSc. Pierina D"Angelo

(INHRR)

Una nueva era microbioldgica usando el
sistema CRISPR/Cas9

Dra. Maria Eugenia Cavazza

(Biomedicina)

Difteria

Lcda. Nuris Salgado

(INHRR)

Sabado

22-10-2016

Vigilancia de Diarreas Agudas de
Etiologia Viral en el marco del Plan de
Accion Global para la Erradicacion de la
Poliomielitis

Dr. José Zerpa

(UDO, Nucleo Anzoategui)

Red de Laboratorios de Salud de Publica:
Avances

Lcda. Damarys Sanchez
(INHRR)

Gerencia Sectorial de
Diagnéstico y Vigilancia
Epidemioldgica

Lcda. Lieska Rodriguez

Lcda. Damarys Sanchez

89



Memorias de las XXXIX Jornadas Cientificas “Dr. José Vicente Scorza”, 2016 del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”.
Rev. Inst. Nac. Hig. “Rafael Rangel”, 2016; 47(1-2); 85-94.

JORNADA DE LA GERENCIA DE PRODUCCION Y SERVICIOS BASICOS

Lunes

Etapas para Produccion de Agua
Purificada e Inyectable

Ing. Pedro Padrén

(INHRR)
Histotecnologia en el Desarrollo Ledo. Emilio Suniaga
Epistémico de Bioterio (INHRR)

Contaminantes Microbioldgicos de Lineas
Celulares

Lcdo. Maybeling Junco

(INHRR)

Biomodelo en el Diagnéstico de Encefalitis
Equina

Dra. Gladys Medina

Gerencia de Produccion.

Dpto. del Bioterio

(INIA)
24-10-2016 i Dr. Manuel Moya
Seguridad y Salud Laboral Aspectos Ledo. Wilmer Herrera v
Basicos. (INHRR)
SIMPOSIO: “AMBIENTE Y SALUD”
Factores Ambientales que Afectan las Ing. Rosa Martinez
Areas de Trabajo (Grupo Proactivo)
Evaluacion Ergonémica de Puestos de Leda. Daniela Brito
Trabajo (Sanitas de Venezuela)
Dr. José Gregorio Castellano
Estrés Laboral
(Grupo Proactivo)
Sobrepeso y Obesidad Dra. Loida de Valera
(EspromedBio C.A.)
Dr. Jesus Toro
Martes Saneamiento Ambiental y Salud Publica
Salud Ambiental. MPPS
25-10-2016 (Salud Ambienta ) Gerencia de Seguridad

La Enfermedad del Siglo XXI

Dr. Luis Gerardo Rodriguez
Plaza

Médico Cardidlogo - Director
del Servicio de Rehabilitacién
Cardiaca, Policlinica
Metropolitana

Industrial, Ambiente e Higiene
Ocupacional

Ing. Rosa Martinez
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HACIA LA IMPLEMENTACION DE LA NORMA ISO 9001:2015

Implementacién de la Norma ISO
9001:2015

Algunas Experiencias

Lcdo. Leonardo Ladera

(FODONORMA)

Nuevo Enfoque del Sistema de Gestion
Documental

Lcda. Silvia Gamez

Lcdo. Wladimir Parra

(INHRR)
Dra. Irene Goncalves
Enfoque Basado en Riesgo. Un Nuevo
Miércoles Requisito en las Normas 1SO 9001:2015 (INHRR) Gerencia de Calidad
en reemplazo a las acciones preventivas.
26-10-2016 Dra. Irene Goncalves
Las Autoridades de Calidad como una Ftca. Milet Mantilla
Manera de Medir el Desempefio de
Sistema de Gestion de la Calidad (INHRR)
Importancia de la Metrologia en el Ing. Jacqueline Henriques
Aseguramiento de la Calidad (INHRR)
PRESENTACION DE TRABAJOS CIENTIFICOS POSTER - SOCIEDAD CIENTIFICA
Personal INHRR vy de otras Sociedad Cientifica
Jueves instituciones Dra. Carmen Esteves
Presentacién de Posters Cientificos ’ v
27-10-2016 Jurado evaluador de los Ftca. Maria Gumersinda
Posters Cientificos - vara Lbu :
Gonzalez
Viernes Personal INHRR y de otras Sociedad Cientifica
28-10-2016 instituciones

Presentacion de Posters Cientificos y
Premiacion de los Posters

Jurado evaluador de los
Posters Cientificos

Dra. Carmen Esteves

Ftca. Maria Gumersinda
Gonzalez
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TERRORISMO CIBERNETICO Y SECUESTRO EXPRESS

Terrorismo Cibernético

Lcdo. Julio César Baudi S.
(Centro de Investigacién de
Informatica LAZARUS)

Influencia y alcance de la gestion de
seguridad, prevencion, control y pérdidas.

Lcdo. Alexander Bricefio
Salinas (Company of Security
And Services Global C.A)

Sistema Nacional de Gestion de
Incidentes Telematicos en Venezuela

Lcda. Mariagabriela Lopez.

Directora de Investigacion,
formacién y Desarrollo
Superintendencia de Servicios

Gerencia de Seguridad Ldgica

Lunes deCertificacion Electronica,
SUSCERTE - MPPEUCT Sr. Orlando Ledn
31-10-2016
ORGANISMOS DE COOPERACION (MPPS/OPS/OMS/FONACIT/CODECYT/UNU)
Vl_gllancu_a en Salud, Semejanzz_is Y Lcdo. Agustin H. Ledn Navas
Diferencias en los Contextos Bilaterales y
) (MPPS)
Multilaterales
Mecanismos de Financiamiento
Internacional: Fondo Estratégico de la Dr. José Moya (OPS/OMS)
OPS
Criterios de Seleccion y Patrocinio de .
Proyectos Cientificos, Tecnoldgicos en (DFrO?\JLXErTTO R Barreto E.
Apoyo a las Redes Productivas del Pais.
Criterios de Financiamiento LOCTI para Dra. Gabriela
el Impulso de Proyectos, Actividades y
Mecanismos de Desarrollo e Innovacion. Jiménez (CODECYT)
Gerencia de Relaciones
Mecanismos de Financiamiento. Programa | Dr. José Luis Ramirez Interinstitucionales
Martes de Biotecnologia para Latinoamérica y
Caribe (UNU- BIOLAC) MSc. Terezinha Louro Khan
01-11-2016
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EL INSTITUTO NACIONAL DE HIGIENE “RAFAEL RANGEL” DE LA MANO CON LOS

MEDICOS INTEGRALES COMUNITARIOS “MIC”

Martes

02-11-2016

INH “RR”, Misién, Vision y su
aporte al sector salud

Lcda. Gladys Gonzalez

Proyeccion del Video Institucional

Lcda. Gladys Gonzalez

Vigilancia de las Reacciones
Adversas y Problemas
presentados con el uso de los
Medicamentos

Dra. Maria Eugenia Parada

Gerencia de Registro y
Control INH “RR”

Conformacion de  Voluntarios
de Vigilancia Sanitaria en
Medicamentos

Ftca. Emily Barraza

Gerencia de Registro y
Control INH “RR”

Enfermedades Transmitidas por
Alimentos

Lcda. Anabel Bandes
Villegas

Gerencia de Registro y
Control INH’RR”

Enfermedades Trasmisibles y
Control de Vectores

Direccion General de Salud
Ambiental (MPPS)

Investigacion Epidemiolégica para
la Vigilancia de Enfermedades
Transmisibles

Direcciéon General de
Epidemiologia

(MPPS)

Perspectivas Historica de la
Universidad Bolivariana de
Venezuela en la formacion de los
MIC

Universidad Bolivariana de
Venezuela

Proyeccion del Instituto de Altos
Estudios “Arnoldo Gabaldon” ante
la formacién a los MIC

Instituto de Altos Estudios
“Arnoldo Gabaldon”

Expectativas de la Universidad
de las Ciencias de la Salud en
la Formacion de los Médicos
Integrales Comunitarios.

Universidad de las Ciencias
de la Salud

“Hugo Chavez Frias”

Areas de Salud Integral
Comunitarias (ASIC)

Lcda. Joanny Zorrilla

Direccién General de
Gestion para la Red de
Atencion Comunal. (MPPS)

Gerencia de Docencia e Investigacion
Lcda. Gladys Gonzalez

Lcda. Yelitza Velasquez
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Martes

02-11-2016

Insercién de los MIC de Pueblos
Indigenas en las Terapias
Complementarias en el SPNS

Escuela Latinoamericana de
Medicina “Salvador Allende”

La Salud Indigena en Venezuela,
Logros y Avances

Lcdo. Guillermo Da Silva B.

Direcciéon General de Salud
Indigena

(MPPS)

Propuesta Comunitaria de los
Voceros del Concejo Popular

de Gobierno del Poder Popular
en Salud (Miranda) para los
Médicos Integrales Comunitarios
y para el Instituto Nacional de
Higiene “Rafael Rangel”.

Voceros del Concejo Popular de
Gobierno del Poder Popular en
Salud (Miranda)

Oportunidades Profesionales
para los Estudiantes y Egresados
de MIC en el INH*RR” y para los
Voceros del CPGPPS

Dr. Carlos Aponte

Gerencia de Docencia e
Investigacion INH “RR”

Gerencia de Docencia e
Investigacion

Lcda. Gladys Gonzalez

Lcda. Yelitza Velasquez
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Resumenes de Posters Cientificos Presentados
en las XXXIX Jornadas Cientificas

Dr. “José Vicente Scorza”, 2016 del
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”

Summary of Scientific Posters Presented in the XXIX Meeting “Dr. José Vicente Scorza”
2016, in the National Institute of Hygiene “Rafael Rangel”

O Actividad antiinflamatoria de compuestos aislados de las Algas Marinas (Laurencia obtusa, Laurencia
Filiformis y Padina Boergesenii)

Castro Marcos A', Canelon Dilsia J', Mijares Michael R%3, Compagnone Reinaldo S*4, Ciancia Marina®® ,
Matulewiczc Maria C®

'Escuela de Bioanalisis, Facultad de Medicina, Universidad Central de Venezuela. ?Facultad de Farmacia
Universidad Central de Venezuela. ®Instituto de Inmunologia, Universidad Central de Venezuela. *Escuela de
Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad Central de Venezuela. Catedra de Quimica de Biomoléculas,
Departamento de Biologia Aplicada y Alimentos, Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires, Ar-
gentina. ®Departamento de Quimica Organica—CIHIDECAR (CONICET-UBA), Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, Universidad de Buenos Aires, Argentina.

Las algas marinas poseen en la pared celular estructuras biopoliméricas Unicas de polisacaridos que han
mostrado diferentes e interesantes actividades bioldgicas. Ademas, producen una amplia variedad de meta-
bolitos secundarios con propiedades beneficiosas para la salud. El presente trabajo, describe los ensayos bio-
l6gicos realizados a polisacaridos del tipo agaranos sulfatados, aislados de algas marinas Laurencia obtusa,
Laurencia filiformis y un metabolito secundario dimero loliolide, aislado de Padina boergesenii. Las mismas
fueron limpiadas de epifitas y congeladas posteriormente, fueron liofilizadas y extraidas primero con metanol
por 72 horas a temperatura ambiente y el residuo seco de la extraccion de alcohol se extrajo secuencialmen-
te y exhaustivamente con H20 (20 g/L) a temperatura ambiente y posteriormente, en agua caliente (90 °C).
Los compuestos aislados fueron llevados a concentracion 0,1 M, a partir de la cual se prepararon diluciones
con RPMI. Se evalud la actividad antiinflamatoria de los diferentes extractos mediante el método de Griess,
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ensayo de viabilidad (MTT) sobre la linea celular RAW 264.7, el ensayo de captacion de radicales NO (NPS),
capacidad oxidativa (DPPH) y produccion de aniones superéxidos en leucocitos estimulados por el método
del NBT. Los resultados obtenidos mostraron que los polisacaridos aislados de L. filiformis y el dimero loliolide
poseen los efectos antiinflamatorio mas potentes. Los extractos de L. filiformis obtenidos a 90°C, mostraron
una disminucién significativa de la produccién de 6xido nitrico en los macréfagos RAW 264.7 estimulados con
el LPS, asi como la inhibicién de la produccion de aniones superdxidos en los leucocitos humanos estimulados
con PMA.

Palabras claves: polisacaridos, algas marinas, metabolios secundarios, actividad antiinflamatoria, agaranos
sulfatados.

Aislamiento del virus Zika en lineas celulares Vero E-6, Vero ATCC y C6/36 HT.
Arteaga D', Hernandéz R', Diaz L', Tovar C', Moncada M', Moreno A'

1. Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”. Ciudad Universitaria, Caracas. Venezuela. Gerencia Sectorial
de Diagndstico y Vigilancia Epidemioldgica. Laboratorio de Aislamiento Viral.

Introduccién: El virus Zika es un arbovirus de la familia Flaviviridae aislado por primera vez en 1947, en
Uganda. No habia sido considerado como un patégeno humano de importancia, porque muchas infecciones
resultaban asintomaticas o febriles sin ninguna complicacion. Entre los brotes significativos estan los de la isla
de Yap-Micronesia (2007), y en la Polinesia Francesa y otras islas del Pacifico (2013). Los primeros casos con
sospecha clinica de infeccion por virus Zika en Venezuela, se confirmaron en el Instituto Nacional de Higiene
“Rafael Rangel”, en noviembre del 2015. Objetivo: Aislar el virus Zika en lineas celulares, a partir de muestras
de sueros de pacientes referidos al Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”. Metodologia: Muestras de
pacientes con criterio clinico-epidemioldgico presuntivo de infeccion por Zika, se procesaron por los métodos
de cultivo Shell vial y convencional para el intento de aislamiento viral. Seguidamente, se confirmé la presencia
del virus mediante las técnicas de Inmunofluorescencia indirecta y RT-PCR en tiempo real. Resultados: De un
total de 45 muestras, el virus Zika se aislé en 5 de ellas (11%): 2 muestras por el método de Shell Vial en la linea
celular Vero ATCC, 3 muestras por el método convencional en la linea celular C6/36 HT. Conclusiones: Se aislé
el virus Zika en las lineas celulares Vero ATCC y C6/36 HT, confirmandose la presencia del virus por Inmuno-
fluorescencia indirecta y RT-PCR. Estos resultados contribuyen a la obtencién de otra herramienta diagndstica
para poder detectar al virus zika, en muestras de pacientes con diagndstico clinico-epidemioldgico de zika.

Palabras claves: Aislamiento Viral, Zika, cultivos celulares, Flaviviridae.

Carga Viral del VIH como prueba alternativa para la deteccion precoz de la infecciéon en infantes naci-
dos de madres VIH positivo, referidos al Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”.

Reyes Garcia, C, D’Angelo Samarin P, Gudifio Sanchez E, Ameli Marcozzi G, Ramirez Orduz, J.
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”

Introduccién: La deteccion de la transmision vertical del VIH no puede realizarse mediantes los métodos
seroldgicos debido a la permanencia de anticuerpos maternos durante los primeros 18 meses de vida, por lo
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cual se requiere de métodos viroldgicos directos. La prueba de referencia para el diagnéstico del VIH en estos
pacientes es el PCR de ADN proviral. En el INHRR el algoritmo diagnéstico se basa en la realizacion de PCR
ADN Proviral VIH. Diversos estudios han demostrado que la cuantificacion de la carga viral puede ser utilizada
para el diagndstico de la infeccién por VIH.

Objetivo: Evaluar la utilizacion de la técnica de carga viral del VIH como un método alternativo para el diag-
nostico precoz de la infeccién en infantes nacidos de madres VIH Positivo.

Metodologia: Se seleccionaron un total de 151 infantes, hijos de madres positivas para el VIH, con edades
comprendidas entre 20 dias y 17 meses desde el afio 2005 hasta el afio 2015, referidos al INHRR con resul-
tados positivos para el PCR ADN Proviral del VIH a los cuales se les proceso la Carga Viral plasmatica.
Resultados: La totalidad de muestras seleccionadas presentaron valores de carga vital elevados, con un
valor promedio de 588.518 copias/ml.

Conclusiones: La cuantificacion de la carga viral de VIH puede ser utilizada como prueba viroldgica para la
deteccion de la infeccion en hijos de madres VIH positivo. El diagndstico temprano de la infeccion por el VIH-1
en el recién nacido es importante para su manejo clinico oportuno.

Palabras claves: VIH, Transmisién vertical, Carga Viral, PCR ADN Proviral.

Q Confirmacién del Método P-DAMA-025 Aislamiento e Identificacion de Salmonella spp. en Alimentos.

Bandes Villegas A, Jiménez Acosta N, Benevente Loreto W, Castillo Marchan A, Roman P, Diaz Ruiz L,
Sanz Ramirez Y

Unidad de Microbiologia, Division de Productos Alimenticios, Gerencia Sectorial de Registro y Control, Institu-
to Nacional de Higiene Rafael Rangel, Ciudad Universitaria, Caracas, Venezuela.

Introduccién: se realiz6 la confirmacion del método P-DAMA-025 Aislamiento e identificacion de Salmonella
spp. en Alimentos con la finalidad de cumplir lo establecido en el punto 5.4.2 de la norma ISO/IEC 17025:2005
(ES). Objetivo: Establecer las condiciones de ensayo y criterios para la confirmacion del método P-DAMA-025.
Metodologia: Se selecciond la matriz y se realizaron 6 repeticiones del método para determinar que fuera ne-
gativa para el analito. Se preparé la fase estacionaria y los interferentes para la fortificacién de la matriz en BHI
realizando diluciones decimales del analito desde 10-1 hasta 10-9, se realizd recuento en placa para conocer
el numero real de UFC/mL de la fase estacionaria de analito usada en la fortificacion. Se inocul6é 10 veces la
matriz con el volumen calculado de la dilucién de la fase estacionaria del analito que contenga 1-3 UFC/mL y
de los interferentes y se ensay6 en cada alicuota. Resultados: La matriz leche en polvo, resulto negativa para el
analito. La fase estacionaria de Salmonella spp. se encontré en 6,5 x 108 UFC/mL. Se fortificaron alicuotas con
240 pL de la dilucién 10-8 de la fase estacionaria del analito y con 1,0 mL de un “pool” de factor de dilucién 10-5
de la fase estacionaria de los interferentes. EI 70% (7/10) resultaron positivos para Salmonella spp. Conclusion:
El método fue capaz de detectar la presencia de Salmonella spp. en la matriz fortificada con una cantidad co-
nocida (1-3 UFC en 25g) en 70% de las repeticiones, cumpliéndose el criterio de aceptacion establecido.

Palabras claves: Microbiologia, Salmonella, Alimentos, Método P-DAMA-025.
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Determinacion de Virus Linfotrépico Humano (HTLV) en muestras enviadas al Instituto Nacional de
Higiene “Rafael Rangel” en el Periodo Enero 2007 a Diciembre del 2015.

Armas Avila E, Ameli Marcozzi, G, Moncada Escala M, Reyes Garcia C
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel’

El Virus Linfotrépico T Humano tiene un marcado tropismo por los linfocitos T, produciendo una infeccién asin-
tomatica y prolongada con posterior aparicién de un cuadro clinico, cuyos signos y sintomas son irreversibles.
En la actualidad se conocen dos serotipos denominados HTLV-l y HTLV-II. Este agente es transmitido a través
de transfusiones de sangre, trasplantes de érganos, jeringas empleadas por drogadictos, relaciones sexuales
y lactancia materna.

Objetivo: Detectar y confirmar infeccion por HTLV en pacientes referidos al Instituto Nacional de Higiene “Ra-
fael Rangel” (INHRR) en el periodo Enero 2007 a Diciembre 2015.

Metodologia: Se procesaron 555 muestras de suero, provenientes de diferentes Bancos de Sangre a nivel
nacional para confirmacion y muestras de suero de pacientes con sospecha de infeccién por HTLV. 325
corresponden al sexo femenino y 230 al sexo masculino. Se empleo una técnica de ELISA para detectar anti-
cuerpos contra HTLV y posterior confirmacion a través de un Ensayo Inmunoenzimatico en Linea (LIA).
Resultados: Del total de muestras analizadas, 502 resultaron negativas (90,5%) y 53 resultaron positivas
(9,5%). El mayor porcentaje de muestras positivas (56,6%) provienen de donantes de Bancos de Sangre
publicos y privados del Distrito Capital. No se observé diferencia significativa en cuanto al sexo. (Femeni-
no:50,9% y Masculino:49,1%). Se detectd un ndmero importante de pacientes infectados en edades com-
prendidas entre 31 y 40 afios. Conclusiones: Se confirmd que el virus circula en el pais y principalmente es
detectado en donantes de sangre en edad reproductiva.

Palabras claves: HTLV, Linfocitos T, Donantes, Elisa

Efectos Farmacodinamico in vivo del Letrozole en la Ciclicidad estral, peso corporal, peso de ovarios—
uteros y morfologia ovarica en ratas.

Segovia-Viloria Ofelia’ Canelén Ana Gabriela ' Ramirez Diana'; Suniaga Emilio? y Selgrad Stefan?.

Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”. Gerencia Sectorial de Registro y Control — Departamento de
Farmacotoxicologia®'. Gerencia Sectorial de Produccién — Departamento de PatologiaZ?.

En el presente estudio se evalud los efectos farmacodinamicos del Letrozole empleado en la terapia endocri-
na, debido a la supresion de la biosintesis de estrogenos en los tejidos periféricos y en el propio tejido neopla-
sico, mediante una inhibicion especifica del enzima aromatasa, dando lugar a una reduccién de la sintesis de
estroégenos en todos los tejidos donde esta presente. Evaluar los efectos in vivo del letrozole en la ciclicidad
estral, peso corporal, peso de ovarios—uteros y morfologia ovarica en ratas Wistar intactas. Disefio in-vivo en
ratas hembra cepa Wistar intactas. Administrando 1,04 mg/Kg pc/dia de letrozole por 21 dias consecutivos y
un grupo control recibio el vehiculo de la preparacion, el ultimo dia se anestesiaron los animales con mezcla
de xalacinat+ketamina (75/5 mg/kg/IP) para la extracciéon del utero—ovario. Con el tratamiento con letrozole
se observo: en la ciclicidad estral la mayoria de las ratas de control tuvo un ciclo normal de 4 dias estral, sin
embargo las tratadas eran completamente aciclico. Indujo ganancia de peso corporal; aumento en el tamafio
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de ovario; disminucion en los pesos del Gtero con respecto a los animales controles; en cuanto a la morfologia
ovarica los foliculos de ratas tratadas tenian marcadamente mayor espesor de células de la teca-intersticial
que en el grupo control. Estos hallazgos sugieren que el letrozole ejerce un potente efecto indirecto, en creci-
miento del ovario, disminucién del peso del Utero y cambios en la morfologia ovarica, se presume que estos
cambios son debido a la inhibicién del ciclo estral.

Referencia Bibliografica:

Israel Ortega, M.D., Anna Sokalska, M.D., Ph.D., Jesus A. Villanueva, Ph.D., Amanda B. Cress, B.S., Donna
H. Wong, Ph.D., Elisabet Stener-Victorin, Ph.D., Scott D. Stanley,Ph.D., and Antoni J. Duleba, M.D.. Letrozole
increases ovarian growth and Cyp17a1 gene expression in the rat ovary. Fertil Steril. 2013 March 1; 99(3):
889-896.

Palabras claves: letrozole, ciclicidad estral; crecimiento ovarios — Uteros; células de la teca-intersticiales del
ovario.

O Errores de medicacion y fallas terapéuticas en reportes de casos individuales de seguridad: Analisis
de tendencias y factores estructurales en Venezuela.

Villeda Quiroga, NF & Araque Rojas, EA

Centro Nacional de Vigilancia Farmacolégica, Coordinacion de Evaluacion de Reacciones Adversas a Medi-
camentos, Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”

Actualmente la farmacovigilancia considera la monitorizacion de errores de medicacion (EM) y fallas terapéu-
ticas (FT) que afectan a la salud publica y sus recursos, los EM pueden conducir a lesiones innecesarias y las
FT sugieren la existencia de problemas farmacéuticos o terapéuticos. Esta investigacion busca analizar la ten-
dencia de los RCIS que describen EM o FT y aquellos factores estructurales del sistema de farmacovigilancia
que podrian afectarla. Fueron analizados los RCIS recibidos por el CENAVIF con eventos contenidos en los
HLT medicamento ineficaz o problemas relacionados con errores de medicacion del WHO-ART entre 2014 y
2016, ademas fueron evaluados los formularios de notificaciéon y procedimientos documentados del CENAVIF.
En los formularios de notificacion, las FT son reconocidas como un evento reportable pero no lo son los EM y
algunos procedimientos mencionan aspectos sobre los mismos. Del total de RCIS recibidos, los EM y las FT
representaron un 1,35% y 4,54% respectivamente, los EM muestran una tendencia al aumento pero ocurre lo
contrario con las FT. Segun la clasificacion ATC, la mayoria de los productos sospechosos estan en el sistema
nervioso y sistema respiratorio para EM (24,5% respectivamente) y antineoplasicos e inmunomoduladores
para las FT (49,4%), en ambos casos el mayor porcentaje de las notificaciones provenia de los TAC (98,11% y
85,39% respectivamente). El CENAVIF esta dando los primeros pasos en la vigilancia de los EM, las FT estan
afectando a tratamientos usados para patologias socialmente sensibles mientras que los EM se relacionan a
farmacos utilizados para tratar patologias crénicas.

Palabras claves: Farmacovigilancia, Seguridad del Paciente, Seguridad del medicamento.
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Evaluacion Microbioldgica de Hemocultivos en pacientes hospitalizados en la Ciudad Hospitalaria Dr.
Enrique Tejera.

Escalona Vélez Y.!, Sanchez J. R. Silva?
' Ciudad Hospitalaria Dr. Enrique Tejera, 2 Ciudad Hosp Dr. Enrique Tejera, Universidad de Carabobo
Ciudad Hospitalaria Dr. Enrique Tejera, Universidad de Carabobo

El objetivo de la investigacion fue conocer la frecuencia y prevalencia de los microorganismos aislados de
hemocultivos, asi como describir sus patrones de resistencia antimicrobiana y distribucion en los diferentes
servicios clinicos de la ciudad hospitalaria Dr. Enrique Tejera. El periodo de estudio fue de enero a noviembre
del afio 2012, para un total de 3.263 muestras de hemocultivos incubadas por el método automatizado Bact/
ALERT, de las cuales 334 presentaron septicemias (10,2%) Las muestras positivas se identificaron por mé-
todos tradicionales y automatizados (Vitek 2), la sensibilidad a los antimicrobianos se evalto por el método
Kirby-Bauer y por Microdilucién en caldo (Vitek 2, Bio Meriux). El orden de aislamiento bacteriano corres-
pondié a Klebsiella pneumoniae 21.7%, Staphylococcus aureus 12.0%, Pseudomonas aeruginosa 11.2%,
Escherichia coli 10.8% y Acinetobacter baumannii 5.6%. En el caso de los hongos, Candida parapsilosis con
un 38.1% del total de levaduras asiladas. De los aislamientos por servicio, se encontré6 mayor prevalencia
en UTMO 12.3%, siendo Klebsiella pneumoniae el microorganismo mayor recuperado (26.8%). Se observo
resistencia a las céfalosporinas de tercera generacion en Klebsiella pneumoniae (73.3%) y Escherichia coli
(58.3%). En cuanto a los carbapenems hubo bajo porcentaje aunque con igual importancia epidemiolégica. La
resistencia a oxacilina prevaleci6 en las todas las cepas de cocos Gram positivos.

Palabras claves: Hemocultivo, cefalosporinas, sepsis
Evidencia de transmision vertical del Virus Zika, Venezuela, Febrero-Mayo 2016.

Ruiz Y, Arteaga D, Tovar C, Ladera M, Moreno A, Chacén P.
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”. Ciudad Universitaria, Caracas-Venezuela.

Introduccioén: El virus Zika es un virus de ARN, de la familia Flaviviridae, a la cual pertenecen también los
virus de la fiebre amarilla, dengue, virus del Nilo Occidental y la encefalitis japonesa.

Existen reportes que describen transmision vertical de algunos de estos agentes infecciosos, con probable
infeccion en el feto, asociandose con la aparicion de patologias en el mismo, e incluso abortos. Cabe resaltar
que, debido a un aumento inusual del numero de casos de microcefalia en Brasil en el afio 2015, en relacion
con anos anteriores, el Ministerio de Salud de ese pais sefiala que los datos epidemiolégicos sugieren que los
casos podrian estar asociados con la introduccién del virus Zika en mayo 2015.

Objetivos: Detectar el virus Zika en muestras producto de la concepcion, provenientes de pacientes em-
barazadas con diagndstico clinico-epidemioldgico de Zika. Metodologia: Se procesaron muestras de tejido
placentario (TP), restos ovulares (RO), tejido fetal (TF), tejido de cordén (TC), sangre de cordén (SC), liquido
amnidtico (LA) y tejido embrionario (TE), referidas al Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”, entre fe-
brero y mayo de 2016. A partir de estas muestras se extrajo el ARN, con el cual se realiz6 la RT-PCR Tiempo
Real para virus Zika. Resultados: de un total de 54 muestras, se obtuvieron 29 resultados positivos (53,7%):
TP:8, RO: 7, TF:6, TC:4, SC:2, LA:1y TE:1. Conclusiones: Se detecto la presencia de material genético del
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virus Zika en todos los tipos de muestras producto de la concepcion, evidenciando la posibilidad del virus de
atravesar la barrera placentaria, y probablemente infectar al feto.

Palabras claves: Virus Zika, embarazo, Transmision Vertical, diagnéstico

O La transicion nutricional afecta a los Estudiantes Universitarios: Una asociacion entre los habitos de
alimentacion e indice de masa corporal.

Gonzalez S. ', Bernal J.%3, Hernandez P." 3.

'"Universidad Central de Venezuela (UCV), Caracas Venezuela. 2Universidad Simén Bolivar (USB). Caracas,
Venezuela. *Grupo Latinoamericano de Nutricion Comunitaria (GLANC).

Los estudios sobre estilos de vida saludable en universitarios comprenden una estrategia util de salud publica
ya que es, la transicion de adolescencia a edad adulta, la etapa en que se consolidan los habitos alimentarios.
Con el objetivo de evaluar los habitos de alimentacién y su asociacién con el estado nutricional en un grupo
de universitarios venezolanos, se diseid un estudio transversal, descriptivo y correlacional con 54 individuos
10 Hombres y 44 Mujeres de 22+2,54afios, para valorar, previo consentimiento informado, peso, tallae IMC y
algunos factores influyentes en los habitos alimentarios como lectura y comprension del etiquetado nutricional,
numero de comidas/dia y uso de programas de ayuda o subsidio alimentario. En promedio el peso, talla e IMC
fueron respectivamente: 60,09+11,33kg (p=0,001), 163,57+6,92cm (p=0,000) y 22,46+3,93kg/m"2 (p=0,155),
13% presento bajo peso y 19% sobrepeso-obesidad. Mas del 60% sefialé leer y entender el etiquetado nutri-
cional y el 71% afirmé cocinar. 81% negd beneficiarse de programas de ayuda o subsidio alimentario. Existe
asociacion entre el acto de cocinar y el género (p=0,005) y entre el numero de habitantes/hogar y el IMC
(p=0,039). La participacion en la preparacion de los alimentos que se consumen en el hogar, puede asociarse
con el estado nutricional de los estudiantes universitarios. Se recomienda el abordaje educativo sobre las
técnicas dietéticas que favorezcan habitos saludables y la promocion de herramientas para facilitar el acceso
a los alimentos por medio de programas oficiales en este sector de la poblacién.

Palabras claves: Estado nutricional, Habitos alimenticios, indice de masa corporal.

Q Primera deteccion del Virus Influenza B Linaje Victoria en Venezuela, Aiio 2016.
Moncada M', Tovar C', Colmenares L'

1 Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”. Gerencia Sectorial de Diagndstico y Vigilancia Epidemioldgi-
ca. Laboratorio de Aislamiento Viral.

Desde el siglo XIX, gracias a su alta virulencia, transmisibilidad y las afecciones a nivel del tracto respiratorio,
los virus de Influenza han representado un problema de salud publica. El virus de la Influenza B perteneciente
a la familia de los Orthomyxoviridae, se categoriza en dos linajes, Yamagata (IBLy) y Victoria (IBLv), ambos
co-circulan desde los anos 80s en el mundo. En Venezuela, solo se habia detectado el linaje Yamagata, a
partir de febrero de 2016 se confirmé la circulacion del linaje Victoria en el pais.

Este estudio tiene como finalidad caracterizar clinica y epidemiolégicamente los casos de IB Victoria en Vene-
zuela.
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Metodologia: Se procesaron 354 muestras de hisopados nasales, faringeos o tejido pulmonar provenientes
de pacientes con clinica asociada a Enfermedad Tipo Influenza (ETI) o fallecidos. La deteccion viral se realizd
por las técnicas de RT-PCR tiempo real e inmunofluorescencia directa, adicionalmente, las muestras fueron
inoculadas en la linea celular MDCK para el aislamiento viral. Para ello, se emplearon el kit comercial de imu-
nofluorescencia directa de Light Diagnostics y los cebadores del kit CDC Influenza B Linaje Genotyping Panel
(RUO) cat: FIuRUO-05. Las células de MDCK empleadas para los cultivos fueron provistas por el departamen-
to de Cultivo Celular del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”.

Inmunofluorescencia Directa

—>

Resultados: De un total de 354 muestras que fueron procesadas el 4,8% (17/354) resultaron positivas para
Influenza B. Encontrandose una mayor circulacion del virus IBLv (70,6%) con respecto al IBLy (29,4%). Los
grupos etarios con mayor susceptibilidad fueron los nifios menores de 5 afios 35,29% (6/17) Ver tabla 1.
Todos los pacientes presentaron cuadro gripal caracterizado por fiebre, dolor de cabeza, malestar corporal
y tos seca, siendo la mayoria de los casos provenientes de la regién centro occidental del pais. Ver tabla 2.

GRUPO ETARIO VICTORIA YAMAGATA TOTAL
(afios) Femenino | Masculino | Femenino | Masculino
N° (%)

<5 2 (11,76) 1 (5.88) 2 (11.76) 1(5.88) | 6(35,29)
5a12 0 1(5.,88) o] 0 1(5,88)
13 a 19 4 (23,53) 1 (5.88) 0 ) 5 (29,41)
20 a 39 2(11,76) 0 o 0 2(11,76)
40 a 50 0 0 1 (5.88) 1(5.88) 2(11.786)
> 50 0 1 (5.88) 0 0 1 (5.88)

Total 8 (47.086) 4 (23.53) 3 (17.65) 2(11.76) 17

Tabla 2. Distribucion geografica de los pacientes Flu B positivos.

FluB FluB FluB FluB
Estado Victoria | Yamagata Estado Victoria | Yamagata
Anzoategui 1 . Capital 2
Aragua 1 1 2
Bolivar 2 Yaracuy 1
Carabobo 3 Zulia 3
Cojedes 1
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Figura 1. Cultivos en la linea celular MDCK. A.- Monocapa celular de células MDCK. B. Cultivos de células MDCK inoculados con
muestras de pacientes infectados con FluB linaje Victoria. C.- Inmunofluorescencia de células infectadas con el virus Influenza B linaje
Victoria: |. Fluorescencia de célula infectada por el virus Il. Células no infectadas.

Discusion: En febrero de 2016 se detecta por primera vez en Venezuela el virus de IBLv, siendo predomi-
nante sobre el linaje Yamagata (Tabla 2), esta tendencia ha sido reportada por los paises de América durante
el primer semestre del ano. El grupo etario con mayor positividad al virus IBLv fueron los nifios menores a 5
afios y jovenes de 13-19 afios, datos que coinciden con estudios previos donde mencionan un mayor riesgo
en pacientes de estas edades. Los signos y sintomas presentados por los pacientes positivos a IBLv son con-
sistentes con Enfermedad Tipo Influenza caracterizada por fiebre, cefalea, malestar general y tos perruna. Los
primeros tres casos fueron detectados en el estado Zulia, posiblemente introducido desde Colombia donde
se reporta su circulacion durante el afio. Actualmente se ha detectado su circulacién en 6 estados del pais. El
virus es capaz de inducir efecto citopatico en células MDCK (figura 1) como se esperaria de la mayoria de los
Orthomixoviridae. Este estudio resalta la importancia de la vigilancia epidemiolégica de las IRA.

Conclusién: Se ha demostrado por primera vez la circulacion del virus IBLv en Venezuela. El virus causa un
cuadro clinico caracterizado por ETI en nifios menores de 5 afios, jovenes y afecta a ambos sexo. Es impor-
tante mantener la vigilancia epidemioldgica de las IRA con la finalidad de detectar a tiempo la introduccion
nuevos agentes como el virus IBLv en nuestro pais.

Referencias:

1)http://www.who.int/influenza/gisrs_laboratory/flunet/charts/en/
2)http://www.vacunas.org/comparative-epidemiology-influenza-b-yamagata-victoria-lineage-viruses-house-
holds/

3)http://www.eurosurveillance.org/ViewAtrticle.aspx?Articleld=21201
4)http://jcm.asm.org/content/48/4/1425 full

O Prevalencia de Infecciéon por VIH-1 en infantes referidos al INH“RR” durante 2010-2015

Gudiiio Sanchez E', Ramirez Orduz J', Ariza Jaspe H', Ameli Marcozzi G', D’Angelo Samarin P2, Moreno
Gutierrez A®

1. Laboratorio Programas Especiales (Hepatitis y Sida), Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”. Cara-
cas, Venezuela. 2. Departamento de Virologia, Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”. Caracas, Vene-
zuela. 3. Divisién de Epidemiologia, Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”. Caracas, Venezuela.
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”.

Introduccién: La transmisién maternoinfantil contribuye de forma importante en la propagacion del VIH. Du-

rante el 2010 OMS y ONUSIDA estimaron 390.000 nuevos casos en nifios; en 2015 reporté 150.000, mostran-
do un descenso en la tasa de transmision. Venezuela lleva a cabo el Programa Nacional de SIDA/ITS, siendo
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una de sus funciones vigilar a la mujer en periodo de gestacion y reducir la tasa de transmision del VIH. Sin
embargo, continuamos observando nuevos casos a nivel pediatrico.

Objetivo: Determinar la prevalencia de infeccion por VIH en infantes nacidos de madres VIH positivo, referi-
dos al INH“RR” durante 5 afios (2010-2015), procedentes de diferentes regiones del pais.

Metodologia: Se revisaron 1350 historias epidemiolégicas de infantes con riesgo de transmision vertical por
VIH. El diagnéstico se realizé mediante la deteccién del ADN proviral del VIH por PCR (gag y pol).
Resultados: De 1350 nifos, 9.70% (131/1350) resultaron positivo. 32.06% (42/131) de las embarazadas VIH
positivo se les practicod cesarea electiva y 48.86% (64/131) parto vaginal. El 37.41% (49/131) de los infantes
recibieron lactancia materna y solo 43.51% (57/131) recibieron tratamiento profilactico con Zidovudina.
Conclusiones: La tasa de transmisién vertical obtenida en nuestro estudio (9,70%), refleja la mas alta de
Surameérica, la cual se estima en 3%. Por lo tanto, el diagndstico precoz de infeccion en la madre y el cumpli-
miento de una terapia antiviral permite prevenir la infeccién por el VIH en Venezuela. Estos datos constituyen
un aporte preliminar de la epidemiologia del VIH en nifios y los factores de riesgos prevalentes en Venezuela.

Palabras claves: VIH, transmisién vertical, deteccién precoz, PCR, ADN Proviral.

Propuesta para la reactivacion del Centro de Vigilancia Farmacolégica de la Universidad Santa Maria
— “cevifarusm” ubicado en la Facultad de Farmacia, sede La Florencia.

Barraza Diaz, E.l., Macero Sequera J.M.
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”. Caracas, Venezuela.

Introduccién: La conformacion de Centros Efectores de Farmacovigilancia es de suma importancia debido a
que una de sus funciones es educar a los profesionales de la salud y la sociedad con respecto a la cultura del
reporte de reacciones adversas y problemas relacionado con los medicamentos pero se debe garantizar que
los centros posean los recursos necesarios para cumplir sus funciones a cabalidad, siendo la farmacovigilan-
cia de gran importa en el desarrollo profesional y académico de los estudiantes de las ciencias de la salud,
se hace necesario la reactivacion del Centro de Vigilancia Farmacoldgica de la Universidad Santa Maria (CE-
VIFARUSM), tomando como idea principal, brindar conocimientos tedricos y practicos a los estudiantes de la
Facultad de Farmacia con respecto a la Farmacovigilancia, prestando un servicio de salud dentro de campus
universitario y a la comunidad en general siguiendo los lineamientos el Centro Nacional de Vigilancia Farma-
colégica (CENAVIF).Metodologia: trabajo de campo, no experimental, descriptivo con modalidad de Proyecto
Factible. Objetivo: Proponer la reactivacion del Centro de Vigilancia Farmacoldgica de la Universidad Santa
Maria (CEVIFARUSM), ubicado en la facultad de farmacia, sede la Florencia. Resultados y Conclusiones: los
recursos y equipamiento con el cual cuenta actualmente el CEVIFARUSM son escasos, el Centro no cuenta
con la estructura interna necesaria para llevar a cabo las actividades de recepcion, analisis y notificacién de
reacciones adversas. Mas del 50% de los encuestados (alumnos y egresados) desconoce los conceptos ba-
sicos en materia de Farmacovigilancia. Se presenta a las autoridades universitarias proyecto de reactivacion
del CEVIFARUSM.

Palabras claves: Farmacovigilancia, Centro Efectores de Farmacovigilancia, Universidad Santa Maria, Reac-
ciones Adversas a Medicamentos.
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0 Riesgo Biolégico por Virus Guanarito en agricultores de areas endémicas de la fiebre hemorragica
venezolana.

Hernandez Rangel R', La Cruz A2, Morén Rosas D', Saavedra M', Arteaga D', Guerrero L', Moreno A'.

1. Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”. 2. Universidad Central de Venezuela. Escuela de Psicologia.
Ciudad Universitaria. Caracas- Venezuela.

Introduccién: El virus Guanarito (VGTO), perteneciente a la familia Arenaviridae, es el agente etiologico de la
Fiebre Hemorragica Venezolana (FHV), enfermedad icterohemorragica endémica en los estados Portuguesa
y Barinas, donde una gran parte de la poblacion vive en zonas rurales con ocupaciones laborales de agricultu-
ray ganaderia. En estas areas, se ha confirmado la presencia de los hospedadores naturales del VGTO (ratén
de la cafia Zygodontomys brevicauda y la rata del algodén Sigmodon alstoni).

Objetivos: Evaluar el riesgo biolégico potencial por infeccién de VGTO en el que se encuentran los agriculto-
res en zonas endémicas de FHV.

Materiales y Métodos: Estudio descriptivo, transversal. Se analizaron Fichas Epidemiologicas de 88 pacien-
tes con diagndstico presuntivo de Sindrome Febril Ictérico Hemorragico, entre enero y julio del 2016. Con-
siderandose los resultados del diagndstico por laboratorio para confirmar infeccion por VGTO, las variables
demograficas se analizaron descriptivamente a través del programa SPSS 21.0. Resultados: Se encontro
predominio del sexo masculino representado por 60,2% (n=53), mientras que las mujeres representaron el
39,8% restante (n=35). El intervalo de edad estuvo comprendido entre 4-71 afios de edad.

La ocupaciéon de mayor frecuencia es la de agricultor (34,8%), seguida por estudiantes (20%).

La confirmacién de los casos por laboratorio arrojé 9 casos positivos (10,23%): 7 de ocupacién agricultor
(77,7%), 1 estudiante y 1 oficios del hogar (11,1% respectivamente).

Conclusiones: Los agricultores en la zona endémica de FHV presentan un mayor porcentaje de infeccion por
VGTO que otras ocupaciones, lo cual podria indicar un riesgo de infeccién elevado en dicho grupo laboral.

Palabras claves: Riesgo bioldgico, Fiebre Hemorragica Venezolana, Guanarito, Agricultores.

d Un método eficaz. Pruebas preliminares para la Determinaciéon de Deoxinivalenol (DON) en Cereales y
Harinas.
Moreno Mata G, Rodriguez Silva N, Moreno Torrealba K, Henriquez O.

Laboratorio de Investigacion. Unidad de Contaminantes y Residuos Quimicos. Division de Productos Alimen-
ticios. Gerencia Sectorial de Registro y Control. Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”.

Deoxinivalenol (DON) vomitoxina tricoteceno, producida por el género Fusarium que puede causar serios
problemas de salud y enfermedades en los animales, en humanos ha sido implicada como un factor en la
enfermedad de ATA (aleukia toxica alimentaria). El objetivo de este trabajo fue evaluar algunos parametros de
desempefios, en la determinacion de DON, utilizando columnas de inmunoafinidad y deteccién por HPLC/UV
a 220 nm, fase mévil agua:metanol (85:15), horno a 40°C y sistema gradiente, en muestras de cebada y harina
de trigo. Los resultados obtenidos muestran: Limite de deteccion experimental de 51 ng/mL, limite de cuan-
tificacion 102 ng/mL, se establecié un rango de trabajo entre (102 a 2001) ng/mL, se realizaron tres niveles
de enriquecimiento (150 , 600 y 1500) ng/g para cada muestra y los porcentajes de recuperacion resultaron
satisfactorios en cada nivel ensayado (73,21 ; 99,35 ; 97,64) % para cebada y (76,69 ; 99,09 ; 75,78)% para

105




Resuimenes de Posters Cientificos Presentados en las XXXIX Jornadas Cientificas Dr. “José Vicente Scorza”, 2016 del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”

Rev. Inst. Nac. Hig. “Rafael Rangel”, 2016; 47(1-2); 95-106.

106

harina de trigo, encontrandose dentro de los criterios de aceptacion para recuperacion de 100 a 500 ng/g
(60- 110)% y >500 ng/g (70- 110)%. La selectividad y especificidad se evalué mediante el criterio de ausencia
de interferentes observado en el tiempo de retencion de DON por el uso de la columna de inmunoafinidad
especifica. El analisis de regresion lineal mostré una curva con R2 (0,9998). Se concluye que el método DON-
HPLC puede ser usado en la rutina del laboratorio para harina y cebada ya que tiene la capacidad de alcanzar
el propdsito esperado, se recomienda aplicarlo en otras matrices.

Palabras claves: Micotoxinas; Deoxinivalenol; HPLC; Cromatografia de inmunoafinidad.

Validacion del Inoculo de diferentes especies bacterianas y fungicas por Densitometria para el Método
de eficacia de agentes antimicrobianos.

Vivas Macedo F., Guelfi Tremus S., Busnego Borges M., Fernandes Antonio M., Monsalve Paez W, Peina
Ardila E.

Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”. Los Chaguaramos UCV, Caracas.

La eficacia de los agentes antimicrobianos es un parametro utilizado como control para el proceso de regu-
lacion sanitaria de estos productos en el pais, el cual permite visualizar la actividad antimicrobiana de estos
agentes. Dicho método requiere la preparacion de suspensiones de microorganismos a una concentracion mi-
nima de 10A8 cel/mL, para el cual se utiliza el densitémetro como un método rapido. El objetivo de este trabajo
fue validar la preparacion de los indculos por el método de densitometria de los microorganismos utilizados
en los ensayos de eficacia de agentes antimicrobianos. Se emplearon 4 especies bacterianas (Staphylococ-
cus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 11229, Pseudomonas areruginosa ATCC 9027 y esporas de
Bacillus subtilis ATCC 6633) y 2 especies fungicas (Candida albicans ATCC 10231 y Aspergillus niger ATCC
16404). Se prepararon suspensiones de microorganismos por densitometria, estableciendo un rango para
bacterias de 0.5-1 McF y para hongos de 1-3 McF y se realiz6 el contaje a través del método de recuento en
placa para la obtencién del titulo en unidades formadoras de colonias. Los datos fueron comparados y anali-
zados estadisticamente utilizando el estadistico Fisher (comparacion de medias ANOVA). Con este estudio,
se obtuvo que para los microorganismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas arerugi-
nosa se alcanza una concentracion 10A8 cel/mL a partir de 0.75 McF, sin obtener diferencias significativas
intra-analista (p<0.05), mientras que para los microorganismos Candida albicans, Aspergillus niger y esporas
de Bacillus subtilis no se logré alcanzar la concentracién 10A8 cel/mL, obteniendo diferencias significativas
entre analistas (p<0.05).

Palabras claves: Densitometria, Unidades Formadoras de Colonias, inéculos, agentes antimicrobianos.
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Q  Acetaminofen: Riesgo de Reacciones Cutaneas Graves
Parada de Denis M, Ortiz Murillo M, Urdaneta Delgado L, Orozco Figueredo J
Centro Nacional de Vigilancia Farmacolégica-CENAVIF

Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”

El principio activo Acetaminofén (Paracetamol), es un analgésico antipirético sin propiedades antiinflama-
torias significativas, que se puede administrar por via oral, via intravenosa y por via rectal. Fue comercia-
lizado por primera vez en Venezuela en 1959, hoy en dia se encuentra disponible en nuestro pais en mas
de 200 productos que tienen como principio activo, bien sea, como medicamento multifuente (genérico) o
con algun nombre comercial. EI mismo es dispensado como medicamento de venta libre (sin prescripcion
facultativa). En 2013, en un comunicado de The Food and Drug Administration (FDA), informé al publico que
se ha asociado al acetaminofén con el riesgo a reacciones poco comunes pero serias en la piel como son
sindrome de Stevens-Johnson, necrdlisis epidérmica toxica y pustulosis exantematica generalizada aguda,
pudiendo las mismas ocasionar la muerte. Los profesionales de la salud deben estar al tanto de estos ries-
gos poco comunes al evaluar a los pacientes con reacciones en la piel potencialmente originadas por el uso
de un medicamento. Con base a la informacion antes resefiada se recomienda no exceder la dosis maxima
de acetaminofén que son 4 gramos/dia en pacientes adultos y 75 miligramos/kg/dia en nifios. EIl CENAVIF,
adscrito a la Gerencia Sectorial de Registro y Control del INHRR, luego de un analisis y revision exhaustiva
recomienda a los profesionales de la salud y poblacién en general al uso racional del acetaminofén.

Palabras claves: Acetaminofén, Reacciones adversas, Farmacovigilancia, Informacién de seguridad.
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Acompainamiento para la escritura de Articulos Cientificos
Laurentin A"> Gonzalez G?

1 Instituto de Biologia Experimental, Facultad de Ciencias, Universidad Central de Venezuela, Caracas
2 Gerencia de Docencia e Investigacion, Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”, Caracas.
2. Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”.

El Departamento de Informacion y Divulgacion Cientifica de la Gerencia de Docencia e Investigacion edita
desde hace 48 afos la Revista del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” (INHRR). Esta revista de
caracter cientifico y técnico tiene como objetivo publicar trabajos originales producto de la investigacion
basica y aplicada en las ciencias de la salud, biotecnologia y areas afines, realizada en el ambito nacional e
internacional. A lo largo de los afios, la revista ha servido para hacer visible parte de las investigaciones que
se realizan en el Instituto. Con el objetivo de incentivar a los profesionales del INHRR a publicar el resultado
de su trabajo en la revista, nace en octubre del 2014, el programa de acompafiamiento para la escritura de
articulos cientificos. Con este programa, la Gerencia de Docencia e Investigacion busca apoyar a todo aquel
funcionario que en el curso de su trabajo genere datos que puedan ser publicables. El programa comprende
la asesoria individualizada para la tabulacién de los resultados, apoyo con el analisis estadistico, guia para
la redaccién del manuscrito en el formato requerido y finaliza con el envio del manuscrito al Comité Editorial
de la revista. Desde su inicio, el programa ha facilitado la publicacion de tres articulos: Pérez y Aguilar (Vol.
45, numero 1), Tovar et al. (Vol. 45, niumero 1) y Barraza y Sanchez (Vol. 45, numero 2); Farias et al. (Vol.
46, numeros 1/2); y seis articulos estan en diferente grado de avance.

Palabras claves: asesoria, procesamiento de datos, analisis estadistico, redaccion, publicacion.

Comités de Calidad del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”

De Abreu Abreu M T, Goncalves Goncalves | M, Gamez SC, Mantilla Villaroel M, Vargas Figueras A, Henri-
ques de Farias J C

Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”

El sistema de Gestion de la Calidad en el instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” se establece con la
finalidad de atraer beneficios a la organizacién en el cumplimiento de normativas con miras a ser mas com-
petitivos, flexibles al cambio y con mejores niveles de efectividad.

Esto se consigue al transformar la organizacion de forma mas funcional, inicialmente a través de mejorar
las comunicaciones y dinamizar la estructura organizativa, con la incorporacién de la mejora continua como
cualquier accién que permite optimizar el desempefio de las labores y ejecucion de los procesos.

El proyecto del Comité de Calidad como proceso de cambio permite la interrelaciéon en equipos de trabajo
con el objetivo de fortalecer la calidad organizativa, empleando un modelo ajustado a las necesidades in-
ternas de las unidades y las afinidades con el resto de la organizacion, como mejora continua de los proce-
sos, enmarcado en las normativas de calidad, costos e indicadores de gestion, soportandose en el Talento
Humano como insumo para la salud, altamente capacitado, comprometido con ética, vocaciéon de servicio
y sentido de pertenencia institucional, como parte del proceso de certificacion y acreditacion internacional




Revista del Instituto Nacional de Hihiene “Rafael Rangel”, 2016; Vol 47 (1-2)

especializada y autosustentable, en apoyo al Ministerio del Poder Popular para la Salud y el cumplimiento
de las politicas de salud del Estado Venezolano.

El Comité de Calidad es un 6rgano gestor de la calidad que debe ser la referencia en los temas de calidad
para todos, analizar la informacién asociada al grado de satisfaccion de los clientes que reciba y proponer
las acciones necesarias para optimizar el funcionamiento de la organizacién dentro del espiritu de la mejo-
ra continua.

La integracién del Comité de Calidad es una estrategia de trabajo de la alta direccion que permitira la partici-
pacion e involucramiento del personal en los procesos claves dentro del Instituto, esto es esencial ya que el
Comité de Calidad es el pilar principal para lograr la implementacion del Sistema de Gestion de la Calidad.

Palabras claves: Normas, Mejora, Calidad, Cambio

Criopreservacion de Lineas Celulares en el Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”
Soto R, Alcala K, Gibiaqui J, Junco M, Oyarzabal A, Brito, L
Instituto Nacional de Higiene "Rafael Rangel”

La Division de Cultivo Celular del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” produce, preserva, controla
y mantiene cultivos celulares, que se emplean como sustratos bioldgicos susceptibles para realizar diag-
nostico viral, investigacion, produccion de vacunas virales, control de medicamentos y productos bioldgicos.
El cultivo “in vitro” de células humanas y animales, involucra el uso de lineas celulares viables, manteni-
das y conservadas en una coleccion, siendo el objetivo principal la preservacion de las cepas sin cambios
morfologicos, fisioldgicos y genéticos, garantizando su disponibilidad y suministro. Por ende, la Divisién
de Cultivo Celular del Instituto ” utiliza la criopreservacién para evitar las alteraciones o dafio fisico en la
membrana plasmatica de las células asi como la variacion e inestabilidad genética de las lineas celulares al
ser procesadas en el tiempo. Para realizar la criopreservacion se procede a amplificar la linea celular hasta
obtener una cantidad de suspension celular suficiente para elaborar los bancos maestros y de trabajo. Para
garantizar que los mismos estén libres de agentes contaminantes se le realizan controles microbiolégicos
que detecten bacterias, hongos y micoplasmas. Gracias a la criopreservacion y el establecimiento de los
bancos celulares, la Division cuenta con una coleccion de quince lineas celulares de distintos origenes, que
permiten dar respuesta a las necesidades de los usuarios, garantizando su entrega con la certificacién de
calidad adecuada.

Palabras claves: Criopreservacion, Cultivos Celulares, Banco Celular, Preservacién de las Lineas Celula-
res, DMSO.
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Determinacién de sustancias no declaradas en productos naturales sin registro sanitario
indicados como potenciadores sexuales y los riesgos asociados al uso en la poblacién.

Barraza Diaz El, Ibarz MT, Macero Sequera JM'

1 Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”. Caracas, Venezuela.

Introduccion: Se recibe solicitud de analisis del Cuerpo de Investigaciones Cientificas, Penales y Criminalis-
ticas (CICPC), a un grupo de medicamentos hallados que declaran ser naturales. Objetivo: Determinar sus-
tancias no declaradas en productos naturales sin registro sanitario indicados como potenciadores sexuales
y los riesgos asociados al uso en la poblacion. Metodologia Se revisa antecedentes de evaluaciones realiza-
das por el Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” (INHRR) sobre estos mismos productos y resultados
obtenidos, se revisa informacion publicada por otras Autoridades Reguladoras referentes a estos productos
y se realiza analisis de cromatografia de gases acoplado a espectrofotometria de masa para identificar sus-
tancias no declaradas. Resultados: Los productos MMC MAX MAN IV Capsules, Black Ant, Vimax Vimax
100 % Natural Product y Yohibina Gotas se determiné Sildenafil dentro de su composicion. Conclusiones y
Recomendaciones: El sildenafil es un principio activo utilizado para el tratamiento de la disfuncién eréctil.
Esta contraindicado en pacientes con infarto agudo de miocardio, angina inestable, angina de esfuerzo,
insuficiencia cardiaca, arritmias incontroladas, hipotension, hipertension arterial no controlada, historia de
accidente isquémico cerebral, pacientes con insuficiencia hepatica grave y personas con antecedentes de
neuropatia Optica isquémica anterior no arteritica o con trastornos hereditarios degenerativos de la retina
tales como retinitis pigmentosa. Precisamente, pacientes con estas condiciones podrian recurrir a produc-
tos de este tipo, pretendidamente naturales, a base de plantas, como alternativa teéricamente segura a los
medicamentos de prescripcion autorizados que estarian contraindicados. EI INH’RR” emite Alerta Sanitaria
informando a la poblacion los riesgos relacionados con este tipo de productos.

Palabras claves: Medicamentos llicitos, Sildenafil, Vigilancia Sanitaria de Medicamentos, Medicamentos
Naturales.

Enfoque basado en riesgos para cumplir con lo que establece la ISO 9001:2015 en el Insti-
tuto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”

Goncalves Goncalves | M, De Abreu Abreu MT, Vargas Figuera AY

Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”, Caracas, Venezuela

El Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”, es Centro de Referencia Sanitaria a nivel Nacional para la
prevencion, vigilancia y control de la salud de los venezolanos al producir bienes y dar servicios de calidad
para satisfacer las demandas nacionales de agentes inmunizantes y de diagndstico de enfermedades In-
fecciosas; para garantizar la calidad de los productos que elabora y de los servicios que presta tiene imple-
mentado de manera general desde hace varios afios un Sistema de Gestion de Calidad con base a lo que
establece la Norma ISO (Organizacién Internacional de Normalizacion) 9001:2008. En la actualidad realiza
gestiones para obtener la certificacion y acreditacion internacional en el ambito de su competencia.

Recientemente se ha publicado la nueva Norma ISO 9001:2015 por lo que las organizaciones disponen de
tres anos para actualizar el Sistema de Gestidn de la Calidad a los nuevos requisitos de esta norma, siendo




Revista del Instituto Nacional de Hihiene “Rafael Rangel”, 2016; Vol 47 (1-2)

uno de los cambios mas novedosos la necesidad de adoptar un enfoque basado en el riesgo alineado al
Sistema de Gestion de la Calidad, que consiste en reconocer e identificar los posibles riesgos dentro de la
organizacion, bajo un enfoque preventivo, a través de un conjunto de técnicas y herramientas de apoyo con
la finalidad de tomar las decisiones apropiadas y de forma légica, para ejecutar acciones con el fin de lograr
la conformidad de productos o servicios y la satisfaccion del cliente y evitar los efectos sobre los objetivos
estratégicos de la Organizacion.

Palabras claves: Requisitos, Gestion, Riesgos, ISO.

Etica y bioética integradas a la cito-histotecnolégica.
Suniaga Pino Emilio," Moya Acosta Manuel "2

1 Division de Bioterio, Gerencia de Produccién y Servicios Basicos. Instituto Nacional de Higiene “Rafael
Rangel” — Caracas.
2 Instituto de Medicina Experimental Universidad Central de Venezuela Caracas

Referir la conceptualizaciéon de ética, nos lleva primeramente a concentrarnos en la definicién de moral, el
cual sin lugar a dudas podemos inferir como el conjunto de normas bajo las cuales los individuos diferen-
cian el bien y el mal y su manera de actuar con referencia a sus propios valores, mientras que por otro lado
la ética se refiere a como un conjunto de moralidades que pueden coexistir conformando un grupo que se
fundamenta sobre los valores morales distintos y propician un nuevo camino de entendimiento social mas
particular. Dentro de la cito-histotecnologia el personal técnico y auxiliar deben conocer estas conceptua-
lizaciones, para dar paso a las normas bioéticas que son las normas bajo las cuales el accionar ético va
dirigido a la prestacién de un servicio dentro del area de salud, donde las implicaciones refieren directamente
el manejo de un ser vivo con fines de investigacion o estudios de diversa indole, donde el sujeto coloca su
integridad corpodrea bajo el tutelaje de personal especializado. Es asi como el personal técnico del area de
patologia tanto humana como animal maneja un conjunto de valores deontolégicos, que redundaran en el
beneficio integridad y confidencialidad de las pruebas realizadas a pacientes y velando de forma idéntica por
el cumplimiento de manejo adecuado de sustratos biolégicos 0 modelos animales. La bioética en cito-his-
totecnologia refiere las conductas, acciones y limitaciones a las cuales se someten los técnicos y auxiliares
en su labor diaria.

Palabras claves: Etica, Bioética, Cito-histotecnologia, Deontoldgicos, Investigacion

Galaxy: Una plataforma para el analisis de datos genémicos
Fernandez Salvatierra DJ, Castillo Di Giacinto CP, Gonzalez Luna CD.

Divisién de Biotecnologia y Desarrollo, Gerencia de Produccion y Servicios Bésicos.
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”.

La computacion se ha convertido en una herramienta esencial en la investigacion cientifica, particularmente
en las ciencias de la vida. Gracias a la secuenciacion masiva de acidos nucleicos, la tasa de generacion de
datos gendmicos esta aumentando a un ritmo acelerado. Esto permite interesantes oportunidades para la
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investigacion biomédica, pero también impone un conjunto de desafios al momento de analizar toda esta
cantidad de datos generados, por lo que cada vez son mas necesarias las herramientas de analisis comple-
jos. La Division de Biotecnologia y Desarrollo del INHRR cuenta con dos equipos de secuenciacion masiva
de ADN. Estos equipos generan una gran cantidad de datos gendmicos para los cuales se requieren herra-
mientas bioinformaticas que permitan su analisis y faciliten la interpretacion de los mismos. Por este motivo
damos a conocer a Galaxy, una plataforma abierta para el analisis de datos, basada en la web, que hace
frente a estos desafios, ya que permite la realizacidn de ciencia gendmica accesible, reproducible y transpa-
rente. Galaxy proporciona herramientas de analisis de datos gendémicos, tutoriales, demostraciones, espa-
cios de trabajo constante y publicaciones disponibles para cualquier cientifico que tenga acceso a internet.

Palabras claves: Galaxy Project, analisis genémico, secuenciacion masiva.

Importancia de la documentacién para los Sistemas de Gestion de la Calidad

Parra Moreno WA, Goncalves Goncalves | M, De Abreu Abreu MT, Gamez SC, Gutiérrez Montilla A M, Man-
tilla Villarroel M Y

Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”.

EL Sistema de Gestion Documental del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” (INH’RR) comenzé a
desarrollarse en el afio 2002 realizando propuestas para establecer lineamientos en la Institucion, siendo a
finales de ese afio que se comenzd con la documentacion y control de los primeros documentos.

En el afio 2014 el P-PEGC-001 Elaboracion de la Documentacion del Sistema de Gestion de la Calidad su-
frid modificaciones, se le dio un nuevo enfoque a la documentacién dentro del Instituto Nacional de Higiene
Rafael Rangel, estableciendo que todos deberiamos documentar de una forma Unica y sencilla, la cual nos
ayudaria a unificar criterios y relacionar procesos.

Con el pasar de los afos en la Institucidon se ha logrado muchos avances en el Sistema de Gestion Docu-
mental, mejorando la asesoria y documentacion de los procesos, los cuales nos han ayudado a lograr la
satisfaccion de nuestros usuarios y del cliente final.

Se han documentado, controlado, normalizado y distribuido mas de 1000 documentos, los cuales la ma-
yoria han sido modificados por la revision anual de la Alta Direccién y la aplicacion de Auditorias. Segun la
definicién de la ISO 9000:2015 informacion documentada es la constancia documental del resultado de la
aplicacion de los procedimientos operativos o técnico especificos. Estos documentos se identifican segun
las necesidades; intervienen los responsables de preparar, redactar, aprobar, actualizar, archivar, distribuir,
anular y modificar dichos documentos. Es esencial documentar, normalizar y sistematizar los procesos de la
institucion y dejar evidencia de lo que se hace para poder hacerle trazabilidad a dichos procesos.

Palabras claves: Documentacién, Normalizacién de procesos, Sistema de Gestién de la Calidad.
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Instauracion del Laboratorio de Metrologia del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”
Henriques De Farias JC, Goncalves Goncalves | M, Guzman JA, Soto Carpio S E
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”.

En el marco de la | Convencion Internacional de Calidad / Habana 2016 dirigida al personal vinculado a la
metrologia, como parte de la infraestructura de la calidad y teniendo como tema la metrologia en los Sis-
temas de Gestion, el Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” presenta un trabajo concerniente a la
instauracién del Laboratorio de Metrologia, con el fin de garantizar la confiabilidad de los resultados emitidos
a través de los equipos e instrumentos de medicion empleados en los laboratorios de ensayo, produccion
y diagnéstico de enfermedades transmisibles. Ademas, se propone a través de este laboratorio prestar el
servicio de calibracion a entes externos con la finalidad de garantizar la calidad de los servicios de salud
publica prestados a la nacién y generar recursos que le permitan autofinanciarse y amortizar el costo de la
calibracion, de aquellos instrumentos o equipos de medicion que no puedan ser calibrados por el servicio in-
terno. De esta manera, se ejecutan eficazmente las calibraciones y verificaciones de equipos e instrumentos
de medicidn, con el fin de garantizar la calidad de los bienes y servicios que satisfagan las necesidades y
expectativas de los usuarios internos y externos y asi, dar cumplimiento a los requisitos de los Sistemas de
Gestion de la Calidad, como lo establece el Manual Organizacional de la Institucion.

Palabras claves: Requisitos, Gestion, Riesgos, 1SO.

Importancia de las auditorias internas de calidad en el proceso de acreditaciéon de métodos
ensayo

Mantilla Villarroel M Y, Goncalves Goncalves | M, Vargas Figueras A'Y, De Abreu Abreu MT, Parra Moreno
WA.

Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”.

Através de procesos de auditorias de la calidad ejecutadas por el equipo de auditoria de la Gerencia de Ges-
tion de la Calidad, con la revisién y cumplimiento de los puntos presentes en normas vigentes correspondien-
tes y de la evaluacion o aplicacion interna, se obtuvieron una serie de hallazgos, determinandose como no
conformidades y oportunidades de mejora, lo que origind la aplicacion de acciones correctivas o preventivas.
Una vez realizada la auditoria por el ente Externo Regulador Nacional se detectaron evidencias que determi-
naron la significativa disminucion en las no conformidades. Situacion derivada de la ejecucién de auditorias
de seguimiento, donde se revisaron la eficacia y/o efectividad del proceso, demostrandose la incidencia que
origina la aplicacion correcta y oportuna de las acciones provenientes del diagndstico de la auditoria inicial.
Lo que ha permitido la fluidez en el proceso de acreditacion de siete (7) métodos de ensayo, siendo técnicas
que se han realizado en la Institucion desde larga data con los mayores estdndares de calidad, que en la
actualidad se encuentran en proceso de evaluacion por el Organismo de Servicio Autbnomo Nacional de
Normalizacién, Calidad, Metrologia y reglamentos Técnicos, con la finalidad de la acreditacion del Instituto
Nacional de Higiene “Rafael Rangel”, con miras a ser centro de referencia nacional e internacional especiali-
zado y autosostenible, como autoridades de trayectoria en vigilancia sanitaria, otorgando credibilidad en los
resultados de los analisis de los métodos de ensayo de gran impacto para la salud del estado venezolano.

Palabras claves: Auditoria, Eficacia, Credibilidad, Control de calidad.
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La cito- histotecnologia herramienta epistémica en el desarrollo del bioterio
Suniaga Pino Emilio’, Moya Acosta Manuel '

1 Division de Bioterio, Gerencia de Produccién y Servicios Basicos. Instituto Nacional de Higiene “Rafael
Rangel” — Caracas.
2 Instituto de Medicina Experimental Universidad Central de Venezuela Caracas

La cito-histotecnologia es una ciencia encargada de realizar los procesos cientificos y técnicos necesarios
para la elaboracion de laminas histolégicas y citolégicas, para la realizacion de estudios microscépicos de
diversos materiales tanto de investigacion como material diagndstico, proporcionando un panorama exacto
de su composicion morfoldgica, funcionalidad organica y de los diversos alcances que tienen ciertas sustan-
cias y/o medicamentos dentro de los diversos objetos de estudio de esta ciencia. Es importante denotar que
la cito-histotecnologia como area profesional y técnica se desarrolla dentro del INHRR, como parte integral
de la Gerencia Produccion y Servicios Basicos, actividad desplegada en el Departamento de Patologia, el
mismo se encarga de hacer los diagnésticos y manejo del material experimental que se produce tanto la
gerencia, como en otras areas sustantivas del Instituto; extendiendo la prestacion de este servicio a otras
instituciones. El Bioterio es una de las areas mas critica que requiere de nuestros servicios, donde somos
los encargados de velar por la calidad de los modelos biolégicos que en él son producidos y de sugerir las
mejoras y medidas necesarias, bajo evaluacién microscopica de los diversos modelos biolégicos produci-
dos. La cito-histotecnologia es una herramienta cientifico-técnica capaz de realizar esta tarea permitiendo
controlar el desarrollo y monitoreo constante de este servicio, contando con las capacidades epistemoldgi-
cas desde el aspecto tedrico como la praxis, aunada a equipos, talento humano y protocolos de avanzada
en el desempefio de estas funciones. Todo Bioterio requiere un servicio de Patologia Veterinaria donde la
cito-histotecnologia juega un papel crucial en su desarrollo.

Palabras claves: Cito-histotecnologia, Ciencia, Bioterio, herramienta, Epistemologia

Papel del INH “RR” en la Investigacion de brotes de enfermedades transmitidas por alimen-
tos

Bandes Villegas A, Jiménez Acosta NC, Benavente Loreto WS

Unidad de Microbiologia, Divisién de Productos Alimenticios, Gerencia Sectorial de Registro y Control, Insti-
tuto Nacional de Higiene Rafael Rangel, Ciudad Universitaria, Caracas, Venezuela
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”.

Alrededor del 70 % de los casos de enfermedad diarreica aguda es causado por el consumo de agua y ali-
mentos contaminados segun estimaciones de la Organizacién Mundial de la Salud. Entre los objetivos de la
Division de Productos Alimenticios esta el investigar los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos
(ETA), para determinar el o los agentes causales que permitan a las autoridades competentes tomar las me-
didas preventivas y correctivas pertinentes. Esta Division cuenta con laboratorios especializados (fisico-qui-
micos, microbioldgicos y contaminantes) que dan respuesta oportuna ante estos episodios y con el apoyo
de los laboratorios de bacteriologia clinica y farmacotoxicologia. Para dar a conocer esta labor (agentes
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etiologicos investigados, su procedencia, alimentos involucrados, grupos etarios, signos y sintomas mas co-
munes, entre otros, se proceso la data de las denuncias recibidas en la institucion en el periodo 2010-2015.
Se analizaron un total de 158 muestras pertenecientes a 80 denuncias, de las cuales el 27 % se recibieron
en el afo 2013. En un 44% (35/80) de las denuncias recibidas se logro obtener alguna relacion entre el ali-
mento recibido y el brote reportado y de estas el 89% (31/80) fueron de origen microbioldgico. Los estados
que enviaron mayor cantidad de muestras al laboratorio fueron Mérida y Miranda. El INHRR juega un papel
fundamental en la investigacion de brotes aportando informaciéon necesaria a la autoridad sanitaria para
detener y controlar los brotes ocurridos, contribuyendo asi a la disminucioén de los episodios de esta indole.

Palabras claves: Enfermedades, alimentos, microbioldgicos, brotes, ETA

Produccion de Cultivos Celulares en el Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”
Alcala K, Gibiaqui J, Junco M, Soto R, Brito L
Instituto Nacional de Higiene "Rafael Rangel”

La Division de Cultivo Celular adscrita a la Gerencia de Produccion y Servicios Basicos del Instituto Nacional
de Higiene “Rafael Rangel”, responde a las necesidades de produccion y provision de sustratos biologicos
“in vitro”, medios de cultivo, soluciones y material de vidrio para las Gerencias Técnicas de la Institucion y
usuarios externos con fines diagndsticos, productivos, de control e investigacion, siguiendo las Buenas Prac-
ticas de Manufactura, ajustados a las normativas que rigen la materia para la satisfaccion y seguridad de
nuestros usuarios. Nuestro objetivo es lograr ser centro acreditado y proveer sustratos celulares certificados
a nivel nacional. En la Divisién contamos con un stock de lineas celulares certificadas provenientes de la
ATCC (American Type Culture Collection) y la CDC (Center for Disease Control and Prevention) almacena-
das y crio-preservadas en bancos maestros y de trabajo. Los cultivos desarrollados a partir de estos bancos
son mantenidos y procesados con medios de cultivo elaborados y suplementados en la Division. A su vez
se cuenta con un area de control de calidad donde se realizan controles a todos los procesos y pruebas de
viabilidad a las lineas celulares procesadas, garantizando la calidad de los productos elaborados.

Palabras claves: Cultivo Celular, Medio MEM, Banco Celular.

Secuenciacion de préoxima generacion con el equipo Miseq de illumina
Castillo Di Giacinto CP, Fernandez Salvatierra DJ, Gonzalez Luna CD

Division de Biotecnologia y Desarrollo, Gerencia de Produccion y Servicios Basicos.
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”.

La secuenciacidon masiva o de proxima generacion (NGS) se refiere a la tecnologia que permite secuenciar
millones de fragmentos de ADN de forma paralela. Los instrumentos NGS son capaces de realizar secuen-
ciacién y deteccion de manera simultanea, lo cual ha revolucionado la investigacién genémica, produciendo
enormes cantidades de datos en poco tiempo y reduciendo costos con respecto a la secuenciacién Sanger.
Actualmente, existen numerosas plataformas disefiadas para realizar NGS, siendo una de ellas el equipo
MiSeq de lllumina, el cual es un secuenciador de proxima generacion que utiliza una quimica de secuen-
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ciacion por sintesis (SBS), capaz de detectar cada nucleétido a medida que es incorporado a la cadena de
ADN. Con este secuenciador se puede generar hasta 15Gb de informacion en 56 horas, con una lectura de
fragmentos de hasta 2x300bp y dando como resultado datos de alta calidad. Ademas, lllumina cuenta con
BaseSpace SequenceHub, una plataforma en la nube con una capacidad de almacenamiento a partir de
1TB, que permite monitorear las corridas en tiempo real, guardar y compartir los resultados obtenidos con
otros investigadores. Asimismo, en la nube se pueden encontrar algunas herramientas bioinformaticas para
iniciar el analisis de los datos. El Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” cuenta con un equipo MiSeq
para realizar investigaciones mediante secuenciacion de genoma completo de microorganismos, deteccion
de mutaciones, metagendémica, epidemiologia molecular, entre otras, las cuales tienen impacto en materia
de salud a nivel nacional y colocan al Instituto a la vanguardia tecnoldgica.

Palabras claves: Secuenciacién masiva, MiSeq, secuenciador, ADN.
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Sistema de Gestion de la Calidad en el Departamento de Patologia
Cisneros Maria1, Suniaga Pino E1, Moya Acosta M12

1. Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”, Division de Bioterio, Gerencia de Produccién y Servicios
Basicos. Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” — Caracas.
2. Instituto de Medicina Experimental Universidad Central de Venezuela Caracas.

Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”

La documentacion del Sistema de la Gestion de la Calidad dentro del area de Microtomia, desde su imple-
mentacioén en el area ha desencadenado una serie de beneficios que redundan en el mejor desempeiio de
las labores que en él se desarrollan. Haciendo de las instrucciones de trabajo y los procedimientos, una
guia normativa de gran relevancia al monitorear y revisar el desempefio de las funciones y las lineas de
trabajo dentro de este laboratorio. Es destacable que bajo el sistema de gestion de calidad, hemos logrado
entender minuciosamente los procesos y protocolos que regularmente eran manejados de forma empirica a
nivel auxiliar, olvidando el criterio cientifico y técnico que estas actividades poseen, relegando la actividad y
el caracter que ellas poseen a una mera funcién experiencial. Es importante denotar que el manejo de esta
linea de documentacion ha proporcionado un nuevo enfoque del aspecto auxiliar dando mayor autonomia
y una base confiable de datos sobre las diversas tareas técnicas a realizar, otorgando un nivel mas claro
de comprension y el correcto accionar en cada uno de los casos ya documentados como instrucciones y
procedimientos de rutina dentro del laboratorio de Microtomia esencialmente. Como valor agregado también
podemos comentar que dicha documentacién permite catalogar muchos procesos haciéndolos del dominio
publico permitiendo se conozcan las diversas actividades realizadas y los niveles de complejidad a los que
se someten los realizadores de estas funciones y poder ir mejorando las mismas bajo la revision periddica
de esta documentacion.

Palabras claves: Documentacién, Microtomia, instrucciones- procedimientos, desempefio
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INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

INFORMACION GENERAL

La Revista del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” es una
publicacion periddica cientifico, técnica indexada. Considera para su pu-
blicacion trabajos originales e inéditos producto de la investigacion basica
y aplicada en las ciencias de la salud, biotecnologia y afines, no presenta-
dos en otras revistas cientificas y sujetos a los siguientes criterios: idonei-
dad del tema, contenido cientifico, originalidad, actualidad. En secciones
especiales se incluyen revisiones, trabajos histéricos e institucionales,
biogréaficos, ensayos, resefias informativas. La presentacion del material
debe estar acorde con las normas editoriales de la Revista, indicadas a
continuacion:

El autor (es) debe (n) enviar original del trabajo impreso en papel bond
blanco, tamafio carta, con dos(2) copias y en formato digital, asi como el
nombre, teléfono, correo electronico y direccion del autor responsable que
se ocupara de la correspondencia relativa al trabajo.

Los trabajos originales seran arbitrados por especialistas en el tema y
en estadistica. Los resultados del arbitraje seran notificados al autor res-
ponsable y una vez aceptado el trabajo se le informara el nimero de la
Revista donde sera publicado.

Los trabajos de revision, de caracter histérico, institucionales y bio-
graficos, insertados en secciones especiales, deben incluir: titulos de re-
sumenes en espafol e inglés, palabras clave, referencias bibliograficas.

Las opiniones expresadas por los autores son de su exclusiva respon-
sabilidad y no reflejan necesariamente los criterios ni la politica del INH
RR. ElI Comité Editorial se reserva el derecho de aceptar o no el trabajo.

En el caso de experimentaciéon con animales y seres humanos, estu-
dios preclinicos y clinicos, se debe cumplir con las regulaciones éticas y
legales, nacionales e internacionales, que rigen esta materia.

PRESENTACION DEL ARTICULO ORIGINAL:

Presentar los trabajos con las siguientes caracteristicas:

Escritos en idioma castellano, letra arial nimero 12, a doble espacio,
con margenes de 4 cm. del texto al borde superior de la hoja, 3 cm. de los
bordes inferior, derecho e izquierdo y las paginas enumeradas en forma
conscutiva. La extension del articulo no debe exceder veinte (20) paginas,
incluyendo anexos.

COMPONENTES DEL ARTICULO ORIGINAL:

Estan conformados por titulo, autores, instituciones u organizaciones
a las que representan, resumen en espafiol e inglés, palabras claves,
introduccién, materiales y métodos, resultados, discusién, conclusiones
agradecimientos, referencias bibliograficas, tablas, graficos e ilustracio-
nes, descritos a continuacion:

a. Titulo: En espafiol e inglés, conciso e informativo, que represente los
objetivos y el contenido del trabajo.

b. Autores: Colocar el primer nombre y la inicial del segundo y el pri-
mer apellido e inicial del segundo seguido de coma entre cada autor.
Ejemplos: Pedro A Pérez J, Alberto R Martinez C

c. Ubicacion de los autores: Vinculacion cientifica e institucional de
(los) autor (es) del articulo; sefialando departamento e institucion.
Indicar el nimero de teléfono, fax y direccidon electrénica del autor
principal o jefe del proyecto. Toda esta informacion debe ir al pie de la
primera péagina

d. Resumen y palabras claves:

El resumen en idioma espafiol e inglés, debe contener los propdsitos
del estudio, los métodos utilizados, los resultados y conclusiones prin-
cipales, enmarcados en un texto que no excedera las 250 palabras.
Colocar de 3 a 10 palabras claves o frases cortas que ayuden a la
clasificacion del articulo. Consultar “DeCS. Descriptores en Ciencias
de la Salud”. http://decs.bvs.br/E/homepagee.htm

e. Texto: Debe contener introduccion, materiales y métodos, descrip-
cion detallada de los métodos estadisticos, resultados, discusion,
conclusiones y referencias bibliograficas.

f. Cuadros, Graficos e llustraciones: Deben ser incluidos cuando
faciliten un resumen de los hallazgos encontrados sin que sea una
repeticion del texto. Deben estar identificados por orden numérico con
leyendas explicativas concisas al pie de cada ilustracion y ser citados
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en el texto

g. Agradecimientos: Incluye a los colaboradores que no justifican la
autoria, pero que deben ser reconocidos, se colocan como apéndice
del texto.

h. Referencias Bibliograficas: En el texto seran numeradas conse-
cutivamente con un numero arabigo entre paréntesis, de acuerdo al
orden como son citadas.

Al final del trabajo se enumeran en orden correlativo y se describen de
la siguiente manera:

Publicaciones Periddicas: Titulo de la publicacion. volumen (nume-
ro entre paréntesis), afio.

Ejemplo: Revista del Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel. 34
(1), 2003.

Articulos de Publicaciones Periédicas: Colocar el apellido e ini-
ciales de los nombres de los seis (6) primeros autores, si son siete
0 mas agregar “et al”. El titulo del articulo con la primera letra en
mayuscula. El nombre de la revista abreviado segun el Index Medicus
(www. nlm.nih.gov). el afio de la publicacion, seguido de punto y coma
volumen (numero): pagina inicial-pagina final.

Ejemplo: Baintner KM, Duncan SC, Stewart CB, Pusztai AM. Binding
and degradation of lectins by components of rumen liquor. J Appl Bac-
teriol. 1993; 74 (1): 30-35.

Libros y monografias:

Autor (es) en la forma anterior indicada, cuando no hay autores men-
cion del editor o compilador, especificando sus funciones. Titulo del libro.
Numero de edicién a partir de la segunda y abreviando ed. Lugar de
edicion: Editorial; afo.

Ejemplo: Pumarola AM, Rodriguez AC, Garcia J, Piedrola G. Micro-
biologia y parasitologia médica. 2 ed. Madrid, Esparia: Masson; 1996.

Capitulos de Libros:

Autor (es). Titulo del capitulo del libro. En: Editor si lo hubiese. Titu-
lo del Libro. Numero de edicion. Lugar de edicion: Editorial; afio. pagina
inicial-final

Ejemplo: Medison AC, Jiménez P. Variacién y mecanismos genéticos
de las bacterias. En: Microbiologia. 2 ed. Caracas, Venezuela: Lanus;
2001. p.25-32.

Material de Pagina Web:

Autor (es). Titulo del Trabajo. Afio. Disponible en: Nombre o direccion
de la Pagina Web. (Consultado en fecha dia, mes y afio)

Ejemplo: Direccion General de Epidemiologia. Direccién de Informa-
cién y Estadistica de Salud. Anuario de Mortalidad 2006. 2007. Disponible
en: http:// www.mpps.gob.ve/ms/direcciones_msds/Epidemiologia/Esta-
distica/Archivos/Anuarios.htm. (Consultado 05 de julio de 2008).

Evitar el uso de abstract y de “comunicacion personal”, como referen-
cias. Cuando se utilicen trabajos no publicados pero que estén aceptados
en alguna revista se debe colocar “en impresion”.

La descripcién de otros materiales bibliograficos y no bibliograficos
deben seguir las normas del Comité Internacional de editores de Revistas
Médicas (www.icmje.org).

Para ampliar la informacién resumida en esta seccion consultar Los
requisitos uniformes para manuscritos enviados a Revistas Biomédicas
(Normas de Vancouver,, www.icmje.org).

Enviar los trabajos y correspondencia al Comité Editorial de Publica-
ciones, Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”, Departamento de
Informacién y Divulgacién Cientifica-Biblioteca, Piso 3, Ciudad Universita-
ria, detras del Hospital Clinico Universitario, Caracas, Venezuela

Teléfono: 58-0212-2191636 /2191769

Telefax:: 58-0212-2191779

Apartado Postal 60.412 Oficina del Este

Caracas.

e-mail: biblio@inhrr.gob.ve
luis.marquez@inhrr.gob.ve
luisalberto.marquez2011@gmail.com

Pagina Web: www.inhrr.gov.ve.
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cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria meningi-
tidis y gonorrthoeae.

» Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae

e Cultivo para Bordetella pertussis

* Investigacion de vibrio cholerae y prueba Vibriocida

Micoloégicos

* Histoplasma capsulatum (Histoplasmosis)

* Paracoccidioides brasiliensis (Paracoccidioidomicosis)

* Coccidioides spp (Coccidioidomicosis) y Aspergillus
spp(Aspergilosis)
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PRODUCTOS Y SERVICIOS DE CALIDAD

Aislamiento de agentes etiolégicos de micosis superfi-
ciales y profundas

Identificacion de Cepas de hongos filamentosos y leva-
duriformes

Pruebas de sensibilidad a los antimicéticos

Diagnéstico de Pneumocystis jirovecci por inmunofluo-
rescencia y PCR.

Cryptococcus complejo neoformas (aglutinacion Latex )

REGISTRO Y CONTROL SANITARIO DE MEDICAMENTOS
Y EVALUACION DE PRODUCTOS DE USO HUMANO

Especialidades Farmacéuticas
Productos Biolégicos

Productos Naturales

Alimentos

Cosmeéticos

Repelentes de Insectos de Uso Humano
Material Médico

Estudios Biolégicos para Diagndstico
Productos Sanitarios

Tabaco y sus Derivados

DOCENCIA E INVESTIGACION APLICADA

Cursos de Extension

Cursos a Distancia (Aulas Virtuales)

Postgrado Especializacion en Micologia Médica
Postgrado Especializacién en Vigilancia Sanitaria de
Medicamentos

Programa de Perfeccionamiento Profesional (PPP) en
Inocuidad de los Alimentos

Programa de Perfeccionamiento Profesional (PPP) en
Ensayos Clinicos

Coordinacion y Seguimiento de Lineas de Investigacion
en Salud

Apoyo para la Ejecucion de Trabajos de Grados Exter-
nos

Pasantias de Pregrado y Postgrado

OTROS SERVICIOS INSTITUCIONALES

Diagndsticos anatomopatoldgicos
Descontaminacién de Bioldgicos

Esterilizacion

Lineas celulares en cultivo activo

Cepas de microorganismos en cultivo activo
Aislamiento e identificacion bioquimica fenotipica y
genotipica de cepas

Deposito de microorganismos

Biblioteca

e.mail: mercadeo@inhrr.gob.ve
Pagina web: www.inhrr.gob.ve
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AHORA ES DE TODOS



