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Editorial | From the editors
Mielitis flacida aguda. | Acute flaccid myelitis.
Iniciar la alerta en México | Start alert in Mexico

A partir de 2014, en Estados Unidos se detecté un incremento en los casos de pardlisis flacida aguda (mielitis flacida aguda),
con un patrén bienal con picos en verano y principios de otofo." La mielitis flacida aguda (mra) es una enfermedad rara, grave,
que afecta el sistema nervioso, en particular el area de la sustancia gris de la médula espinal, es un padecimiento similar a la
poliomielitis que causa debilidad muscular y, a veces, pardlisis, principalmente en nifios. La mayoria de los pacientes con mMra
(més de 90%) han tenido alguna enfermedad respiratoria leve o fiebre, indicativas de una infeccién viral, antes de presentarla.
Entre el 1 de eneroy el 2 de noviembre de 2018, se clasificaron 80 casos de Mra como confirmados (en 25 estados) y seis como
probables, lo que representé un aumento de tres veces en los casos confirmados en comparacion con el mismo periodo en
2017.2 Este nUmero aumenté a 165 casos confirmados entre 320 casos reportados el 14 de diciembre de 2018.3

Se ha sugerido la asociacién de infecciones por enterovirus, las cuales son comunes, especialmente en los ninos,
aungue no se ha podido precisar por qué una pequefa cantidad de personas presentan MrFA, mientras que en la mayoria de
las otras pasa asintomatica. Es importante resaltar que estos casos de mMra no son causados por el virus de la poliomielitis. En
Estados Unidos se han detectado el virus Coxsackie A16, el enterovirus a71 (Ev-a71) y el enterovirus p68 (Ev-068) en el liquido
cefalorraquideo, de igual manera que en Europa y Japén, pero no en los mismos ndmeros que en Estados Unidos. Algunos in-
vestigadores europeos sugieren que el Ev-D68 es la causa probable de la mra.% En la India se han reportado casos semejantes a
MFA que cumplen los criterios del coc, sin precisar la etiologia.® Sin embargo, el ev-p68 se ha detectado con mayor frecuencia en
muestras respiratorias de pacientes con MrA, no en el Lcr. Pocos pacientes con MrA asociada a enterovirus b68 han demostrado
una recuperacion completa de la fuerza. El enterovirus A71 se ha detectado con mayor frecuencia en muestras rectales/de
heces o faringeas de pacientes, no en el Lcr, y en estos casos se observa una mejor recuperacion, casi semejante a antes de
la infeccion.

Los ninos comienzan con una enfermedad febril con sintomas respiratorios, gastrointestinales o lesiones exantemati-
cas de pie-mano-boca, con un inicio rapido de debilidad y, en ocasiones, alteraciones de los pares craneales. A menudo la
manifestacion es asimétrica y afecta predominantemente los musculos proximales. La gravedad varia desde una debilidad
apenas perceptible en una sola extremidad hasta cuadriparesia, que requiere asistencia respiratoria. Es posible que los paci-
entes se quejen de dolor en la extremidad, el cuello o la espalda afectados, lo que puede conducir a diagndésticos erroneos de
sinovitis toxica, lesion del plexo braquial, distensiones, esguinces o trastornos funcionales. Los reflejos tendinosos profundos
suelen estar disminuidos.

Por ahora, la orientacion para el diagndstico es sélo clinica, apoyandose en estudios de puncién lumbar y resonancia
magnética (rRvM) de la médula espinal. La resonancia magnética espinal muestra hiperintensidades en forma de mariposa de
la sustancia gris central. El liquido cefalorraquideo generalmente muestra pleocitosis linfocitica y es negativo para patdbgenos
bacterianos y para la mayoria de virales. Los hallazgos de laboratorio y gabinete pueden aparecer més tardiamente con respec-
to a la presentacion clinica. Los estudios de electromiografia y conduccion nerviosa demuestran neuronopatia motora aislada.
El poliovirus no se ha identificado en estos brotes, pero siempre se deberé estar alerta de esta posibilidad ya que clinicamente
no se puede descartar. Es importante recordar que aun hay paises donde existen casos de poliomielitis. Los profesionales
de la salud y los padres en todo el pais estan preocupados por razones importantes: la presentacién puede ser sutil y pasar
desapercibida, el diagndéstico diferencial es complejo, existen posibles complicaciones a largo plazo y no se dispone de trata-
mientos efectivos establecidos.

Se han utilizado diversas estrategias de tratamiento, peron sin ensayos clinicos prospectivos y controlados. Entre éstas
se ha mencionado la inmunoglobulina intravenosa, la fluoxetina y los esteroides. En resumen: la inmunoglobulina intravenosa
previno la paralisis sélo cuando se administré antes de la infeccién viral o poco después; la fluoxetina fue ineficaz, y los este-
roides exacerbaron la enfermedad, especialmente en modelos con Ev-D68 y Ev-71.

En México no se tiene informacién sobre la presentacién especifica de esta entidad, sin embargo, en el afio 2016 se
reportaron 606 casos de parélisis flacida aguda, 571 casos en 2017 y 703 casos en 2018.% De esta manera, ante la informacion
no médica, la poblacién y algunos profesionales de la salud en todo el pais han mostrado preocupacién. Para nuestro sistema
de salud hay un gran reto, ya que esta entidad puede pasar desapercibida debido a lo complejo del diagnéstico diferencial,
con las consecuentes complicaciones o secuelas moderadas a largo plazo. Se requieren sistemas de monitoreo y deteccion
especffica. En Estados Unidos el programa de vigilancia de los coc para los enterovirus todavia es pasivo y se basa en que
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EDITORIAL

los médicos envien muestras, lo que sugiere que pronto debera instalarse un sistema activo que ponga mayor atencién en
ninos con problemas respiratorios para detectar la frecuencia de infecciones por Ev-D68 y establecer la asociacién real. El
uso de pruebas multiplex de biologia molecular han demostrado una importante utilidad en el diagndstico etioldgico de las
meningitis agudas, que como parte del estudio inicial en Mra podrian eliminar varios de los patégenos asociados y disminuir el
uso innecesario de antibidticos y esteroides.” Esperemos que en nuestro pais pronto se tenga un sistema de vigilancia para la

deteccién de los casos especificos de Mra.
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Resumen

INTRODUCCION. Se estima que 40% de los pacientes con dengue requieren atencién médica y una incapacidad laboral de
entre cinco a siete dias; situacion que obliga a los enfermos a incurrir en gastos de bolsillo.

OBJETIVO. Conocer el monto de los gastos de bolsillo de los pacientes con diagnéstico de dengue en Medellin y Monterifa.

MATERIALES Y METODOS. Estudio observacional, descriptivo y transversal. Se incluyé a pacientes con dengue que ingre-
saron entre julio de 2016 y diciembre de 2017. Se aplicé una encuesta para conocer los gastos de bolsillo que asumieron
durante el diagnostico y recuperacion de la enfermedad. A las variables medidas a nivel de razén se les estimé la media y la
desviacion estandar, y a las medidas en niveles nominales y ordinales se les calcularon proporciones.

RESULTADOS. Se incluyeron 75 pacientes, edad promedio 36.6 afos. El 74.6% de los participantes pertenecian a los estratos
1,2y 3, 56% se encontraban en el régimen contributivo del Sistema de Seguridad Social en Salud, y sélo 20% requirié hospi-
talizacion. Los gastos més frecuentes fueron: costo de la consulta, medicamentos, ingresos no percibidos por incapacidad y
gastos de acompahamiento. Los ingresos no percibidos y los medicamentos representaron los mayores desembolsos, con
una mediana de 200 mil y 25 mil pesos colombianos, respectivamente.

CONCLUSIONES. Los gastos de bolsillo qgue asumen los pacientes pueden representar entre 9y 45% de su ingreso; lo que
significa que para algunas familias el dengue se convierte en un evento catastrofico. Los principales costos son por hospita-
lizacion e incapacidad laboral.

Palabras clave: dengue, gastos de bolsillo, gastos catastréficos en salud.

Abstract

INTRODUCTION. [t is estimated that 40% of patients with dengue require medical attention and work incapacity between five
and seven days; situation that forces patients to incur out-of-pocket expenses.

OBJECTIVE. Recognize the out of pocket expenses of patients diagnosed with dengue in Medellin and Monteria.

MATERIALS AND METHODS. Observational, descriptive, cross-sectional study. 75 patients with dengue were admitted bet-
ween July 2016 and December 2017, a survey was applied to know the out of pocket expenses that they assumed during the
diagnosis and recovery of the disease. To the variables expressed as ratio their mean standard deviation was estimated, and
proportions were calculated for the measurements at nominal and ordinal levels.

RESULTS. 75 patients were included, the average age 36.6 years. 74.6% of participants belonged to social status 1, 2 and 3,
56% were in the contributory regime of the Social Security Health System and only 20% required hospitalization. The most
frequent expenses were value of the visit, medicines, income not received due to disability and accompaniment, with the
unearned income and drugs being the most expenses, with a median of 200 thousand and 25 thousand Colombian pesos,
respectively.

CcONcLUsIONS. Out of pocket expenses incurred by patients can represent between 9 and 45% of theirincome; which means
that for some families, dengue behaves like a catastrophic event. The main costs are hospitalization and work disability.
Keywords: dengue, out-of-pocket payments, catastrophic health expenditures.
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Intfroduccidon

Los principales vectores de transmision del virus del dengue
(pENv) son los mosquitos Aedes aegypti y Aedes albopictus,
miembros de la familia Flaviviridae y del género Flavivirus. El
DENV tiene cuatro serotipos distintos: DENv-1, DENV-2, DENV-3 Y
penv-4." El bENv es el arbovirus con la mayor capacidad de pro-
pagacién: més de 390 millones de infecciones en el mundo
reportadas al afo, por ello su gran importancia en el &mbito
de la salud publica.? A nivel mundial, aproximadamente 3 900
millones de personas que residen en 128 paises estan en
riesgo de contraer infecciones por dengue, lo que influye en
la gravedad de la propagacion.®

La incidencia y diseminacién del dengue estan rela-
cionadas con una variedad de factores, como las condicio-
nes socioeconémicas, el grado e intensidad de las acciones
de control, las practicas socioculturales, los factores ambien-
tales, la rapida expansion urbana, el aumento de la poblacion
mundial, el comercio y la internacionalizacion siguen siendo
los responsables de la creciente tasa de penv en las Ultimas
décadas.'®

El penv es una enfermedad compleja con un amplio
espectro de presentaciones clinicas, que a menudo no se re-
conoce o se diagnostica errbneamente como otras enferme-
dades tropicales que causan fiebre.# Sin embargo, después
del periodo de incubacién los pacientes experimentan fiebre
repentina que puede durar de dos a siete dias, acompana-
da de sintomas como mialgia, artralgias, anorexia, dolor de
garganta, dolores de cabeza y sarpullido macular.*® El penv
puede cursar como una condicién menos grave, que va des-
de fiebre del dengue a fiebre hemorrégica del dengue, hasta
la complicacién mas grave que es el sindrome de choque del
dengue.® Hasta ahora no existe un tratamiento especifico,
pero recientemente se publicaron algunos articulos sobre los
resultados del uso de una vacuna tetravalente que ha mos-
trado una modesta eficacia de 30%.°

La conocida carga social, econémica y de morbilidad
del dengue a nivel internacional es alarmante, y es evidente
que el efecto mas amplio de esta enfermedad esta muy sub-
estimado.* La incidencia ha aumentado de forma continua en
las Ultimas décadas, con la expansion del rango geografico de
transmisién a paises que antes no se habian visto afectados.
Actualmente en Colombia esta enfermedad es endémica.”®

En el periodo de 2003 a 2010 en Colombia se repor-
taron 445 585 casos, la tasa de mortalidad para este mismo
periodo fue de 0.4 por 100 mil habitantes, y la tasa de le-
talidad de 1.14 por 100 mil habitantes. El costo promedio
del paciente con dengue fue de 599 dodlares, la atencién del
paciente ambulatorio tuvo un costo de 88 ddlares, mientras
que el gasto de atencion del enfermo hospitalizado oscild
entre 671 y 6 532 ddlares. El costo promedio del paciente
con dengue grave fue de 2 361 ddlares.™°

Todavia hay una limitada evaluaciéon econdémica del
dengue, y es necesario mostrar la carga econémica que re-
presenta en los sistemas de salud para establecer una guia
que permita tomar decisiones sobre los rendimientos espe-
rados de las inversiones y para establecer las prioridades de
las politicas de salud.”?

Debido a lo anterior, el objetivo del presente es-
tudio es conocer los gastos de bolsillo de los pacientes
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con diagnostico de dengue en las ciudades de Medellin y
Monteria, Colombia.

Materiales y métodos

Diseno y poblacidn de estudio

Se realizé un estudio observacional, descriptivo y prospectivo,
en el que participaron personas con diagnéstico de dengue
de las ciudades de Medellin y Monteria (Colombia), las cuales
cumplieron con los siguientes criterios de seleccién: edad >
18 anos, con diagnéstico de dengue, con nivel de lectoescri-
tura basico o superior y que aceptaron participar de manera
voluntaria en el estudio gestionando el instrumento de reco-
leccion de informacion. La muestra fue a conveniencia e inclu-
y6 75 pacientes que cumplian con los criterios de elegibilidad.

Proceso de recoleccion de informacion

El instrumento para recolectar la informacion incluyé varia-
bles sociodemograficas y econémicas relacionadas con los
costos directos e indirectos que constituian los gastos de
bolsillo del paciente. Entre los datos sociodemogréficos se
consideraron la condicién laboral y el régimen de seguridad
social. Los gastos directos efectuados por el paciente inclu-
yeron el transporte para acudir al tratamiento, los pagos por
atencion en salud, exdmenes y medicamentos, asi como
otros pagos y/o copagos. Los costos indirectos que se to-
maron en cuenta fueron el tiempo que invierte el paciente
en acudir a controles, dinero que se deja de recibir durante
la hospitalizacién, incapacidad laboral o pérdida del trabajo y
gastos adicionales relacionados con la necesidad de acudir a
una persona o familiar que lo atienda mientras esta enfermo.

Andlisis estadistico

Con la informacién obtenida se construyd una base de datos
en Excel y se analizd con el programa spss vr 21.00. Las va-
riables cualitativas se expresaron en frecuencias absolutas
y relativas y las cuantitativas utilizando promedio y desvia-
cion estandar (oE) para las variables que tenfan distribucién
normal, en cuanto a las que no tenian esta distribucién, se
aplicaron medianas y rangos intercuartilicos (ria).

Consideraciones éticas

Este trabajo contd con el aval ético de la instituciéon ejecu-
tora, y de acuerdo con la Resolucién 008430 de 1993 del
Ministerio de Salud de Colombia, se clasificé como una in-
vestigacion sin riesgo debido a la utilizacion de instrumentos
autogestionados anénimos que permitieron la recoleccién
de informacién no relacionada con aspectos sensitivos de
los participantes. Se respeté la autonomia de los pacientes,
velando por la libertad de ingreso al estudio.

Resultados

Entre el 1 de julio de 2016 y el 31 de diciembre de 2017 se
entrevistd a 75 pacientes que tuvieron diagndstico clinico
y/o microbioldgico de dengue, los cuales ya habian pasado
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la fase aguda de la enfermedad y estaban reincorporados
a sus actividades bésicas cotidianas. El 57.3% (43) de las
entrevistas se realizaron en la ciudad de Monteria, mientras
que 42.7% (32) se hicieron en Medellin.

El 64% (48) de los participantes eran mujeres y la
edad promedio fue de 36.6 anos (sp 16.4), 2.6% no registré
esta informacion. En relacién con el estado civil, 44% (33)
eran solteros, mientras que 37.3% (28) estaban casados;
56% (42) se encontraba en el régimen contributivo del Sis-
tema de Seguridad Social en Salud, 38.6% (29) en el régi-
men subsidiado y 2.6% (2) de los participantes no tenian
afiliacién al sistema, 2.6% (2) no registré esta informacion.
En cuanto a la ocupacion, 36% (27) eran empleados y
25.3% (19) eran estudiantes. En cuanto al estrato social,
74.6% de los participantes pertenecian a los estratos 1, 2
y 3 (cuadro 1).

Cuadro 1
Caracteristicas demogrdficas
Caracteristicas Valor num. (%)
Estado civil
Soltero 33 (44)
Casado 28 (37.3)
Divorciado 7 (9.3)
Viudo 3(4)
Unién Libre 2(2.6)
NR* 2(2.6)
Ocupacion
Empleado 27 (36)
Estudiante 19 (25.3)
Independiente 18 (24)
Desempleado 9(12)
Pensionado 2(2.6)
Estrato
1 31(41.3)
2 8(10.7)
3 17 (22.7)
4 4(5.3)
5 12 (16)
6 2(2.6)
* NR 1(1.3)

* NR: No reportado

GASTOS DE BOLSILLO DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE DENGUE

En cuanto a los ingresos mensuales de los pacientes, se en-
contré que 58.6% (44) de ellos recibian mas de un salario
minimo mensual vigente (869 453 pesos colombianos, equi-
valentes a 280.4 délares), 22.6% (17) recibia menos de un
salario minimo, 18.6% (14) no reportd esta informacion.
Acerca de los gastos de bolsillo, es importante resaltar
que el principal medio de transporte utilizado por los pacien-
tes fue el taxi con 30.6% (23), y el nUmero de desplazamientos
realizados fue de uno a tres en 54.6% (41) de ellos (cuadro 2).

Cuadro 2
Gastos de bolsillo generados por la enfermedad

Tipo de gasto NUm. (%)
Transporte
Taxi 23(30.6)
Moto o bicicleta 19 (25.3)
Automovil particular 18 (24)
A pie 8(10.6)
Otros 3(3.9)
NR* 4 (5.3

Numero de desplazamientos

1-3 41 (54.6)
4-6 17 (22.6)
7-10 8(10.6)
NR* 9(12)

* NR: No reportado

Referente a los gastos més frecuentes durante la enfer-
medad, es importante resaltar el valor de los ingresos no
percibidos por incapacidad que tuvo un ria de 462 500, 52
500 pesos colombianos (149.17 dolares), los otros valores
se pueden observar en la cuadro 3.

Cuadro 3
Gastos mds frecuentes durante la enfermedad
Gastos* Mediana (RriQ) NR (%)**
Valor por visita 10 000 (20 000-4 000)*** | 8(10.6)
Medicamento 25 000 (77 500-12 250) | 35 (46.6)
Ingresos no 200 000 (462 500-52 500) | 33 (44)
percibidos por
incapacidad
Acompanamiento | 20 000 (100 000-8 000) | 44 (58.6)

* Pesos colombianos
** NR: No reportado
*** 3 100 pesos colombianos = 1 ddlar
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Sélo 13 personas reportaron gastos en ayudas diagndsticas,
con una mediana y Rria de 4 000 pesos colombianos (Ria 16
000-0), respectivamente. En relacion con el copago (diferen-
cia que existe entre el precio de un servicio y el valor que
cubre el plan de salud), 10 pacientes reportaron tener gastos
con una mediana y Ria de 19 000 pesos colombianos (240
000-0), respectivamente.

La mediana de la incapacidad fue de cinco dias, sin
embargo, es importante mencionar que 28% de los pacien-
tes no reportaron esta informacion; en cuanto a los dias de
acompafamiento, la mediana fue de 6.5 con 54.6% de datos
no reportados.

El 20% de los pacientes requirid manejo hospitala-
rio, pero sélo 13.3% (10) informd que tuvo gastos con un
promedio de 282 000 pesos (91 ddlares).

Cuadro 4
Requerimientos derivados de la enfermedad
Requerimientos* NUm. (%) NR (%)**
Hospitalizaciéon 15 (20) 6 (8)
Tuvo acompanamiento 36 (48) 11(14.6)
Ayudas diagnosticas 2(2.6) 51 (68)

*Tipo de requerimiento
** NR: NO reportado

Es importante resaltar que 38.6% de los pacientes informa-
ron una disminucién en su ingreso causado por la enferme-
dad (cuadro 5).

Cuadro 5
Pérdidas monetarias a causa de la enfermedad

Pérdidas* NUm. (%) | NR (%)**
Disminucién de ingreso por 29 (38.6) 9(12)
enfermedad
Pérdida de empleo por 3(4) 9(12)

enfermedad

Procedencia del dinero para gastos de enfermedad

Empleo 32 (42.6) -
Familia 30 (40) -
Otros 2(2.6) -
Total 64 (85.3) 11(14.6)
Dejé de recibir oportunidades 5(6.6) 7 (9.3)
Considerd no seguir 10 (13.3) 8(10.6)

recomendaciones médicas

*Tipo de pérdidas
** NR: no reportado
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Discusion

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (owms),
los recursos de las naciones del Tercer Mundo deben desti-
narse principalmente a las enfermedades que generan mas
gastos, como el dengue, el célera, la tuberculosis, viH/sipa, la
desnutricion, entre otros.™

En el trabajo realizado por Huy y colaboradores' so-
bre costos por dengue y otras enfermedades febriles, 63%
de los participantes eran hombres, contrario a nuestro estu-
dio en el que predominaron las mujeres con 64%.

Xuan y colaboradores' realizaron una investigacion
donde se evaluaron los costos por dengue, en el que 6.3%
de los pacientes eran desempleados y 21.1% estudiantes,
en comparacién con lo encontrado en el presente estudio,
donde 12% eran desempleados mientras que 25.3% eran
estudiantes.

Bello y colaboradores' reportaron que el costo de la
atencion ambulatoria de los pacientes con dengue fue de
aproximadamente 87.9 ddélares, mientras que el costo de la
atencion hospitalaria varié entre 670.8 y 6 531.5 délares, con
un promedio de 2 361 dodlares. Sin embargo, en el trabajo
realizado por Castafieda-Orjuela y colaboradores'® se encon-
tré que el costo por caso de dengue estimado para el afio
2011 fue de 76.13 ddlares si era atencién ambulatoria, pero
en caso de hospitalizacion fue de 705.12 dolares: En nuestro
estudio 20% de los pacientes requirid6 manejo hospitalario,
pero sélo 13.3% de ellos reporté haber tenido gastos con un
promedio de 91 dodlares.

En lainvestigacién realizada por Lee y colaboradores™
sobre la carga econdmica multinacional, encontraron que el
costo total por episodio de dengue varia de 141 a 385 dodla-
res para pacientes hospitalizados, y de 40 a 158 ddlares en
los casos de pacientes ambulatorios, Colombia con la carga
econémica més alta y Tailandia con la mas baja. En nuestro
estudio las pérdidas econdmicas mas frecuentes durante la
enfermedad fueron los ingresos no percibidos por incapaci-
dad, que tuvo un ria de 149.17 délares. Por otro lado, en el
trabajo de Martelli y colaboradores' el costo estimado por
dengue para la temporada epidémica 2012-2013, desde la
perspectiva de la sociedad, fue de 468 a 1 212 ddlares.

En el estudio realizado por Mia y colaboradores'® se
encontré que el promedio de dias perdidos por incapacidad
fue de 18.7 y un costo indirecto de 327.90 ddlares, equiva-
lente a 89.8% del total de los costos; en nuestro estudio la
mediana de la incapacidad fue de cinco dias, aunque 28% de
los pacientes no reportaron esta informacién.

En cuanto a las limitaciones del estudio, la mayor de
ellas se relaciond con el instrumento utilizado para la recolec-
cién de los datos, ya que fue una encuesta autogestionada
que pudo producir sesgos de informacion debido a que la
mayoria de los pacientes no contaba con la factura de los
gastos o no los recordaban.

El cambio climético, la falta de saneamiento bésico,
el uso excesivo de plasticos y la urbanizacién desordenada
son factores que han permitido un aumento en el nimero de
mosquitos Aedes aegypti y, por consiguiente, un incremento
de casos de dengue en las Américas. Los costos de bolsillo
que deben asumir los pacientes que padecen dengue, en
determinadas ocasiones pueden ser catastréficos para la
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poblacion mas vulnerable, pues representan grandes gastos
directos. Por esta razén es importante seguir trabajando en
las estrategias de prevencion de la enfermedad, control vec-
torial, educaciéon y compromiso social con las comunidades
més afectadas.
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Resumen

INTRODUCCION. Para una excelente prestacion de los servicios de salud en el &rea de pediatria, se requiere un nivel de
conocimientos de las “Metas Internacionales sobre la Seguridad del Paciente” (mMisp) para garantizar una atencion efectiva

y de alta calidad humana.

oBJETIVO. Conocer y establecer el grado de conocimiento acerca de las misp que tiene el personal que labora en un hos-

pital pediatrico.

METODOLOGIA. Estudio prospectivo, descriptivo y transversal que se llevé a cabo del 1 de febrero al 22 de julio de 2016
mediante la aplicacién de una encuesta al personal de areas de hospitalizacion, incluidos todos los turnos. Se disefid un
instrumento con variables sociodemograficas y 12 reactivos para evaluar el grado de conocimiento del personal de salud.

RESULTADOS. Se entrevistd a 409 personas y se elimind a dos, por lo que se obtuvieron 407 encuestas. Hubo mayor
prevalencia del sexo femenino, en estado civil soltero y con un rango de edad predominante de 20 a 30 afos. En general,
76% del personal del Hospital de Pediatria sabe de la existencia de las misp, sin embargo sélo 51.3% conoce el concepto
o como se llevan a cabo éstas. Las misp que fueron més conocidas tanto por su nombre como por el concepto fueron la
Num. 1, “identificacién correcta del paciente”, y la NUum. 5, “reducir el riesgo de infecciones asociadas a la atencién médi-
ca”. Las categorfas con un porcentaje mayor de personal que conocen las misp fueron Enfermeria y Médicos Residentes.

CONCLUSIONES. Aunque la mayoria del personal tiene informacién sobre las misp, sélo la mitad conoce el concepto y cémo

se aplican. Se requiere mayor capacitacion al personal.
Palabras clave: Metas Internacionales de Seguridad del Paciente, personal de salud, infecciones asociadas a la atencién médica.

Abstract

INTRODUCTION. For an excellent provision of health services in pediatrics area, a good level of knowledge of “International
Safety Patient Goals” (isPa) is required to guarantee effective care and high human quality.

OBJECTIVE. To know and establish the degree of knowledge about the ispG in personnel that works in a pediatric hospital.

METHODOLOGY. Prospective, descriptive and cross-sectional study, which was carried out from February 1 to July 22,
2016 applying a survey to personnel of hospitalization areas, including all shifts. An instrument was designed with
sociodemographic variables and 12 reagents to assess the degree of knowledge of health personnel.

RESULTS. 409 people were interviewed and two were eliminated, leaving 407 surveys. There was a higher prevalence of
females, in single marital status, with a predominant age range of 20 to 30 years. In general, 76% of the personnel of the
Pediatric Hospital know the name of the ispG, however only 51.3% know the concept or how the IspG are carried out. N° 1
“correct patient identification”, and N° 5 “risk reduction of medical care associated infections”, were the ispc better known
both by name and by concept. Nursing and Resident staff were those with a higher knowledge about ispG.

coNcLUsIoNs. Although most staff have information on the ispg, only half know the concept and how they apply. Staff

training is required.

Keywords: /nternational Safety Patient Goals, health personnel, infections associated with medical care.
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Antecedentes

La seguridad del paciente se define como un “Conjunto de
estructuras o procesos organizacionales que reduce la pro-
babilidad de eventos adversos resultantes de la exposicion
al sistema de atencion médica a lo largo de enfermedades y
procedimientos”.’

El propdsito de las “Metas Internacionales de la Segu-
ridad del Paciente” (misp) es promover acciones especificas
para mejorar la seguridad de los pacientes, cada meta desta-
ca problemas relevantes dentro de la atencién médica y des-
cribe las soluciones que abarcan a todo el sistema, basadas
tanto en evidencia como en el conocimiento de expertos y
personal que labora en alguna unidad médica.?

En los paises desarrollados se estima que uno de
cada 10 pacientes hospitalizados sufre dafios como conse-
cuencia de la atencién recibida. La seguridad del paciente
es el resultado de la seguridad del sistema sanitario, de la
seguridad hospitalaria y de la seguridad clinica y no sélo de
la actuacion del médico o del personal de salud. Constituye
una actividad compleja, ya que en ella se conjugan aspectos
inherentes al sistema de salud y acciones humanas.?

En el afo 2004, la Organizacion Mundial de la Salud
(oms) puso en marcha la Alianza Mundial para la Seguridad
del Paciente, y en septiembre de 2006 la Joint Comission
International publicé las metas internacionales para la segu-
ridad del paciente a partir de las propuestas de la owms; las
misp se definen como “estrategias especificas para mejorar
la seguridad de la persona que recibe atencién dentro de las
unidades hospitalarias™.’

Las misP propuestas son:

V]

.Identificar correctamente a los pacientes

.Mejorar la comunicacién efectiva

.Mejorar la seguridad de los medicamentos de alto

riesgo

. Garantizar cirugias en el lugar correcto, con el proce-

dimiento correcto y al paciente correcto

e.Reducir el riesgo de infecciones asociadas con la
atencién médica

. Disminuir el riesgo de dafo al paciente por causa de

caidas

0O T

o

Las misP son un componente total de la calidad en la atencion
médica, que de acuerdo con la oms consiste en “asegurar que
cada paciente reciba el conjunto de servicios diagndsticos
y terapéuticos mas adecuado para conseguir una atencion
sanitaria éptima, teniendo en cuenta todos los factores y los
conocimientos del paciente y del servicio médico, y lograr el
mejor resultado con el minimo de riesgo de efectos iatrogé-
nicos y la maxima satisfaccién del paciente con el proceso”

La Secretaria de Salud (ss), el Instituto Mexicano del
Seguro Social (imss) y el Instituto de Seguridad y Servicios
Sociales de los Trabajadores del Estado (issste) han desa-
rrollado y aplicado procedimientos de evaluacién en forma
independiente a partir de varios indicadores en congruencia
con los programas de trabajo propios de cada institucién,
como la aplicaciéon del instrumento “Percepcion en torno a
agrupacion de metas internacionales para la seguridad del

CONOCIMIENTO DE LAS “METAS INTERNACIONALES PARA LA SEGURIDAD DEL PACIENTE”

paciente”. Por lo tanto, la implementacién de estandares en el
proceso de certificacion de hospitales garantiza una atencion
de calidad y eficiencia. En el aflo 2006 la ss se vinculé a la Alian-
za Mundial por la Seguridad del Paciente a través de la enton-
ces Subsecretaria de Innovacién y Calidad. En septiembre de
2007 la ss suscribio, con la owms, la Organizaciéon Panamericana
de la Salud (ops) y otros paises de la region, la “Declaracién
conjunta en apoyo a la iniciativa del primer reto mundial por la
seguridad del paciente: Una Atencién Limpia es una Atencién
Segura”. El 6 de septiembre de 2008 y mediante la instruccién
133/2008, se adscribio la iniciativa de Seguridad del Paciente
al Sistema Integral de Calidad en Salud (Si Calidad), que pas6
a denominarse Programa Nacional de Seguridad del Paciente.!
Como parte del control sobre la calidad de la atencién
al paciente, se requiere conocer cudl es el grado predomi-
nante de conocimientos sobre las metas internacionales de
seguridad el paciente en el personal que labora en las uni-
dades hospitalarias. El presente trabajo busca identificar el
grado de conocimientos que tiene el personal que labora en
un hospital pediatrico acerca de estos mecanismos imple-
mentados para garantizar la seguridad del paciente.

Metodologia

Se trata de un estudio prospectivo, descriptivo y transversal,
realizado en la umaAe Hospital de Pediatria Dr. Silvestre Frenk
Freund, del Centro Médico Nacional Siglo XXI, ivss. Se apli-
c6 una encuesta previamente validada, que inclufa variables
sociodemogréficas y 12 reactivos para evaluar el grado de
conocimiento. Se invitd a participar a personal de diferentes
categorias que laboran en distintas areas de los servicios de
hospitalizacion, en turnos los matutino, vespertino y noc-
turno. Intervino personal de Higiene y Limpieza, Trabajo So-
cial, Enfermeria, Médicos Residentes y Médicos Adscritos,
Nutricion, Laboratorio, Inhaloterapia, Asistentes Médicos y
Camilleros. No se incluyd personal que labora en &reas admi-
nistrativas, mantenimiento y conservacioén, roperia, farmacia
y de vigilancia.

El instrumento contenia preguntas con base en las
MisP para evaluar si el encuestado conocia el nimero de
meta, su nombre, su contenido y el concepto. La realizaron
cinco encuestadores a través de entrevista cara a cara. Se
eliminaron las encuestas mal llenadas o incompletas.

El estudio fue aprobado por el Comité Local de In-
vestigacion. Se catalogd como un estudio sin riesgo (titulo
segundo de los aspectos éticos de la investigacion en seres
humanos, capitulo Unico, articulo 17, apartado 11).

Para el andlisis se utilizd estadistica descriptiva. Se
calcularon medidas de tendencia central y dispersién.

Resultados

Se entrevistd a 409 trabajadores de los tres turnos del Hos-
pital de Pediatria Centro Médico Nacional Siglo XXI, pero se
eliminaron dos entrevistas por estar incompletas, de esta
manera quedaron 407 encuestas completas.

El 67% de los trabajadores entrevistados fueron del
sexo femenino, 78% se encontraba entre los 20 y 40 afios y
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solamente 8% fue mayor a 50 afos. Referente al estado civil,
el mayor nimero de empleados (563%) son solteros y 40%
casados. Por categoria, el mayor porcentaje de trabajadores
encuestados fue de Enfermeria (41.8%), seguido por Médi-
cos Residentes (24%) e Higiene y Limpieza (14%) (gréafica 1).

Grdfica 1
Porcentaje por categorias

[ Asistente médico E Laborartorio

M Camilleros [J Médico
] Enfermeria B Nutricion
Il Higiene [ Residente

[] Inhaloterapia M Trabajo social

Conocimiento de metas

Meta 1

“ldentificacion correcta del paciente™

El 81.32% de los encuestados contestd “si” saber cuél era
la misP NUm. 1, y la identificd correctamente. El 76% de los
trabajadores reconocié de forma precisa los componentes
de la ficha de identificacién y 8% no contestd esta pregunta.
Por categorias se encontré que el total de las encuestadas de
Trabajo Social refiri6 de manera cabal los componentes de la
ficha de identificacion; Enfermeria lo hizo en 95.8%, los Médi-
cos Residentes lo hicieron en 94% y los Médicos Adscritos en
84%. Sin embargo, el nimero total de trabajadores encuesta-
dos fue mayor en la categoria de Enfermeria (170) y Médicos
Residentes (98) vs. Trabajo Social, que fueron cuatro. Las ca-
tegorias que identificaron correctamente los componentes de
la ficha de identificacion en menos de 50% fueron Nutricion e
Higiene y Limpieza.

Meta 2
“Mejorar la comunicacion efectiva entre

profesionales de la salud”
El 76.6% conocia esta meta, no asi el 23.4% restante. El 47%
de los trabajadores identificé de manera correcta la carac-

ENF INF MICROBIOL 2019 39 (1): 12-18

teristica de la comunicacién entre profesionales de la salud
como “erecTvA”, y 10% no contestd esta pregunta (gréfica
2). Por categorias, Enfermeria la identificd en 93%, Médicos
Residentes en 88%, Inhaloterapia y Laboratorio en 60% e
Higiene y Nutricién por debajo de 50%.

Grdfica 2
Caracteristicas de la comunicacién entre profesionales
de la salud identificada por 407 encuestados

La comunicacién del personal que labora en la
unidad hospitalaria debe ser

B Correctay concisa B Repetitiva

O Efectiva

B Telefénica y escrita

[J No contesto

Meta 3
“Mejorar la seguridad de los

medicamentos de alto riesgo’?

El 73% de los encuestados conocfa esta meta. El 61.10% sa-
bia que la identificacion de los medicamentos de alto riesgo
se debe realizar por medio de colores. Enfermeria y Médi-
cos Residentes fueron los que mayor conocimiento tuvieron
de esta meta (94 y 87.7%, respectivamente); las categorias
restantes se encontraron por debajo de 75%, tomando en
cuenta que no tienen contacto directo en la aplicacién de
esta meta.

Meta 4
“Garantizar las cirugias en el lugar
correcto, con el procedimiento correcto

y al paciente correcto”¢”?
El 74.23% identificd esta, el resto la desconocia. El 77.2% de
los encuestados conoce el objetivo prioritario. Por categorias,
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Enfermeria (93.53%), Laboratorio (90%) y Médicos Residen- Grdafica 4

tes (86.7%) tuvieron el mayor grado de conocimiento, mien- Conocimiento del correcto lavado de manos por

tras que el personal de camilleria obtuvo 66%, los Médicos categoria y porcentaje

Adscritos 64.7% vy las categorias restantes estuvieron por

debajo de 50%. 0% 20% 40% 60% 80%100%
l l l l l

Meta 5

“Reducir el riesgo de infecciones Asistente medico -43_75

asociadas con la atencion médica y

lavado de manos”%!!

El 78.13% de los encuestados conocia la meta. El 69.19%
sabia que la duracién del lavado de manos con agua vy jabén
es de entre 40 y 60 segundos. Por categorias se encontré
que el total de las encuestadas de Trabajo Social conocia la
duracién del lavado de manos, mientras que Enfermeria lo
hizo en 94%, Médicos Residentes en 90%, y las categorias Enfermeria 94.12
de Inhaloterapia, Laboratorio y Médicos Adscritos se encon-
traron entre 70 y 80%, las categorias restantes estuvieron
por debajo de 51% (gréaficas 3y 4).

Camilleros

(o2}
o

Higiene

Grdfica 3 26.53

Cifras del conocimiento correcto sobre el lavado de
manos en 407 trabajadores

2.45% Inhaloterapia

(0]
o

Laboratorio 70

Meédico 76.47

Nutricion 22.22

Residente 90.82

Trabajo social

Cuanto debe durar el lavado de manos con
agua y jabon

[l 30-50 segundos [l Ninguna de las anteriores

[ 40-60 segundos [] No contesté Totales 78.13

I

Il 15-30 segundos
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Meta 6

“Reducir el riesgo de caidas™'?"é

El 74% de los encuestados conocia esta meta. El 54.54%
sabia que las medidas de seguridad para prevenir este riesgo
son vigilar el estado de conciencia, las limitaciones fisicas,
barandales en alto, cuidador primario 24 horas y sujecion
gentil en caso de ser necesario. Los grupos de Enfermeria
(94.7%) y Médicos Residentes (87.7%) fueron los que tuvie-
ron mayor conocimiento, las categorias restantes se encon-
traron por debajo de 65%.

ENF INF MICROBIOL 2019 39 (1): 12-18

En general, 76% del personal del Hospital de Pediatria sabe
el nombre de las misp, sin embargo soélo 51.3% conoce el
concepto o como se realizan éstas. Enfermeria fue la cate-
goria que en mayor porcentaje conoce el nombre de las misp
(94.5%), seguida por Trabajo Social y Médicos Residentes
con 91.66 y 89.5%, respectivamente. Las categorias que en
menos de 20% conocen las misp fueron Higiene y Limpieza y
Nutricion (gréafica b).

Grdfica 5
Resultado global por categorias sobre el conocimiento de las mise (porcentajes)
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Al explorar el conocimiento sobre el concepto o cémo se
realizan las misp, se encontré que los Médicos Residentes
obtuvieron el mayor porcentaje (74.5%), seguidos por las
categorias de Enfermeria y Médicos Adscritos con 74.3 y
64.3%, respectivamente. Las categorias con menor nimero
de personal que conoce el concepto de las misp fueron Nutri-
cion e Higiene y Limpieza con 33.3y 31.5%.

La misp més conocida tanto por su nombre como por
el concepto por mayor porcentaje del personal fue la Nam. 1,
“identificacién correcta del paciente”. La meta NUm. 5, “redu-
cir el riesgo de infecciones asociadas a la atencidon médica”,
fue la segunda mas conocida por su nombre vy la tercera por
concepto. La menos conocida tanto por su nombre como en
su concepto fue la Num. 6, “prevencion del riesgo de caidas”.

Discusion

La Joint Comission International menciona que la seguridad
de la atencion en salud es un proceso que se centra en el

conocimiento de los riesgos de efectos adversos, la elimina-
cion de los riesgos innecesarios y la prevencion de aquellos
eventos que son evitables a partir de intervenciones basadas
en evidencia cientifica con efectividad demostrada.’

Las misp son acciones especificas que el personal
que brinda atencién médica debe de cumplir con el fin de
prevenir riesgos que afectan la salud del paciente debidos
a la atencién misma. Los ambitos que abarcan las misp son
diversos y van desde la identificacién correcta del paciente
hasta la realizacion segura de eventos quirdrgicos, por lo tan-
to, todo el personal que labora dentro de un hospital y que en
forma directa o indirecta tiene contacto con el paciente debe
conocer dichas acciones y practicarlas.

Nuestro estudio consistié en investigar a través de
una encuesta el grado de conocimiento sobre las misP que
tienen los trabajadores del Hospital de Pediatria del Centro
Médico Nacional Siglo XXI. A través de este instrumento se
demostré que 76% de los trabajadores conocen por nom-
bre y niUmero cada una de las misp, siendo evidente que las
categorias que mas interaccionan con los pacientes, como
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Enfermeria y Médicos Residentes, son quienes conocen en
mayor porcentaje el nombre y nimero de las misp. Sin em-
bargo, conocer el nombre de las metas no equivale a saber
qué acciones incluye cada una de ellas. En nuestro estudio
existio una diferencia de casi 20 puntos, 94 vs. 74%, en las
principales categorias (Enfermeria y Médicos Residentes) en-
tre el promedio de conocimiento del nombre de la misp contra
el promedio de conocimiento de las acciones que se llevan a
cabo en cada una. Es probable que el saber qué acciones se
deben realizar sea una medida indirecta de que el personal
ejecuta cotidianamente las acciones de forma adecuada.

En relacion con la meta b, “Reducir el riesgo de infec-
ciones asociadas a la atencién médica”, desde hace afos se
ha demostrado que la higiene adecuada de manos tiene un
papel esencial en la prevencién de las infecciones nosoco-
miales, ahora conocidas como infecciones relacionadas con
la atencién de la salud (Iras), término sugerido por la oms. En
2005 el programa de la oms para la seguridad del paciente
lanzé el primer reto mundial en favor de dicha seguridad,
Clean Care is Safer Care (una atencién limpia es una aten-
cidon mas segura), para dirigir la atencién y la accion interna-
cionales al problema critico de las Iras para la seguridad del
paciente y al papel vital que desempena el cumplimiento de
la higiene de manos por parte de los profesionales sanitarios
en la reduccién de dichas infecciones.

Como parte del Programa de Seguridad del Pacien-
te, en el afo 2008 México se unid a este reto a través de
la Campanfa Sectorial “Esta en tus manos”, que consiste en
difundir las técnicas de higiene de manos (lavado con agua
y jabdén, y la desinfeccion con soluciones alcoholadas u otro
antiséptico) en los cinco momentos esenciales de los proce-
sos de atencién a la salud. En 2009, el programa de la owms
para la seguridad del paciente lanzé una ampliaciéon de este
programa, Save Lives: Clean Your Hands (Salva vidas: lavate
las manos) en el que hizo hincapié en el uso de los cinco
momentos para la higiene de las manos: 7) antes del con-
tacto con el paciente, 2) antes de realizar una tarea aséptica,
3) después del riesgo de exposicion a fluidos corporales, 4)
luego del contacto con el paciente y 5) después del contac-
to con el entorno del paciente. A pesar de la importancia y
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de que aparentemente el cumplimiento de esta meta no es
complejo, en nuestro hospital sélo 78% de los encuestados
conocia la meta, aunque al desglosar los puntos disminuyd
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Resumen

El célera es una de las enfermedades diarreicas mas graves, responsable de causar al menos siete pandemias en el mundo. Entre
los factores de virulencia asociados a esta enfermedad se encuentra la toxina del cdlera, codificada por el gen ctx4 y el pilus corre-
gulador de toxina codificado por el gen tcpA, que juega un papel importante en la patogenicidad.

OBJETIVO. Validar una técnica de pcr multiplex para el diagnostico de Vibrio cholerae toxigénica basado en la deteccion de los genes
Ve-m, ctxA y tepA.

METODOS. La validacion de la técnica se realizd en el Laboratorio de Enteropatégenos, del Instituto Nacional de Salud, a partir de
ensayos de Pcr convencional (Vc-m) y pcr multiplex (ctxA-tcpA), asi como la estandarizacion del pcr multiplex con tres blancos (Ve-m/
ctxA/tcpA). La validacion se realizéd con 51 aislados clinicos de Vibrio cholerae toxigénica (ctx4) y 31 cepas de distintos géneros no
productora de ctxA. Se determind el rango de trabajo, la selectividad, la robustez, la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo
positivo y el valor predictivo positivo de la técnica.

RESULTADOS. Se valid6 la metodologia y se obtuvo un rango de deteccién que abarca de la dilucion 10° a 102 La robustez fue
optima al modificar diferentes variables. Se obtuvo 100% de inclusividad, exclusividad, precision analitica, valor predictivo positivo y
valor predictivo negativo, asi como la sensibilidad y especificidad.

CONCLUSIONES. La estandarizaciéon y posterior validacion de la pcr multiplex (Ve-m/ctxAltepA), realizada por operadores distintos,
corroboré los pardmetros considerados y confirmé la repetibilidad y reproducibilidad de la técnica, por lo tanto provee una técnica
répida, precisa, segura y selectiva para la identificacion de cepas de Vibrio cholerae toxigénica de aislados clinicos luego de un
aislamiento primario.

Palabras clave: validacién, rcr, Vibrio cholerae, toxina del cdlera (fuente: pecs BIREME).

Abstract

Cholera is one of the most serious diarrheal diseases, responsible for causing at least seven pandemics in the world. Among
the virulence factors associated with this disease is cholera toxin, encoded by the ctxA gene and the pilus coregulator of toxin
encoded by the tcpA gene, plays an important role in pathogenicity.

OBJECTIVE. To validate a multiplex pcr technique for the diagnosis of toxigenic Vibrio cholerae based on the detection of Ve-m,
ctxA and tcpA genes.

METHODS. The validation of the technique was carried out in the National Institutes of Health's Laboratory of Enteropathogens,
using conventional pcr (Vc-m) and pcr multiplex (ctxA-tcpA) assays, and the standardization of multiplex pcr with three targets
(Ve-m/ctxAltcpA), validation was performed with 51 clinical isolates of toxigenic Vibrio cholerae (ctxA) and 31 non-ctxA-producing
strains of different genera. The range of work, selectivity, robustness, sensitivity, specificity, positive predictive value and positive
predictive value of the technique were determined.

RESULTS. The methodology was validated, obtaining a detection range ranging from 10° dilution to 102 Robustness was optimal
when modifying different variables. We obtained 100% inclusivity, exclusivity, analytical precision, positive predictive value and
negative predictive value, as well as sensitivity and specificity.

CONCLUSIONS. The standardization and subsequent validation of multiplex pcr (Ve-m/ctxAltcpA), performed by different opera-
tors, corroborates the parameters considered, confirmed the repeatability and reproducibility of the technique, thus providing
a fast, safe and selective for the identification of toxigenic Vibrio cholerae isolates from clinical isolates after primary isolation.
Keywords: validation, rcr, Vibrio cholerae, cholera toxin (source: mMesH NLM).
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Intfroduccidon

El célera es una de las enfermedades diarreicas més graves,’
responsable de causar al menos siete pandemias distintas
de célera ocurridas desde 1817.2% Se conocen mas de 200
serogrupos de Vibrio cholerae, pero sélo O1y 0139 causan
epidemia y pandemia de célera.*®

Entre los factores de virulencia, la toxina del colera
(cT) codificada por el gen ctxA es el principal factor de virulen-
cia de Vibrio cholerae toxigénica, demostrada en 1959:°y la
toxin coregulated pilus (Tcp) es el receptor para ct codificado
por el gen tcpA y juega un papel importante en la coloniza-
cion intestinal.”-®

Por otra parte, ctxA y tcpA no se expresan comun-
mente en cepas ambientales.'® En la mayoria de serogrupos
01y 0139, la expresiéon de estos genes es critica para la
patogenicidad,'"'? los cuales se han relacionado con brotes
epidémicos, aunque ciertos reportes indican que algunas
de estas cepas no tienen la toxina causante del colera.’

El diagnostico de rutina por laboratorio de Vibrio
cholerae, segun el Manual para la identificacién y pruebas
de susceptibilidad a los antimicrobianos de patégenos bac-
terianos de la owms, se basa en el aislamiento vy tipificacién
microbiolégica mediante el uso de medio selectivo (1cBs)
y pruebas bioquimicas.’”® Una desventaja de los métodos
bioguimicos para la deteccién de Vibrio cholerae es que re-
quieren entre dos a siete dias para confirmar el diagnostico.
En la deteccidn del célera es importante una prueba rapida,
por lo que el tiempo es un factor critico para determinar la
utilidad de cualquier método de deteccion. Ademas son ne-
cesarios técnicos expertos para el proceso de las pruebas,
experiencia de la que no se dispone en todos los laborato-
rios.’®"” Por lo tanto, la facilidad de uso y la velocidad son
factores importantes en la creacién de un nuevo método
de deteccion.

Los avances en técnicas de biologia molecular han
abierto la posibilidad de un diagnoéstico més répido y espe-
cifico a través de la pcr convencional y la pcr duplex, que
permiten identificar y caracterizar los factores de virulencia
de Vibrio cholerae.'®?? Las pruebas de deteccion basadas
en PCR son rapidas y sensibles técnicas de diagnostico pri-
mario y patogenicidad, en las que los genes especificos del
biotipo, por ejemplo, Ve-m (16S-23S) se utilizan para identi-
ficar la presencia de V/ cholerae, 8232 y ctxA, tcpA'® se usan
para identificar los factores de virulencia, como la toxina del
célera.

El objetivo del presente estudio es estandarizar y
validar una técnica de pcr multiplex para el diagnoéstico de
Vibrio cholerae toxigénica basado en la deteccién de tres
genes; a través de la identificacion de un fragmento espe-
cifico para Vibrio cholerae que pertenece a una regién del
operdn rrNA especifica de la proteina de membrana externa,
de las regiones espaciadoras intergénicas (Irss) localizadas
entre 16S y 23S del r abN (Ve-m). Para detectar la presen-
cia de la toxina del célera se amplifica un fragmento del
gen ctxA, el cual codifica para la subunidad A de la toxina.
Asimismo se amplifica un fragmento del gen tcpA que co-
difica la proteina efectora (subunidad del pili) especifico del
biotipo El Tor.?®
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Materiales y métodos

Cepas

Se selecciond un total de 82 cepas: 51 de Vibrio cholerae toxi-
génicay 31 de distintos géneros no productores de ctxA (cua-
dro 1). Las cepas de Vibrio cholerae atcc 14033 (Serovar O1,
biotype El Tor, serotype Inaba) y Escherichia coli atcc 25922
(sin factores de virulencia) se utilizaron como controles po-
sitivo y negativo, respectivamente. Las cepas usadas fueron
caracterizadas mediante cultivo microbiolégico, y pruebas
bioguimicas y serolégicas.?* Asimismo, la presencia de Vibrio
cholerae se determiné mediante un pcr convencional Vc-m,®
y los factores de virulencia (ctxA y tcp) se establecieron me-
diante un pcr multiple.’® El producto de pcr del 20% de las
cepas caracterizadas por estas pruebas fueron secuenciadas,
y la identidad de las secuencias segun el GenBank correspon-
den a ctxA, tcpA y Ve-m de Vibrio cholerae toxigénica, por lo
que se considerd también como prueba de oro.

Preparacion de muestras de AbN

Para la extraccién répida de Abn de las cepas de Vibrio chole-
rae toxigénica y de otros géneros, se tomaron de tres a cua-
tro colonias de un aislamiento en agar tripticasa de soya (TsA)
y se prepard una suspension de 500 uL en agua de calidad
molecular, a partir de la cual se realizaron diluciones con un
rango de 10° a 10°% en volimenes de 500 uL, estas suspen-
siones fueron sometidas a 100 °C durante 10 minutos, los
tubos se centrifugaron a 12 mil rpm durante dos minutos. Se
conservé el sobrenadante para ser utilizado como blanco en
la técnica de pcr multiplex.?*

Estandarizacion de la pcr multiplex

La estandarizacion de la pcr multiplex se realizé a partir del
conocimiento de las condiciones de las dos Pcr originales.
pcr de la secuencia de un fragmento especifico para la de-
teccion de Vibrio cholerae: se utilizé la pcr descrita por Chun
y colaboradores en 1999, con algunas modificaciones de
Caffer en 2007.?* Este ensayo amplifica un fragmento de la
secuencia correspondiente a una regién del operdn rena, de
las regiones espaciadoras intergénicas (Irss) localizadas en-
tre 16S y 23S del rapn, obteniéndose una banda de 300pb.
Los que se utilizaron primero fueron: pvc-F2-TTAAGCSTTTTCRCTGA-
GAATG Y pVCmM-R 1-AGTCACTTAACCATACAACCCG.

La pcr se llevd a cabo en un volumen final de 25 L,
conteniendo buffer de pcr, -Mg 1X (Thermo Fisher Scientific),
2 mM de MgCl, (Thermo Fisher Scientific), 0.8 mM de la mez-
cla de dntp's (Thermo Fisher Scientific), 0.8 uM de cada uno
de los primers de Vc-m (pve-F/pvem-r1), 1.25 U de Tag Abn po-
limerasa bU/uL (Thermo Fisher Scientific), 13.25 uL de agua
calidad molecular y finalmente 2 uL de abN; como control po-
sitivo y negativo se utilizé el aon de Vibrio cholerae atcc 14033
(Ve-m/ctdAltcpA) y Escherichia coli atcc 25922 sin factores de
virulencia, respectivamente. Ademas se utilizaron 25 ulL de la
mezcla de reaccién de Pcr sin ADN como control del sistema.
La amplificacién consistid en una primera desnaturalizacion
de 2 min a 94 °C, seguida de 30 ciclos, cada uno de ellos
compuesto por 45 s de desnaturalizacion a 94 °C, 45 s de ali-
neamiento a 60 °C y 45 s de extension a 72 °C. La extension
final fue de 10 min a 72 °C.
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VALIDACION DE UNA TECNICA DE PCR MULTIPLEX PARA LA DETECCION DE VIBRIO CHOLERAE

Cepas de Vibrio cholerae productoras de toxina g;;:t\d;oclepcs de distintos géneros no productoras de cixA
Cepa Serotipo | Genotipo Cepa Serotipo | Genotipo Microorganismo Cepa
1-532-92 | O1Inaba | Ve-m/ctAltep | 1.1336-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltep | Salmonella enteritidis 6.077-12
1-5101-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAjtcp | 1.1345-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp | Salmonella typhimurium | 1.148-12
1-5132-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAjtcp | 1.1354-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp Salmonella infantis 1.276-12
1-5211-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltep | 1.1594-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp Escherichia coli 1.020-13
1-7442-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAjtcp | 1.1600-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp | Enterobacter agglomerans | 1.082-13
1.0324-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltep | 1.1610-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctAltep Salmonella infantis 1.291-12
1.0747-92 | O1 Inaba | Ve-mictdAltep | 1.1618-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Escherichia coli 1.090-13
1.0748-92 | O1Inaba | Ve-m/ctAltep | 1.1661-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Salmonella enteritidis 1.297-12
1.0792-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctdAltep | 1.1901-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Escherichia coli 1.097-13
1.0811-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAjtcp | 1.1905-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp Salmonella enteritidis 1.314-12
1.0817-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltep | 1.2577-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Salmonella dublin 1.328-12
1.0819-92 | O1 Ogawa | Ve-mictdAltep | 1.2660-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Escherichia coli 1.103-13
1.4696-12 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltep | 1.2661-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp Shigella flexneri 2a 1.279-13
1.4730-12 | O1 Ogawa | Ve-m/ictdAltep | 1.2665-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Salmonella enteritidis 1.332-12
1-672-92 | O1Inaba | Ve-m/ctxAltep | 1.2677-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltep Shigella flexneri 1b 1.280-13
1-5098-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp | 1.2684-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp | Escherichia coli O157:H7 | ops-191
1-5341-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp | 1.2770-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Salmonella infantis 1.366-12
2-5367-92 | O1Inaba | Ve-m/ctxAltcp | 1.2772-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Salmonella infantis 1.414-12
1.1642-92 | O1 Ogawa | Ve-mictdAltep | 1.2773-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Shigella sonnei | 1.282-13
1.6892-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltep | 1.2778-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp | Salmonella typhimurium | 2.484-12
1.0875-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp Shigella sonnei | 1.284-13
1.2444-92 | O1 Inaba | c-m/ctxAltcp Salmonella infantis 2.547-12
2.2798-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp Shigella flexneri 3a 1.596-13
1.0242-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp Salmonella enteritidis 2.548-12
1.0344-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltep Escherichia coli 1.558-12
1.2432-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Salmonella enteritidis 2.585-12
1.2427-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltep Salmonella infantis 1.725-12
1.2417-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Escherichia coli 2.317-13
1.0207-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Escherichia coli 1.697-11
1.0214-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp Escherichia coli 1.600-11
1.0316-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp Escherichia coli 1.607-11
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Pcr multiplex del gen ctxA/tcpA: se utilizd la pcr descrita por
Mehrabadi y colaboradores,' con algunas modificaciones
de Caffer.?* Este ensayo amplifica un fragmento del gen ctxA
que codifica para la subunidad de la toxina. Por otro lado,
se amplifica un fragmento del gen fcpA que codifica para la
proteina efectora (subunidad del pili), obteniéndose bandas
de 564pb (ctxA) y 451pb (tcpA). Los que se utilizaron primero
fueron: cT 94F-CGCGCAGATTCTAGACCTCCTG, CT 614R-CGATGATCTTGGAG-
CATTCCCAC, TCP-72F- CACGATAAGAAAACCGGTCAAGAG Y TCP 477R-CGAAAG-
CACCTTCTTTCACGTTG.

La pcr se llevd a cabo en un volumen final de 25 ul,
conteniendo buffer de pcr, -Mg 1X(Thermo Fisher Scientific), 2
mM de MgCl, (Thermo Fisher Scientific), 0.8 mM de la mezcla
de dntP's (Thermo Fisher Scientific), 0.4 uM de cada uno de los
primers de ctxA (cT 94F/cT 614R), 0.4 uM de cada uno de los pri-
mers de tcpA (tcp 72r/tcp 477r), 1.25 U de Taqg AbN polimerasa
(Thermo Fisher Scientific), 13.25 uL de agua calidad molecular
y finalmente 2 uL de apbn; como control positivo y negativo
se utilizé el abN de Vibrio cholerae atcc 14033 (Ve-m/ctdA/tep)
y Escherichia coli atcc 25922 sin factores de virulencia, res-
pectivamente. Ademas se usaron 25 ul de la mezcla de reac-
ciéon de Pcr sin ADN como control del sistema. La amplificacién
consistié en una primera desnaturalizacion de 2 min a 94 °C,
seguida de 30 ciclos, cada uno de ellos compuesto por 45 s de
desnaturalizaciéon a 94 °C, 45 s de alineamiento a 60 °Cy 45 s
de extensién a 72 °C. La extension final fue de 10 min a 72 °C.
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Estandarizacién de la rcr multiplex Ve-m/ctxAltcp: se
partié con las condiciones descritas por Caffer® La pcr se
llevd a cabo en un volumen final de 25 L, buffer de pcr, -Mg
1X (Thermo Fisher Scientific), 2 mM de MgCl, (Thermo Fisher
Scientific), 0.2 mM de mezcla de dntp (Thermo Fisher Scienti-
fic), 0.8 uM de cada uno de los primers de Vc-m (pvc-F/pvem-
r1), 0.4 uM de cada uno de los primers de ctxA (cT 94F/cT
614R) (cuadro 2), 0.4 uM de cada uno de los primers de tcpA
(Tcp 72F/1cP 477R), 1.25 U de Taq AbN polimerasa (Thermo Fis-
her Scientific), 9.3 uL de agua calidad molecular y finalmente
2 uL de abN; como control positivo y negativo se utilizé el Abn
de Vibrio cholerae atcc 14033 (Ve-m/ctxAltep) y Escherichia
coli atcc 25922 sin factores de virulencia, respectivamente.
Ademas se utilizaron 25 ul de la mezcla de reaccion de pcr
sin ADN como control del sistema. La amplificacion consistid
en una primera desnaturalizacion de 2 min a 94 °C, seguida
de 30 ciclos, cada uno de ellos compuesto por 45 s de des-
naturalizacion a 94 °C, 45 s de alineamiento a 60 °C y 45 s de
extensién a 72 °C. La extension final fue de 10 min a 72 °C.

Anélisis de los productos de rcr: los productos de la
PCR Se analizaron en corridas electroforéticas empleando ge-
les de agarosa al 2% (p/v). Las corridas se realizaron a 100
V durante 40 min. Los geles de agarosa fueron tefiidos con
bromuro de etidio 1ug/mL (Fluka Biochemika) durante 15
minutos. Los resultados se analizaron y fotodocumentaron
mediante un transiluminador (Vilber Lourmat, Torcy, Francia).

Cuadro 2
Secuencia de los oligonucleétidos iniciadores utilizados en la técnica de rck miltiplex para la deteccion de los
genes Vc-m/cixA/tcpA

Primers | Gen blanco Secuencia de (?Iig{onuclec')tidos Tamano (.:ic.-ztl frr?\(::]mento de Referencia
(5'-3") amplificacion (pb)

pvC-F2 Ve-m 5" TTAAGCSTTTTCRCTGAGAATG 3' 300 19
pvem-r1 5’ AGTCACTTAACCATACAACCCG 3'

TCcP 72F tcpA B’ CACGATAAGAAAACCGGTCAAGAG 3 451 19
TcP 477R 5’ CGAAAGCACCTTCTTTCACGTTG 3

cT 94F CtXA 5" CGCGCAGATTCTAGACCTCCTG 3' 564 18

cT 614R B’ CGATGATCTTGGAGCATTCCCAC 3

Validacion de la pcr Ve-m/ctxA/tcpA+

« Rango de trabajo

Se utilizd la cepa de Vibrio cholerae arcc 14033 (Ve-m/

ctxA/tcp) en diluciones que abarcan desde 10° a 10°.
La cepa Escherichia coli atcc 25922 sin factores de vi-
rulencia se utilizd como control negativo (10°). La pcr
multiplex se repitié por cuadruplicado, en cuatro dias
distintos por el mismo operador, empleando el mismo
equipamiento y los mismos reactivos. Se determind el li-
mite de deteccidn para la pcr multiplex (Ve-m/ctxA/tcpA).
» Selectividad
Se realizaron amplificaciones de todas las cepas Vi-
brio cholerae toxigénica y cepas de distintos géneros

no productoras de ctxA (cuadro 1), empleando como
blanco el AbN correspondiente a la dilucién 10°. Como
controles se emplearon las cepas de Vibrio cholerae
arcc 14033 y Escherichia coli atcc 25922. La pcr mul-
tiplex (Ve-m/ctxAltcpA) se repitié por quituplicado, en
cinco dias distintos por dos operadores diferentes,
empleando el mismo equipamiento y los mismos
reactivos.
* Robustez

Se utilizé la cepa de Vibrio cholerae atcc 14033 (Ve-m/
ctxAltecpA), asi como 10 cepas referenciales prove-
nientes de aislamientos clinicos cuya identidad de las
secuencias gendémicas de sus amplificados corres-
ponden a ctxA, tcpA y Ve-m de Vibrio cholerae segun
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el GenBank (1.5632-92, 1.5132-92, 1.5211-92, 1.034-92,
1.079-92, 1.0811-92, 1.0817-92, 1.4696-92, 1.4730-92)
(cuadro 1), también se utilizd una cepa de Escherichia
coli atcc 25922 (sin factores de virulencia). Los ensa-
yos se realizaron por quintuplicado, se identificaron
aquellas variables que puedan afectar el desempeno
del ensayo, con operador distinto, dias diferentes de
realizacion del ensayo, se utilizo el termociclador 2720
Thermal Cycler (Applied Biosystems).
* Analisis estadistico

Para determinar la utilidad del pcr multiplex (Ve-m/
ctxA/tcpA) como prueba diagnostica para Vibrio cho-
lerae se compararon los resultados con los obtenidos
en la pcr simple (Ve-m) y la pcr mlltiplex (ctxA/tcpA)
antes descritos.

VALIDACION DE UNA TECNICA DE PCR MULTIPLEX PARA LA DETECCION DE VIBRIO CHOLERAE

La sensibilidad, especificidad, indice de Youden,
los valores predictivos positivos y negativos de las prue-
bas diagnoésticas fueron calculados utilizando el progra-
ma para analisis epidemioldgico de datos tabulados
EPIDAT version 3.1 en un intervalo de confianza de 95%.

Ademas se usé la prueba de indice de Kappa
de Cohen para evaluar el nivel de concordancia de la
PcR multiplex (Vc-m/ctxA/tcpA) con la pcr simple (Ve-
m)y lapcr multiplex (ctxA/tcpA), también se utilizé este
estadistico para evaluar la concordancia entre los dos
analistas en los criterios evaluados. Para determinar si
la proporcion de los resultados fueron iguales en los
cinco dias de evaluacion, se utilizé el estadistico de a
de Cochran. Estos anélisis estadisticos se realizaron
con el programa sTata versiéon 14.0.

Cuadro 3
Contingencia para el andlisis estadistico de los resultados
Pcr simple (Vc-m)
Positivo Negativo
PCR multiplex Positivo A (vP) B (FP) A+ B
(Ve-m/ctxA/tcpA) Negativo c (FN) D (VN) c+D
Total A+cC B+D
PcrR Duplex (ctxA/tcpA)
Positivo Negativo
PCR multiplex Positivo A (vP) B (FP) A+ B
(Ve-m/ctxA/tcpA) - Negativo c (FN) D (WN) c+p
Total A+cC B+D

Resultados

Estandarizaciéon de la pcr multiplex Vc-m/
CtXA/tcp

Se comenzd por evaluar el comportamiento de cada par de
primer en las condiciones que se emplearian en la pcrR multi-
plex. Para ello se prepard una mezcla de reactivos que conte-
nian soélo primers que hibridaban con la secuencia de Ve-m y
otras que hibridaban con ctxA/tcpA. En las condiciones estan-
dares detalladas se produjo una amplificacién adecuada de
las secuencias seleccionadas.

Cuando se emplearon todos los primers en la misma
reaccion para realizar la pcr multiplex (Vc-m/ctxA/tcpA), se ob-
tuvo una buena amplificacién en dos bandas (V-cm y tcpA),
sin embargo, la intensidad de la tercer banda (ctxA) indicaba
un desempeno subdptimo de la amplificacion en el formato
multiplex y, por lo tanto, la necesidad de mejorar la sensibili-
dad de la reaccion. Con este objetivo se analizaron los cam-
bios posibles en las condiciones de reaccién y se realizaron

distintas experiencias para evaluarlos. Las modificaciones
consideradas fueron: distintas temperaturas de alineamiento
o hibridacién, diferentes concentraciones de MgCl, y distintas
concentraciones de dNTP's.

A continuacién se detallan los resultados obtenidos al
modificar cada una de las condiciones indicadas.

e Temperatura de alineamiento (hibridacion).
Se realizaron ensayos en los que se emplearon dis-
tintas temperaturas cercanas a las 6ptimas para cada
par de primers. Se determiné que a 61 °C durante 45
segundos se obtiene la mayor sensibilidad e intensi-
dad de las bandas para cada uno de los amplicones.

«Concentracién de cloruro de magnesio
(MgCl,). Se hicieron ensayos utilizando distintas
concentraciones de cloruro de magnesio. El limite de
deteccion de cada uno de los amplicones mejoré de
forma significativa con el cambio en la concentracion
de MgCl,, cuando se utilizé a una concentracion final
de 3 mM.
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*Concentracion de dnTpP’s. Se llevaron a cabo en-
sayos utilizando distintas concentraciones de dnTP's.
El limite de deteccion de las bandas no varié en los
rangos de concentracion de 0.2 a 0.6 mM, sin embar-
go, cuando se utilizé a una concentracién final de 0.8
mM, esto derivd en una mejoria notable en la detec-
cién de las tres bandas.

Con base en todas las experiencias anteriores, las concentra-
ciones finales de los reactivos de la pcr multiplex (Ve-m/ctxA/
tcpA) quedaron definidas de la siguiente forma.

Para un volumen final de 25 uL: buffer de pcr, -Mg 1X
(Thermo Fisher Scientific), 3 mM de MgCl, (Thermo Fisher
Scientific), 0.8 mM de la mezcla de dntP's (Thermo Fisher
Scientific), 0.8 uM de cada uno de los primers de Vc-m (pvc-F/
pvcm-r1), 0.4 uM de cada uno de los primers de ctxA (cT 94F/
cT 614R), 0.4 uM de cada uno de los primers de tcpA (1cp
72r/tce 477R), 1.25 U de Taq AbN polimerasa (Thermo Fisher
Scientific), se utilizaron 2 uL de ApN y capacidad suficiente de
agua calidad molecular para 25 L.

Figura 1
Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/V) de los
productos de las reacciones de PCR Vc-m, PCR
cixA-tcpA y PCR Vc-m-ctxA-tcpA. Limite de deteccion
para los tres PCR

1 2 3 4 5 6 7 8

Como templado se utilizd ADN obtenido de la lisis de Vibrio

cholerae ATCC 14033 en diluciones equivalentes a 10-0 a 10-5

bacterias/reaccién. Carril 1: Marcador de tamano de pares de

base (pb). Carriles del 2-7: rango de diluciones que van de 10-0
a 10-5. Carril 8: Escherichia coli ATCC 25922 10-0.
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Validaciéon de la pcr Ve-m/ctxA/tcp

«Rango de trabajo
La cepa de Vibrio cholerae Atcc 14033 analizada tanto
por las pcr simples como por la pcr multiplex, presen-
té un rango de deteccidon que abarca desde la dilucion
10°a 102 Esto indica que se lograron las condiciones
Optimas de la pcr multiplex para conservar la sensibi-
lidad de las reacciones individuales (figura 1). La cepa
analizada presenté como limite de deteccion la dilu-
cién correspondiente a 107", Los resultados obtenidos
con la cepa Escherichia coli atcc 256922 (sin factores
de virulencia) fueron negativos.

« Selectividad
Inclusividad. La totalidad de las cepas de Vibrio chole-
rae toxigénica estudiadas presentaron las bandas es-
peradas para los genes correspondientes, al utilizar el
ADN equivalente a la dilucién 10°. Asi, las cepas presen-
taron bandas de 300 pb (Vc-m), 4571 pb (tcpA) y 564 pb
(ctxA). Parte de los resultados se muestra en la figura 2.

Figura 2
Inclusividad de la técnica de rcr multiplex para la

deteccionde , ... . .

3940 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57
—564pb —>451pb —>300pb

Carriles 1, 20 y 39: marcador de tamano de pares de base
(pb), carriles del 2 al 19, 21 al 38 y del 40 al 54-: cepas de Vibrio
cholerae proveniente de aislados clinicos. Carril 55:
Escherichia coli aicc 25922. Carril 56: cepa de Vibrio cholerae
atcc 14033. Carril 57: control del sistema.
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* Exclusividad
La totalidad de las cepas de distintos géneros no pro-
ductoras de ctxA no presentaron sefal positiva para
los fragmentos gendmicos evaluados, al utilizar el AbN
correspondiente a 10°,

En este criterio de validacién los ensayos fue-
ron llevados a cabo por dos operadores y se evalud
la concordancia de la técnica de pcr multiplex (Vc-m/
ctxA/tcpA). Mediante el estadistico de Kappa de Co-
hen se obtuvo un valor de 1 verificando que existe
una alta concordancia entre los dos operadores.
También se pudo evaluar la significacidon obteniendo
el estadistico z con un valor de 13.04 y la prueba chi
2 de independencia observando un valor significativo
(p <0.05).

Mediante el estadistico de a de Cochran se
pudo determinar que la proporcién de casos nega-
tivos detectados por la prueba pcr multiplex (Ve-m/
ctxA/tcpA) presentd una proporcion de 33:1, ademas
fue posible determinar que no existieron diferencias
significativas en los resultados obtenidos en los cinco
dias en la prueba evaluada (@ = 0.000; p >0.05).

En la determinacién de la exclusividad, las 31
cepas de distintos géneros no toxigénica fueron ne-
gativas en una concentracion de 10° en la mezcla de
reaccion de PCR.

VALIDACION DE UNA TECNICA DE PCR MULTIPLEX PARA LA DETECCION DE VIBRIO CHOLERAE

* Robustez
Las 11 cepas estudiadas presentaron las tres ban-
das esperadas en un total de 10 repeticiones que
incluyeron dos operadores y realizados en cinco dias
distintos. Se demuestra asi que la Pcr es resistente
al cambio de respuesta cuando se introducen varia-
ciones deliberadas tanto por el operador como en
los distintos dias (figura 3). En un total de cinco re-
peticiones se obtuvieron las tres bandas esperadas,
empleando como blanco el AbN correspondiente a la
dilucién 1070,

Se logré concordancia de la técnica de Pcr
multiplex (Vc-m/ctxA/tcpA) para los dos operadores
mediante el estadistico de Kappa de Cohen obtenien-
do unvalorde 1, lo que corrobora la alta concordancia
de los resultados obtenidos. También se pudo evaluar
la significacion obteniendo el estadistico z con un va-
lor de 8.06 y la prueba chi 2 de independencia obser-
vando un valor significativo (p <0.05).

Mediante el estadistico de a de Cochran se pu-
do determinar que la proporcién de casos detectados
de Vibrio cholerae por la prueba pcr multiplex (Vc-m/
ctxA/tcpA) presentd una proporcion de 52:2, ademas
fue posible determinar que no existieron diferencias
significativas en los resultados obtenidos en los cinco
dias en la prueba evaluada (o = 0.000; p >0.05).

Figura 3

Robustez de la técnica de rcr multiplex para la deteccién de

sssssdand = o

A, b

23 456 7 8 91011121314

- | ¢ $IE

Ve-m-ctxA-tcpA®

B

<«—564pb
o <—451pb
* |<—300pb

o
A

123 456 7 8 91011121314

A: operador 1. B: operador 2 (se muestran algunas imdgenes de las cinco repeticiones). Carril 1: marcador de tamafo de pares
de base (pb), carriles del 2 al 11: cepas referenciales de Vibrio cholerae proveniente de aislados clinicos. Carril 12: Escherichia coli
arcc 25922. Carril 13: cepa de Vibrio cholerae atcc 14033. Carril 14: control del sistema.

Discusion

En los Ultimos afos se han desarrollado muchas técnicas
basadas en pcr, las cuales permiten identificar y caracteri-
zar factores de virulencia de microorganismos patdgenos
presentes en muestras clinicas, de animales, de alimentos
y ambientales.

Los métodos microbioldgicos actualmente utilizados
para la deteccion de Vibrio cholerae presentan desventajas en
el tiempo de diagnéstico. La deteccion del célera requiere una
prueba rapida, por lo que el tiempo es un factor critico para
determinar la utilidad de cualquier método de deteccién.

Los avances en técnicas de biologia molecular han
abierto la posibilidad de un diagndstico mas rapido y especi-

fico a través de la pcr convencional y la pcr duplex, las cuales
permiten identificar y caracterizar los factores de virulencia
de Vibrio cholerae.’®? Las pruebas de deteccion basadas en
PCR son rapidas y sensibles técnicas de diagndstico primario
y de patogenicidad, donde los genes especificos del biotipo,
como el Vc-m (16s-23s)'82%24 y ompW' se utilizan para identi-
ficar la presencia de Vibrio cholerae, y ctxA y tcpA'® se usan
para identificar y caracterizar los factores de virulencia como
la toxina del colera.

En el presente trabajo se estandarizé y se valido
una pcr multiplex utilizando como secuencias blanco el frag-
mento especifico para Vibrio cholerae, que pertenece a una
region del operén rena, de las regiones espaciadoras inter-
génicas (Irss) localizadas entre 16S y 23S del rapn (Vc-m),™®
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el fragmento del gen ctxA que codifica para la subunidad A
de la toxinay el fragmento del gen tcpA que codifica para la
proteina efectora (subunidad del pili) especifica del biotipo El
Tor, ya que esta proteina es polimérfica. Los tamafnos de los
productos de amplificacién (300 pb para Vc-m, 451 pb para
tcpA'y 564 pb para ctxA) se pueden diferenciar muy bien en
un gel de agarosa. Asimismo, las temperaturas de hibrida-
cion son compatibles con los distintos cebadores.

En nuestro estudio se estandarizé la técnica de la
pcr multiplex v luego fue validada. Esta es una condicion
indispensable para que la técnica pueda ser aplicada en la
deteccién de un agente etioldgico, por lo tanto el desempefio
de la técnica debe estar bien definida y asegurada adecuada-
mente.? La Organizacion Internacional de Normalizacion defi-
ne validacion como la confirmaciéon mediante la aportacién de
evidencia objetiva de que se han cumplido los requisitos para
una utilizacién o aplicacion especifica prevista.?6?

En esta investigacién se ha podido determinar que
el desempeno de la validacion de la pcr multiplex Ve-m/ctxA/
tcpA fue Optimo, ya que se obtuvo un limite de deteccion
igual al de cada pcr realizada individualmente, al utilizar el Abn
correspondiente a la dilucion de 10". No se observaron in-
terferencias al utilizar concentraciones elevadas de abpn (107°)
cuando se determiné el rango de trabajo, lo que implica una
excelente sensibilidad para el diagndstico de la patologia.
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Resumen

La onicomicosis es la infeccion flngica de cualquiera de los elementos del aparato ungueal, es decir, [dmina, lecho
o matriz ungueal, producida por dermatofitos, levaduras y otras especies de hongos oportunistas. Es una infeccién
crénica recurrente. En nifos la onicomicosis es menos comuin que en adultos, con una prevalencia promedio menor
a 2%. El diagnoéstico se realiza por la sospecha clinica y la confirmacion micoldgica a través del examen directo con
hidroxido de potasio (koH) o negro de clorazol de las escamas de las ufias.

En este trabajo se presenta una revision de las caracteristicas més importantes de esta patologia y se descri-
ben las principales alternativas de tratamiento.
Palabras clave: onicomicosis, Trichophyton sp., Microsporum canis.

Abstract

Onychomycosis is the fungal infection of any of the elements of the nail apparatus (lamina, bed or nail matrix) pro-
duced by dermatophytes, yeasts and other opportunistic fungal species. It is a recurrent chronic infection. Onychomy-
cosis in children is less common than in adults, with an average frequency less than 2%. Diagnosis is made by clinical
suspicion and the mycological confirmation through direct examination with potassium hydroxide (koH) or clorazol
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Onichomycosis in pediatric patients

black from the scales of the nails.

A review of the main characteristics of this pathology is presented and the main treatment alternatives are

described.

Keywords: onychomycosis, Trichophyton sp., Microsporum canis.

La onicomicosis es la infeccién fungica de cualquiera de los
elementos del aparato ungueal, es decir, lamina, lecho o ma-
triz ungueal, producida por dermatofitos, levaduras y otras
especies de hongos oportunistas. Es una infeccién crénica
recurrente, que en general se presenta en adultos como con-
secuencia de una tinea pedis.

Esta enfermedad es menos comuln en nifios que
en adultos, con una prevalencia promedio menor a 2%
probablemente debido a un menor contacto con el hongo,
poco tiempo de exposicidon a ambientes con alta densidad
de hifas y esporas infectantes (por ejemplo banos publicos,
saunas), el crecimiento ungueal mas rapido comparado con
la poblacion adulta, un area mas pequena de superficie un-
gueal disponible, menos exposicion a traumas que faciliten
la colonizacion, diferencias estructurales en las ufas de los

pies y una menor prevalencia de tinea pedis (fotografia 1).
La onicomicosis dermatofitica afecta principalmente las ufas
de los pies, y se manifiesta como onicomicosis subungueal
distal (osp) en 88.5% de los casos, pero se puede observar la
variedad clinica blanca superficial (oBs) y la subungueal proxi-
mal (osp).

El diagnéstico se realiza por la sospecha clinica y la
confirmacion micoldgica a través del examen directo con hi-
droxido de potasio (koH) o negro de clorazol de las escamas
de las ufas, asi como mediante cultivo en agar Sabouraud;
sin embargo, existe un 30% de falsos negativos que se con-
firman con el estudio histolégico de la l[Amina ungueal.? Los
principales dermatofitos aislados son: Trichophyton rubrum
(69-92.7%), T tonsurans (8.8%), T. mentagrophytes var. Inter-
digitale (5.4%)y Microsporum canis (2.9%).2
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El tratamiento de eleccion para la onicomicosis en
ninos es la griseofulvina, pero en paises en vias de desarrollo
se cuenta con alternativas terapéuticas sistémicas como itra-
conazol, fluconazol y terbinafina, ademas de medicamentos
tépicos como ciclopirox-olamina 8%, amorolfina 5% y urea
40% mas bifonazol.

Fotografia 1
Pie de nifo con tinea pedis

Epidemiologia

La incidencia de onicomicosis varia segun la zona geogréfica,
y se estima entre 3 y 8% en Europa. No obstante, en los Ulti-
mos afnos se ha observado un aumento de la incidencia de-
bido a factores como la longevidad de la poblacion general,
enfermedades debilitantes como la diabetes o el sindrome
de inmunodeficiencia adquirida y el uso de farmacos inmu-
nosupresores.

En paises desarrollados la frecuencia es muy baja en
ninos (0.44%), mientras que en América Latina no es tan rara
(4-8%). Se cree que factores climaticos y socioeconémicos
pueden jugar un papel importante. El grupo etario mas afec-
tado (66.4%) se encuentra entre los 12 y 16 afos de edad,
probablemente relacionado con un incremento en factores
de riesgo como la practica deportiva y la pubertad (hormo-
nas). La principal fuente de infecciéon son los padres (46.2%)
y contactos cercanos (65%) que padecen onicomicosis o
tinea pedis.’

La onicomicosis es mas frecuente en adultos y puede
llegar a afectar a 90% de los individuos en la tercera edad.
En el hombre es mas frecuente aislar dermatofitos, mientras
que en la mujer el agente causal mas comun es Candida.

Mas de 80% de los casos de onicomicosis se produ-
cen en las uhas de los pies. Los factores de riesgo de esta
enfermedad son diversos: ocupacién, actividades deportivas,
zapatos mal adaptados que generen microtraumatismos
continuos del aparato ungueal, la edad avanzada, estados de
inmunosupresién —diabetes, sipa, receptores de érganos—,
enfermedad vascular periférica, dermatosis —psoriasis, li-
quen plano, dermatitis atopica—, frecuentar bafos publicos
y piscinas, climas templados, concomitancia de otra micosis
superficial en distinta region anatémica en el mismo individuo,

ONICOMICOSIS EN PACIENTES PEDIATRICOS

miembros del grupo familiar afectados, no tener minimas me-
didas de desinfeccién en el material para el cuidado de las
ufas y uso de ufas de acrilico, entre otros.

Etiologia

Los dermatofitos constituyen la primera causa de onicomico-
sis. Las levaduras representan 8% de las infecciones y otros
hongos no llegan a 2% de los casos.

Los principales dermatofitos aislados son: 7. rubrum
(69-92.7%), T. tonsurans (8.8%), T. mentagrophytes var. Inter-
digitale (5.4%) y Microsporum canis (2.9%).3° Trichophyton
rubrum es el agente causal mas frecuentemente aislado en la
onicomicosis lateral distal subungueal y en la proximal subun-
gueal, mientras que 7. mentagrophytes es el hongo aislado de
forma mas comun en la onicomicosis blanca superficial, pero
ésta también puede deberse a Cephalosporium, Aspergillus
o Fusarium oxysporum. Candida albicans causa fundamental-
mente candidiasis mucocutanea crénica con afeccion conco-
mitante de las uhas y paroniquia. Por otro lado, 7. soudanensis
y 7. violaceum causan onicosquicia —descamacién lamelar
de la ufha— que después puede profundizar. En ocasiones,
la onicomicosis puede deberse a Scopulariopsis brevicaulis,
Hendersonula toruloidea, Scytalidium hyalinum, T. violaceum,
T. schoenleinii y T. tonsurans (cuadro 1).

Cuadro 1
Agentes causales de onicomicosis

Agente causal Cuadro clinico

Onicomicosis distal
subungueal

Trichophyton rubrum

Onicomicosis proximal
subungueal

Trichophyton megninni Onicomicosis proximal

subungueal

Trichophyton mentagrophytes Onicomicosis blanca

Cephalosporium superficial
Aspergillus
Fusarium oxysporum
Candida sp. Paroniquia
Scopularopsis brevicaulis Onicomicosis distal
subungueal
Hendersonula toruloidea Paroniquia

Seytalidium hyalinum Fractura transversal de la

l&mina ungueal

Anatomia de la uha

La ufa esta formada por la matriz, la placay el lecho ungueal. La
matriz es la raiz de la ufia y la linula, la parte distal de la matriz
puede ser visible en muchas personas con un color diferente
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al resto de la ufa. La placa ungueal es lo que normalmente
conocemos como ufa, un conglomerado de células cérneas
dispuestas en capas. La cara superficial es lisa y brillante, y
la cara mas profunda presenta estriaciones que encajan con
las estriaciones complementarias del lecho ungueal. La pla-
ca ungueal esta rodeada por el perioniquio, constituido por
los pliegues ungueales proximal y laterales. El lecho ungueal
es el tejido conectivo adherente que esta debajo de la placa
ungueal. El hiponiquio es la zona que marca la transicion en-
tre el lecho ungueal y el pulpejo del dedo, donde empieza el
borde libre de la ufa. Las ufas de las manos crecen aproxi-
madamente 0.1 mm al dia en los adultos, en los ancianos la
velocidad de crecimiento es menory en los nifios més rapida.
En las unas de los pies el crecimiento es mas lento, alrededor
de la mitad de lo que ocurre en las manos.

Clasificacion de las onicomicosis

Las onicomicosis pueden estar producidas por tres tipos de
hongos: dermatofitos, levaduras y mohos no dermatofitos.
El tratamiento varia en funcion del tipo de hongo aislado.

La onicomicosis causada por dermatofitos se denomi-
na 7Tinea unguium. La especie mas frecuentemente aislada
es Trichophyton rubrum, el aislamiento de 7richophyton men-
tagrophytes es mucho més raro. Los hongos penetran en la
ufa a través de pequefas erosiones sin producir paroniquia
(inflamacion del perioniquio). Al comienzo se afecta superfi-
cialmente la ufa, empezando por el borde lateral o distal. La
ufa cambia de color y es posible que se engrose o se abom-
be. En la parte inferior de la ldmina ungueal van quedando
restos de queratina alterada que forman un detritus blanque-
cino. Por Ultimo, la ufa puede afectarse profundamente y en
su totalidad, incluida la matriz ungueal, y desprenderse. Es
un proceso lento que puede afectar a una o varias ufas. Se
produce en personas de todas las edades, aunque es rara en
ninos pequenos y es frecuente entre usuarios de piscinas,
gimnasios, termas, vestuarios, duchas comunitarias y otras
instalaciones donde la humedad y caminar descalzo favore-
cen su transmisién. Casi siempre la lesion afecta las ufas de
los pies y puede venir precedida y/o acompafada por una mi-
cosis de la piel contigua y/o por lesiones satélites a distancia.
La mayoria de los pacientes con tinea unguium en las manos
la tienen también en los pies.*®

La onicomicosis causada por levaduras generalmente
afecta las ufas de las manos produciendo dolor, enrojeci-
miento, tumefaccioén y a veces supuracién por la zona de la
matriz de la ufia y el repliegue subungueal. Sin tratamiento
evoluciona de forma crénica, con invasién de la [&mina un-
gueal. El hongo procedente de la piel o las mucosas penetra
a través de pequenas heridas y el contacto prolongado con el
agua favorece su persistencia. Las mujeres son las més afec-
tadas por este tipo de proceso. Las infecciones mixtas son
frecuentes, especialmente la asociacién de Candida albicans
y Candida parasilopsis. De las onicomicosis de las manos
causadas por levaduras, C. albicans es el agente causal mas
comun. C. parapsilosis es una especie aislada con frecuencia,
aunque existe controversia en cuanto a si es un verdadero
causante de enfermedad, por lo que en ocasiones se consi-
dera colonizante. C. parapsilosis se aisla entre 45y 75% de
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las onicomicosis causadas por levaduras, pero en muchas
ocasiones es dificil evaluar su valor patégeno.” Para su valo-
racion debe tenerse en cuenta el crecimiento abundante, la
visualizacion del hongo en la muestra, el aislamiento repetido
y la clinica compatible en ausencia de otros patégenos po-
tenciales. El aislamiento de otras especies es de interpreta-
cion dificil, ya que la mayoria de las veces son colonizantes,
especialmente en pacientes con distrofias ungueales por
psoriasis o traumatismos. En algunas onicomicosis por leva-
duras hay también sobreinfeccion bacteriana (Staphylococ-
cus aureus, Pseudomonas aeruginosa, entre otras).

Onicomicosis causadas por mohos no dermatofitos.
Se producen por hongos saprofitos ambientales oportunis-
tas con poca capacidad queratinolitica, pertenecientes a
géneros muy diferentes. Algunos tienen una distribucién uni-
versal (Aspergillus spp., Scopulariopsis brevicaulis, Fusarium
spp., Acremonium spp.), mientras que otros son propios de
distintas latitudes (Scytalidium dimidiatum), por lo que se ais-
lan soélo en inmigrantes y viajeros.® Las lesiones tienen un as-
pecto indistinguible de las producidas por dermatofitos. No
hay consenso general en cuanto a los criterios diagnésticos
a considerar, aunque generalmente sélo se acepta su papel
patégeno si se visualiza el hongo en el examen directo de la
muestra y se aisla en cultivo abundante, en dos o mas oca-
siones y en ausencia de otros patégenos conocidos, ya que
muchas veces estd como comensal en la ufia o debe consi-
derarse un contaminante ambiental. Afecta tanto las ufias de
las manos como de los pies. Su prevalencia en el mundo es
muy variable: entre 1y 17%.

Manifestaciones clinicas

La onicomicosis suele ser asintomética. La mayoria de los
pacientes consulta debido a la alteracién estética que produ-
ce la infeccion. No obstante, en los estados mas avanzados
de la infeccion puede producirse alteracién de la marcha por
cambios en el apoyo y dolor espontédneo o inducido por el
roce con el calzado o asociado a la deambulacién o al ejer-
cicio. La infeccién puede ocasionar parestesias, pérdida de
destreza, baja autoestima y aislamiento social.

Desde el punto de vista clinico, la onicomicosis pue-
de presentarse en las siguientes formas: a) lateral distal
subungueal, b) blanca superficial o leuconiquia tricofitica, ¢)
proximal subungueal, d) endonyx, e/ combinaciones de las
anteriores, y f) candidiasica.

La forma lateral distal subungueal se caracteriza por la
opacidad de la ld&mina ungueal, hiperqueratosis de la lamina
y el lecho, asi como por la onicélisis —desprendimiento de
la ldmina ungueal de su lecho—. La coloracion de la ldmina
ungueal es muy variable, por lo que se puede apreciar un
tono blanquecino, marrén claro o marrén oscuro. 7. rubrum
es el dermatofito més frecuente en esta forma clinica. Ge-
neralmente ocasiona una infeccion insidiosa, profunda, con
un proceso inflamatorio leve que lleva a la formacién de una
oquedad subungueal o incluso a la pérdida de toda la lamina
ungueal y, algunas veces, dafo de la piel circundante.

En la forma blanca superficial, también conocida como leuco-
niquia tricofitica, aparece una mancha blanquecina en la ufa
que finalmente se convierte en una placa blanca pulverulen-
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ta, rica en microorganismos. Como se menciond, esta forma
de onicomicosis es producida por Trichophyton mentagro-
phytes, Cephalosporium, Aspergillus y Fusarium oxysporum.

La forma proximal subungueal se caracteriza por la
apariciéon de leuconiquia a partir del pliegue ungueal proxi-
mal, que se extiende en profundidad pero respeta siempre el
extremo distal de la ufa. Frecuentemente es producida por 7.
rubrum y T. megninii. Cuando se presenta debe sospecharse
la concomitancia de un estado de inmunodepresion.

En la forma endonyx se aprecia leuconiquia generali-
zada de la ufa sin hiperqueratosis ni onicélisis. Esta forma es
causada por 7. soudanensis y T. violaceumn.

En los estadios mas avanzados de la infeccién se
aprecia opacidad, coloracién amarillenta o marronacea e hi-
perqueratosis en toda la ldmina ungueal (fotografia 2) que
ocasiona onicogrifosis —deformidad de todo el aparato un-
gueal— con repercusién en la marcha, sobre todo en perso-
nas de la tercera edad.

Fotografia 2
Hiperqueratosis de la ldmina ungueal

Fotografia 3
Onicomicosis por Candida sp

ONICOMICOSIS EN PACIENTES PEDIATRICOS

La infeccion por Candida en general ocasiona paroniquia, que
comienza bajo el pliegue ungueal lateral o proximal. En este
caso se aprecia una coleccién purulenta en esa localizacion,
dolor, edemay eritema del pliegue proximal y la cuticula. Pos-
teriormente, la una se torna de color marrén oscuro o negro,
adquiere estrias y se separa de su lecho. Esta infeccion es
mas frecuente en las ufas de las manos y afecta sobre todo
a trabajadores que desempefan actividades manuales en
ambientes humedos. Generalmente la l[&mina ungueal man-
tiene su dureza, pero es caracteristica la paroniquia que le
acompana (fotografia 3).

El cuadro clinico producido por otros agentes menos
frecuentes, como Scopulariopsis brevicaulis, Hendersonula
toruloidea y Scytalidium hyalinum, puede ser indistinguible
de los ya descritos.

Diagndstico

Siempre que sea posible, es mas recomendable realizar el
diagndstico etioldgico. El costo del diagndstico siempre es
muy inferior al de prescribir un tratamiento innecesario o in-
apropiado. No se deben utilizar antimicéticos cuando sélo se
cuenta con los datos clinicos, a pesar de que cerca de 50%
de las distrofias ungueales estan producidas por hongos.® Es
necesario tener en mente que el diagnostico diferencial de-
be hacerse con la dermatitis de contacto alérgica o irritativa,
la urticaria de contacto croénica y recurrente, la psoriasis, el
liquen plano, la enfermedad de Darier, de Reiter y la escabio-
sis noruega.

Por otra parte, dependiendo del género y la especie
del hongo aislado, la orientacion terapéutica puede ser dife-
rente. Como en todas las enfermedades, una buena historia
clinica es la base fundamental del diagnodstico. Ademas de
los antecedentes vy la lesion motivo de la consulta, la explo-
racién del paciente debe incluir el resto de la superficie cor-
poral en busca de lesiones satélites a distancia. En pacientes
con lesiones cutdneas crénicas o recurrentes sugerentes de
dermatofitosis, siempre se deben explorar los pies por si hay
signos de micosis.

La obtencion de la muestra se debe realizar antes de
comenzar el tratamiento antifingico. Si el paciente ha recibi-
do un tratamiento previo se debe esperar un tiempo después
de la suspensién del mismo antes de la toma de muestras:
15 dias si se han utilizado cremas antifungicas, un mes si
se usaron lacas, y de uno a tres meses si fueron antifingi-
cos sistémicos (un mes para la griseofulvina y tres para la
terbinafina). En ocasiones hay discordancias con resultados
positivos en la visualizacién directa de la muestra y cultivos
negativos, debido generalmente a tratamientos antifingicos
recientes o a los problemas de viabilidad de las hifas que
invaden la ldamina ungueal.

El éxito del diagndstico depende mucho de la calidad
de la muestra recogida, de la experiencia del microbiélogo
en la visualizacién microscépica y la discriminacién entre
hongos que estan ejerciendo una accion patégena, hongos
saprofitos de la ufia y hongos contaminantes de los medios
de cultivo. Para recoger la muestra se utilizan cortaufas, tije-
ras, pinzas, hojas de bisturi o tenazas. La muestra debe ser
abundante recortando la ufa hasta la zona no dafada, si la

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia, vol. 39, nim. 1, enero-marzo 2019

31



32

ACTUALIDADES

hubiera, y recogiendo trozos de ufa y detritus de la parte
inferior de la placa ungueal. Los restos subungueales de la
parte mas proximal de la lesién son los que proporcionan
mejores resultados en el diagnéstico.

En la onicomicosis superficial blanca se debe rascar
la superficie de la una. Si hay supuracién, como en algunas
onixis candidiésicas de las ufias de las manos, se debe re-
coger con una torunda. En el caso de los pies, es necesa-
rio explorar los espacios interdigitales y realizar una toma
de muestra de los mismos (es especialmente importante
la toma de muestra del cuarto espacio interdigital, incluso
en ausencia de lesiones). Es frecuente que en las zonas
hiperqueratésicas (talon, planta) también se aisle el hongo
causal.

El diagnostico microbiolégico consiste en la visuali-
zacion del hongo en la muestra y el cultivo de la misma para
identificar el género y especie del hongo causal. La muestra
se observa en un portaobjetos afadiendo hidroxido potésico
y se espera un minimo de 20 minutos para su observacion
microscoépica. El examen micoldgico directo con koH al 10-
30% v tinta Parker o clorazol negro £ permite ver las hifas
septadas, vivas 0 muertas, en preparaciones finas.®

El material recolectado debe cultivarse en medios
apropiados —Mycosel, Sabouraud, otv— a 30 °C durante
cuatro semanas, para después proceder a la identificacién
definitiva de la especie fungica de acuerdo con sus caracte-
risticas morfolégicas.™

Existen otras pruebas de diagndstico que no estan
accesibles para la mayoria de laboratorios en nuestro medio,
como las técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa.

Tratamiento de la onicomicosis

Algunos médicos consideran que las onicomicosis son sé6-
lo un problema estético que no requiere tratamiento. Sin
embargo, estas enfermedades son una causa importante
de consultas médicas y ausentismo laboral, a menudo pro-
ducen una disminucién en la calidad de vida de quien las
padece y la autocontaminacion es un riesgo conocido. En un
estudio observacional se encontré que 36% de los pacientes
con onicomicosis en los pies mencionaron dolor al caminar.
En pacientes mayores, especialmente con diabetes y proble-
mas vasculares periféricos, es posible que la onicomicosis
sea la puerta de entrada que desencadene una celulitis o una
erisipela que pueden comprometer el futuro de la extremi-
dad. Los objetivos del tratamiento son aliviar los sintomas
asociados, sobre todo dolor, erradicar el hongo v, en lo posi-
ble, restablecer la anatomia normal de la ufia.

Se pueden utilizar antifingicos por via oral o tépicos. El
tratamiento sistémico casi siempre es mejor que el tépico, y
se debe utilizar de forma aislada sélo en onicomicosis por le-
vaduras y en algunas onicomicosis por dermatofitos o mohos
no dermatofitos. La curacion clinica es mas probable combi-
nando tratamiento oral y topico. Cuando es imposible realizar
un tratamiento sistémico o surgen problemas de salud duran-
te el tratamiento, ademas de en algunas micosis por hongos
oportunistas, se puede recurrir a procedimientos paliativos
como la eliminacion de porciones parasitadas por el hongo
mediante la exéresis parcial o total de las ufas afectadas.
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El tratamiento de la onicomicosis puede incluir la
ablacion quimica (pasta de urea al 30-40% asociada a acido
salicilico al 10% en oclusion), antimicéticos de uso tépico
(lacas, pomada), antimicoticos sistémicos y correccién de
los factores predisponentes. La asociacion de antifungicos
sistémicos y topicos ofrece la tasa de curaciéon mas alta, por
ello debe recomendarse siempre que sea posible.

En un estudio reciente en Estados Unidos se calculd
el costo con diferentes antimicoticos. En en afio 2018 el
gasto en dolares por ml para el tratamiento de la onicomico-
sis topica oscilé entre 2.35 para ciclopirox 8% a 145.53 para
la solucién de tavaborol al 5% de marca (Kerydin, Anacor
Pharmaceuticals). En el mismo afo, el gasto por paciente
de un tratamiento sistémico total Unico varié de 12 ddlares
para terbinafina a 2 807 para el fluconazol de marca (Diflu-
can, Pfizer)."

Tratamiento topico

La terapia tépica se debe considerar en primer lugar debido
a sus escasos efectos secundarios. Esta indicada para can-
didiasis ungueales en casos de tinea unguium (onicomicosis
superficial blanca y ospL incipiente que afecte a menos de
50% de la superficie de la placa ungueal), en micosis su-
perficiales por hongos oportunistas y como complemento a
los tratamientos sistémicos. Todos los antimicéticos actlan
en distintas fases de la sintesis del ergosterol. Hay varios
preparados antifungicos a base de imidazoles, alilaminas o
polienos. También se han utilizado preparados quimicos con
propiedades antifungicas, antisépticas y a menudo querato-
liticas —como el &cido benzoico, el peréxido de benzoilo o
el 4cido salicilico—, cuando hay evidencia de su ineficacia.
Las cremas, unglentos o soluciones no se diseminan bien
a través de la placa ungueal. Los productos especialmente
indicados para las unas se presentan en forma de lacas, con
las que se logra que el antifingico esté en contacto con la
ufia durante un tiempo mas prolongado. Se deben aplicar por
toda la ufia y en un margen de alrededor de 5 mm de la piel
circundante. Los farmacos més empleados son:

a.La amorolfina, que es un fungicida de amplio es-
pectro, actla inhibiendo la sintesis de ergosterol en
la membrana celular del hongo. Penetra a través de
las distintas capas de la ufa y su absorcién a nivel
plasmético es indetectable. Se aplica una o dos veces
por semana durante seis meses para las ufas de las
manos, y de nueve a doce meses en las de los pies. El
prurito y la dermatitis de contacto son sus principales
efectos secundarios.

b. El ciclopirox olamina es un fungicida de amplio es-
pectro que inhibe la absorcién de potasio, fosfato y
aminoé&cidos ocasionando la muerte celular. Durante
el primer mes se aplica cada 48 horas, el segundo
mes dos veces por semana y a partir del tercer mes
una aplicacion semanal; no se deben superar los seis
meses de tratamiento.

c.El tioconazol es fungistético y de amplio espectro,
pertenece a la familia de los azoles y actla inhibiendo
la sintesis de ergosterol. Se aplica dos veces al dia,
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durante un periodo variable dependiendo del tipo de
hongo y de la lesién. Hay trabajos publicados sobre la
eficacia del tioconazol con tasas de curacidon muy di-
versas (de 20 hasta 70%). No hay estudios compara-
tivos adecuados entre los tratamientos tdpicos, pero
de éstos, la amorolfina parece el més efectivo hasta
ahora. La combinacién de terapia tdpica y sistémica
mejora la eficacia de ambos por separado y permite
acortar el tratamiento sistémico.

Tratamiento sistémico

Estd indicado fundamentalmente para el tratamiento de la ti-
nea ungium, las micosis ungueales por hongos oportunistas
y algunas candidiasis agresivas con destruccion de la ldmina
ungueal (afectacién profunda de la ufa) o cuando fracasan
los tratamientos tépicos.

Los farmacos més empleados son:

a. Terbinafina: pertenece al grupo de las alilaminas
que interfieren la sintesis del ergosterol mediante la
inhibicion de la enzima escualeno epoxidasa. Su ac-
cion es la suma del efecto fungistatico (deplecion del
ergosterol) y fungicida (acumulacién de escualeno).
Tiene bajo potencial de interaccion con el citocromo
P450. Es eficaz para el tratamiento de la tinea un-
guium y no sirve en el tratamiento de las candidiasis
ungueales. El tratamiento continuo se recomienda
cuando la afeccion es Unica y en profundidad (inclui-
da la matriz) o son varias ufias las dafadas y en am-
bos pies, aunque la afecciéon sea superficial y cuando
vayan acompahadas de lesiones concurrentes a dis-
tancia. Se utilizan 250 mg/dia (un minimo de 12 se-
manas en los pies y seis semanas en las manos). El
tratamiento antifingico y la limpieza mecanica debe
continuarse el tiempo que sea necesario hasta la cu-
racion, siempre que el paciente tolere el tratamiento
(se deben realizar controles periédicos de transami-
nasas). En procesos muy avanzados, y especialmen-
te ante casos de recidiva, serd necesario prolongar
el tiempo de tratamiento. La pauta intermitente o
pulsatil (250 mg/12 horas una semana al mes y tres
siguientes de descanso, durante un minimo de tres
meses en las onicomicosis de los pies y dos meses
en las onicomicosis de las manos) es menos efectiva
y se recomienda sélo en las fases iniciales de la tinea
unguium y de las micosis ungueales por mohos con
dano superficial de la una (borde, cuadrante superior
y porcion distal de la uia). La terbinafina se metabo-
liza en el higado y se elimina en mayor medida por
el rinén. Su aclaramiento se reduce en 50% en los
pacientes con cirrosis hepatica y con insuficiencia
renal, por lo que en estos casos es necesario ajustar
las dosis. Puede tener como efectos secundarios la
elevacion de transaminasas, molestias gastrointes-
tinales, cefalea, mareo, rash, prurito y disgeusia. Se
han descrito casos de sindrome de Stevens-Johnson,
necrolisis toxica epidérmica, hepatitis colestatica y

ONICOMICOSIS EN PACIENTES PEDIATRICOS

necrosis hepatocelular. No tiene interacciones con
los antidiabéticos orales pero si con otros farmacos
(dextrometorfano, teofilina, ciclosporina, rifampicina,
cimetidina, terfenadina, cafeina, entre otros). Es el
maés activo antidermatofito /n vitro y muchos estu-
dios avalan su mayor actividad también /n vivo. En
combinacién con amorolfina tépica, se considera el
tratamiento de eleccion en las onicomicosis por der-
matofitos que requieran terapia oral.

.Itraconazol: es un antifungico triazélico sintético que

actla inhibiendo la sintesis del ergosterol mediante la
inhibicién del sistema enzimatico del citocromo P450.
Es fungicida solo en concentraciones altas. Es de am-
plio espectro, de elecciéon en las micosis ungueales
por Aspergillus spp. Habitualmente el tratamiento se
hace de forma continua durante un minimo de 12 se-
manas para las ufias de los pies y seis semanas para
las de las manos, 200 mg/dia. Para los tratamientos
intermitentes con este farmaco se recomiendan 200
mg/12 horas una semana al mes y tres semanas de
descanso (un minimo de tres meses en onicomicosis
de los pies y dos meses en las onicomicosis de las ma-
nos). Se administra por via oral y su biodisponibilidad
es muy buena cuando se toma con la comida principal.
Se pueden detectar dosis terapéuticas de itraconazol
en las unas hasta seis a nueve meses después de
haber terminado el tratamiento. Se metaboliza por via
hepética y se excreta un gran nimero de metabolitos
a través de las heces y la orina. Los principales efectos
secundarios son hepaticos, que se deben controlar
midiendo de forma regular los niveles sanguineos de
transaminasas. No hay datos de seguridad en menores
de 16 afos, aunque se ha usado en pediatria sin efec-
tos secundarios que hicieran necesaria la suspensién
del tratamiento. Interacciona con algunos farmacos
(antagonistas de los receptores H2, astemizol, cisapri-
da, pimozida, quinidina y terfenadina).

.Griseofulvina: es un antimicético fungistatico soélo

util para dermatofitos. Bloquea la reproduccion del
hongo inhibiendo el proceso de mitosis. Se fija a las
células precursoras de queratina y las hace resisten-
tes al hongo. No es hidrosoluble, por lo que para in-
crementar su absorcién y biodisponibilidad se debe
administrar con alimentos grasos. A pesar de esto, en
algunos pacientes los niveles sanguineos del farmaco
estan por debajo del nivel terapéutico. Se metaboliza
en el higado y se elimina por heces y orina. En adultos
la dosis recomendada es de 500-1000 mg/dia durante
seis a nueve meses para las ufas de las manos y de
12 a 18 meses para las de los pies. En nifios se utilizan
dosis de 10 mg/kg/dia. Produce nauseas y exantema
en entre 8y 15% de los usuarios. Interacciona con la
warfarina, la ciclosporina y los anticonceptivos orales.
Su uso estéd contraindicado en enfermedades hepé-
ticas graves, lupus eritematoso sistémico y porfiria.
La griseofulvina es un farmaco barato, pero mucho
menos efectivo que el itraconazol y la terbinafina. En-
tre estos Ultimos, la mayoria de los estudios reflejan
una mayor accién curativa de la terbinafina para el
tratamiento de la tinea unguium, sobre todo cuando
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se utiliza en tratamiento continuo y no en forma de
pulsos.™ El fluconazol, aunque puede usarse para las
onicomicosis, es un farmaco de segunda linea eficaz
en las onicomicosis con dafno profundo producidas
por levaduras, y es menos Util para el tratamiento de
tinea ungium y la onicomicosis producida por mohos
no dermatofitos. El uso de ketoconazol deberia estar
restringido a algunos casos especiales de infecciones
por levaduras, debido a que su hepatotoxicidad impi-
de el uso prolongado necesario para el tratamiento de
las dermatofitosis.

Tratamientos no farmacoldgicos

En todas las onicomicosis se deben eliminar de forma
mecénica los restos ungueales y de las zonas hiperqueratosi-
cas parasitadas por el hongo, utilizando abrasivos como limas
o piedra poémez. En los casos que no puedan ser tratados
sistémicamente (edad avanzada, embarazo, lactancia, enfer-
medad hepatica, especies de hongos que no responden a
los tratamientos antifiingicos, etc.) es posible conseguir una
mejoria con avulsién mecénica, quirdrgica o quimica de la
ufa acompafada de tratamientos tdpicos, en ocasiones con
vendaje oclusivo con crema antifungica.' En los casos donde
hay modificaciones de la placa ungueal que impiden un trans-
porte adecuado de los antifungicos a la misma por destruc-
cion ungueal o dermatofitoma, se debe asociar la extirpacién
quirdrgica o quimica a los antifungicos. Algunos autores pro-
ponen utilizar un tratamiento local oclusivo con urea al 40%
en los casos en que la ufia esté engrosada mas de 3 mm,
asociado al tratamiento antifiingico por via oral.

Tratamientos “naturales”

No hay ningln método “natural” que haya demostrado ser
efectivo en el tratamiento de la onicomicosis. El ajoene, un
compuesto organosulfurado que se obtiene de extractos al-
cohdlicos del ajo, tiene un efecto antifingico, aunque no hay
estudios suficientes que avalen su utilidad.
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Tratamiento segun el agente causal

* Dermatofitos. En los casos de tinea unguium se
indica el tratamiento oral o topico en funcién del tipo
de lesiones. En la onicomicosis superficial blanca y en
lesiones incipientes del tipo ospL que afecten una sola
ufia sin dano de la matriz, en general basta el tratamien-
to tépico con lacas de amorolfina o ciclopiroxolamina.
En el resto de los casos de tinea unguium es necesa-
rio recurrir al tratamiento por via oral con terbinafina
o itraconazol. Hay evidencia de que la asociacion de
terbinafina oral con amorolfina tiene mayor eficacia.

* Levaduras. Para el tratamiento de las onicomicosis
por levaduras, la via topica suele ser suficiente. Se pu-
ede utilizar amorolfina (una o dos veces a la semana
durante seis meses en las manos y 12 meses en los
pies) o ciclopiroxolamina (en dias alternos durante
un mes y disminuyendo la frecuencia de forma pro-
gresiva hasta una vez a la semana durante al menos
seis meses). En los casos que no responden al trata-
miento por via tépica es necesarios recurrir a la via
oral. La terbinafina es ineficaz para las levaduras. El
itraconazol 200 mg/dia durante seis semanas para las
manos y 12 semanas para los pies es el tratamiento
de eleccion. Mantiene niveles elevados en la placa
ungueal durante seis a nueve meses. El fluconazol es
el f&rmaco alternativo.

* Vlohos no dermatofitos. Algunas especies, aunque
son sensibles a algunos antifngicos in vitro, no re-
sponden bien a su uso, salvo las onicomicosis por
Aspergillus spp., que reaccionan bien al tratamiento
con itraconazol. S. brevicaulis es sensible in vitro al itra-
conazol y la terbinafina, y para su tratamiento se reco-
mienda una terapia combinada (oral y topica). La laca
de ciclopiroxolamina también puede ser Util. La elimi-
nacion de la ufia afectada por avulsion quirdrgica o
quimica seguida de un tratamiento con un antifiingico
oral y/o topico es otra posibilidad terapéutica. En los
casos de micosis superficial blanca, la abrasion de la
superficie ungueal seguida de un tratamiento tépico
puede ser suficiente. En general, el tratamiento de las
oM producidas por estos hongos es mas complejo e
insatisfactorio que el de la tinea unguium.

La erradicacion del hongo no siempre lleva
asociada la desaparicion de la distrofia ungueal, ya
que ésta se puede deber a traumatismos previos o a
enfermedades no fungicas.

México”, Dermatologia Rev Mex, 2004, 48: 295-299.

4. Asz-Sigall, D., Tosti, A. y Arenas, R., “Tinea unguium:
diagnosis and treatment in practice”, Mycopathologia,
2017, 182 (1-2): 95-100.

5. Arenas, R., “Las onicomicosis. Aspectos clinico-epide-
miolégicos, micolégicos y terapéuticos”, Gac Med Mex,
1990, 126 (2): 84-91.

6. Ruiz-Esmenjaud, J., Arenas, R., Rodriguez—AIvarez, M.,
Monroy, E. y Felipe Fernédndez, R., "Tinea pedis and ony-

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia, vol. 39, nim. 1, enero-marzo 2019



Ramirez Cortés y cols.

chomycosis in children of the Mazahua indian commu-
nity in Mexico”, Gac Med Mex, 2003, 139 (3): 215-220.
.Sav, H., Baris, A., Turan, D., Altinbas, R. y Sen, S., “The
frequency, antifungal susceptibility and enzymatic pro-
files of Candida species in cases of onychomycosis in-
fection”, Microb Pathog, 2018, 116: 257-262.
.Martinez-Herrera, E.O., Arroyo-Camarena, S., Tejada-Gar-
cia, D.L., Porras-Lépez, C.F y Arenas, R., “Onychomyco-
sis due to opportunistic molds”, An Bras Dermatol, 2015,
90 (3): 334-337.

.Saunte, D.M.L., Piraccini, B.M., Sergeev, A.Y., Prohi¢, A.,
Sigurgeirsson, B., Rodriguez-Cerdeira, C. et al., "A survey
among dermatologists: diagnostics of superficial fungal
infections: what is used and what is needed to initiate
therapy and assess efficacy?”, J Eur Acad Dermatol Ve-
nereol, 2018, 23 de noviembre, pori: 10.1111/jdv.15361.
[Epub ahead of print].

10.

11

12.

13.

ONICOMICOSIS EN PACIENTES PEDIATRICOS

Gupta, A.K., Versteeg, S.G. y Shear, N.H., “Onychomyco-
sis in the 21st century: an update on diagnosis, epidemi-
ology, and treatment”, J Cutan Med Surg, 2017, 21 (6):
525-539.

.Yang, E.J. y Lipner, S.R., “Pharmacy costs of medica-

tions for the treatment of onychomycosis in the United
States”, J Am Acad Dermatol, 2019, 25 de enero, Pi:
S0190-9622(19)30138-0.

Kreijkamp-Kaspers, S., Hawke, K., Guo, L., Kerin, G., Bell-
Syer, S.E., Magin, P, Bell-Syer, S.V. y Van Driel, M.L., “Oral
antifungal medication for toenail onychomycosis”, Co-
chrane Database Syst Rev, 2017, 14 de julio, 7:CD010031.
Werschler, W.P, Smith, A.S. y Bondar, G.L., “Treatment of
onychomycosis in the elderly”, Clinical Geriatrics, 2002,
10: 19-30.

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia, vol. 39, nim. 1, enero-marzo 2019

35



36

CASO CLINICO ENF INF MICROBIOL 2019 39 (1): 36-42

Reyes Herndndez, Katy L.* Guerrero Becerra, Martin****
Santos-Calderdn, Luis A.* Matos Alviso, Luis J.*

Reyes Gomez, Ulises* ** Reyes Berlanga, Ménica*****
Quero Herndndez, Armando*** Lépez Tamanaja, Normar L **#+*
Lopez Cruz, Gerardo*** Cuevas Lopez, Lucia*

Reyes Herndndez, Diana P.*

Sindrome linfohistiocitico | Hemophagocytic lymphohistiocytic
hemofagocitico secundario a infeccién | syndrome secondary to urinary
urinaria por Escherichia coli, | tract infection due to
reporte de caso | Escherichia coli, case report

Fecha de aceptacién: diciembre 2019

Resumen

INTRODUCCION. El sindrome linfohistocitico hemofagocitico (stH) es una entidad poco frecuente en pediatria, se
caracteriza por una disfuncién en la actividad citotoxica de las células Nk y de los linfocitos T cp8+, lo que origina
una excesiva y persistente activacién de histociocitos-macréfagos y linfocitos 7, lo cual cursa con hemofagocitosis.
En su forma secundaria se relaciona con procesos neoplésicos, inmunolégicos e infecciosos, entre estos Ultimos
se han reportado casos desencadenados por virus, parasitos y bacterias.

cAso cLinico. Nina de seis afos de edad, con el antecedente de dos cuadros de infeccion urinaria, inicia nuevamen-
te como sindrome febril secundario a una infeccion urinaria por Escherichia coli; en el protocolo de estudio presen-
ta seis de los ocho criterios necesarios para establecer el diagnéstico de stH: fiebre, esplenomegalia, bicitopenia
(neutropenia y anemia), hipertrigliceridemia, ferritina sérica incrementada y hemofagocitosis en la médula ésea.
Se le aplico tratamiento con doble esquema de antibidticos y esteroides en esquema de reduccion; su evoluciéon
clinica fue a la mejoria.

CONCLUSION. Los casos de stH secundario a infeccién por enterobacterias se iran incrementando, sobre todo por la
aparicion cada vez mas frecuente de infecciones por £. coli de espectro extendido de alta resistencia antimicrobia-
na, la cual presenta cuadros clinicos inusuales y poco concordantes con la clinica y el laboratorio.

Palabras clave: hemofagocitosis medular, infeccién urinaria, E. coli, sindrome linfohistiocitico hemofagocitico secundario.

Abstract

INTRODUCTION. hemophagocytic lymphohistiocytic syndrome (LHL) is a rare entity in pediatrics, is characterized by a
dysfunction in the cytotoxic activity of nk cells and co8+ T lymphocytes, which causes an excessive and persistent
activation of histociocytes-macrophages and T lymphocytes, which is followed by hemophagocytosis. In its secon-
dary form it is associated with neoplastic, immunological and infectious processes. In the latter, cases have been
reported triggered by viruses, parasites and bacteria.

CLINICAL CASE. A B-year-old female schoolchild, with a history of two previous urinary tract infections, starts again as
a febrile syndrome secondary to a urinary infection due to Escherichia coli. Within the study protocol, she presents
six of the eight criteria necessary for establish the diagnosis of LHL: fever, splenomegaly, bicitopenia (neutropenia
and anemia), hypertriglyceridemia, increased serum ferritin and hemophagocytosis in bone marrow. Treatment
was carried out with a double scheme of antibiotics and steroid in reduction scheme, its clinical evolution was to
improvement.

coNcLusioN. Cases of LHL secondary to enterobacterial infection will increase, especially due to the increasingly fre-
quent occurrence of £. coli infections with an extended spectrum of high antimicrobial resistance, which presents
unusual clinical pictures and is not very concordant with clinical and laboratory

Keywords: hemophagocytosis, urinary infection E. coli, secondary hemophagocytic lymphohistiocytic syndrome.
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Introduccidon

El sindrome linfohistiocitico hemofagocitico (stH) o sindrome
hemofagocitico (sH) se caracteriza por una disfuncién en la
actividad citotéxica mediada por perforinas y alteraciones en
la regulacion del transporte de vesiculas intracelulares de las
células Nk y de los linfocitos T cp8+; lo que conlleva a una so-
breproduccién de citosinas e interleucinas proinflamatorias. El
resultado es una excesiva y persistente activacion de histioci-
tos-macrdéfagos v linfocitos T, lo cual lleva a una proliferacion
masiva de estas células y una migracién ectépica de linfocitos
T con fendmenos de hemofagocitosis.™

Puede presentarse de forma primaria-familiar (asocia-
do a mutaciones genéticas)o secundario a causas infecciosas,
neoplasias (sobre todo enfermedades linfoproliferativas), en-
fermedades autoinmunes (artritis idiopéatica juvenil, lupus eri-
tematoso sistémico) y algunas enfermedades metabdlicas.™®

La primera descripcion del stH fue realizada por Scott
y Robb-Smith en 1939, como una condicién caracterizada por
fiebre, adenopatias, pancitopenia y una proliferacién histiociti-
ca en la médula 6sea. Por los resultados patologicos se acufid
el término “reticulosis histiocitica medular”.” Posteriormente,
en 1952 Farquhar describe el desorden inmune familiar.* En
1979 Risdall y colaboradores observaron la asociaciéon del stH
con problemas virales,® y en 1999 Stepp describid la primera
mutacion del gen de la perforina asociada al stH familiar® En
un publicacién sueca, Henter y colaboradores refieren una
incidencia de la forma primaria de 1.2 casos/millén de indi-
viduos/ano, es decir, un caso por cada 50 mil nacidos vivos.®

SINDROME LINFOHISTIOCITICO HEMOFAGOCITICO SECUNDARIO A INFECCION URINARIA POR ESCHERICHIA COLI

En un estimado en nifios menores de 18 afos, en todos los
grupos humanos es aproximadamente de un caso por cada
100 mil."® Presenta una alta tasa de mortalidad, se repor-
ta una sobrevida del paciente sin tratamiento menor a dos
meses, por lo que requiere un diagndstico temprano e iniciar
de forma oportuna el tratamiento con inmunoquimioterapia
o, inclusive, trasplante de médula ésea en casos primarios o
refractarios.’

Clasificacion

El stH familiar se caracteriza por distintas mutaciones en ge-
nes responsables de los mecanismos de apoptosis celular y
transporte de vesiculas mediado por células citotédxicas (lin-
focitos Ty células nk). Algunos de estos genes participan en
el transporte de los melanocitos, por lo que se explica que
ciertas mutaciones puedan estar asociadas con trastornos
de pigmentacion (albinismo parcial)™® (cuadro 1). Siguen un
patrén de herencia autosémico recesivo, se presenta princi-
palmente en los primeros seis meses de vida (70-80% duran-
te el primer afio de vida), aunque existen casos reportados
tanto en adolescentes como en adultos jévenes."

Se describe el presente caso debido a que se desen-
cadend por una infeccion del tracto urinario por Escherichia
coli, enterobacteria Gram negativa que hasta ahora no se ha
descrito asociada con el desarrollo del sindrome hemofago-
citico, asf como las caracteristicas clinicas y el resultado del
tratamiento.

Cuadro 1
Mutaciones genéticas asociadas al sth primario/familiar (stH-F)

Subclase sLH primaria | Cromosoma Gen Funcién gen Proteina
SLH F-1 9g21.3-q22 Desconocido Desconocida Desconocida
SLH F-2 10921-22 PFR1 Induccién apoptosis Perforina
SLH F-3 17925 UNC13D Cebador Munc 13-4
SLH F-4 6024 stx11 Transporte vesiculas Sintaxina 1
SLH F-b 19p13.2-3 STXBP2 Transporte vesiculas Munc 18-2

Otras enfermedades asociadas
CHs-1 1942.1942.2 LYST Transporte vesiculas Lyst
GS-2 15921 RAB27A Transporte vesiculas Rab27a
XLP-1 Xq25 SH2D1A Senales de transduccién SAP
y activacion linfocitos
XLP-2 Xq25 BIRC4 Inhibidor de apoptosis XIAP

Abreviaturas: crs-1, sindrome Chediak-Higashi; cs-2, sindrome Griscelli tipo 2; xtp-1x1p-2, sindrome linfoproliferativo tipo 1y 2 ligado

a cromosoma x.

Fuente: George, R.M., “"Hemophagocytic lymphohistiocytosis: review of efiologies and management”, J Blood Med, 2014, 5: 69-86.
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CASO CLINICO

Caso clinico

Presentamos el caso de una paciente escolar de seis anos de
edad, con antecedentes de producto de gestacion 1, hija de
padres migrantes, no consanguineos, residentes en Califor-
nia, Estados Unidos. Se desconoce el control prenatal. Nacio
a las 40 semanas de gestacion por via vaginal, lloré y respird
al nacer; con un peso de 7 libras (3.175 kg). Se le aliment¢ del
seno materno, y se le comenzé a dar alimentacién comple-
mentaria a los cinco meses, y se le incluyo en la dieta familiar
al afo de edad. Su neurodesarrollo se dio sin dafo aparente.
Controlé esfinteres a los dos afios de edad. Niega alergias a
medicamentos o alimentos. El esquema de inmunizaciones
se refirid completo para la edad.

Se mencionan como antecedentes patolégicos dos
cuadros de infecciones de vias urinarias. El primero al afo de
edad asociado con infeccién vaginal. No se solicitaron estu-
dios de imagen y recibié tratamiento tépico y oral no especifi-
cado. El segundo cuadro a la edad de dos afos, nuevamente
sin que se hayan pedido estudios de imagen y tampoco se
especifico el tratamiento que recibid.

Inicio el padecimiento actual con un sindrome febril
de dos semanas previas a su llegada a México, presentaba
fiebre alta (>40 °C), diaria, intermitente, sin predominio de
horario, asociado con cefalea. Fue valorada por un médico
de primer contacto quien establecié tratamiento antipirético
(paracetamol) y solicité examen general de orina (o), el cual
se reportd como alterado, por lo que recibié tratamiento no
especificado. A pesar del tratamiento, continué febril con
hiporexia y malestar general, por lo que fue examinada en
Oaxaca, México, el 18 de junio de 2017 por un médico de
primer contacto. Se solicité biometria hemética completa
(BHC) con reporte de hemoglobina (Hb) 12.3 g/dl, plaquetas
103 mil, leucocitos 3 410, linfocitos 57%, neutréfilos 30%/1
023 células, eosinodfilos 4%, bandas 3%; velocidad de sedi-
mentacion globular (vsG) 26 mm/hr, reacciones febriles nega-
tivas y EGo con densidad urinaria de 1 017, pH urinario de 6,
evaluacién microscoépica leucocitos 2-3 por campo, cilindros
hialinos.

Con estos resultados recibié tratamiento ambulatorio
no especificado, sin embargo, dos dias después, el 20 de ju-
nio, debido a que continuaba febril y presentaba intolerancia
a la via oral ingresé a la Clinica Diana de Especialidades, en
Oaxaca.

La exploracion fisica mostré peso de 185 kg, tem-
peratura axilar de 38.5 °C, frecuencia cardiaca de 132 lpm,
ataque al estado general con palidez de tegumentos ++,
faringe hiperémica +-++, cardiopulmonar sin compromiso,
dolor abdominal en hipogastrio, giordano bilateral positivo,
el resto de exploracion resultd normal. No se encontraron
alteraciones dermatoldgicas.

Se solicitaron nuevos estudios paraclinicos: BHc con
Hb 7.8 gr/dl, plagquetas 414 mil, 2 200 leucocitos con 56%
linfocitos, neutréfilos 37%/814 células, 2% bandas; vsc 36
mm/hr, proteina c reactiva (pcr) de 20 mg/dl. Dentro del pro-
tocolo de estudio se solicitaron reacciones febriles, Rosa de
Bengala y prueba de fijacién de superficie Ruiz-Castafeda,
los cuales se reportaron negativos.

El cultivo faringeo y dos hemocultivos fueron negati-
vos. El examen general de orina con pH urinario 5, bacterias
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negativas, nitritos positivos, con 28 leucocitos por campo.
El urocultivo a las 72 horas reporté crecimiento de 150 mil
urc/ml de E. coli con sensibilidad a amikacina, cefalotina,
cefoxima, ceftriaxona, cefuroxima, ciprofloxacino; resistente
amoxicilina/acido clavulanico, gentamicina, levofloxacino.
Debido a la sospecha clinica y el abordaje de leucopenia/
neutropenia, se solicitd triglicéridos y ferritina séricas con
reporte de 16 >300 mg/dl y ferritina sérica >1 000 mg/dl. Se
realizé aspirado de médula 6sea en el cual se documentd
eritrofagocitosis (figura 1).

Figura 1
Tincion de Wright extendida de médula ésea.
Se evidencia la eritrofagocitosis

Se solicité ultrasonido de abdomen el cual mostré discre-
ta esplenomegalia, a nivel renal ectasia renal izquierda con
pérdida de la relacion corteza/médula, y vejiga con engrosa-
miento de pared. En el cistouretrograma miccional no se do-
cumenté reflujo vesicoureteral. Se establecio el diagndstico
de sindrome linfohistiocitico hemofagocitico secundario a
infeccion de vias urinarias por £. coli. Se inici6 tratamiento
con esteroides y doble esquema antimicrobiano.

A las 72 horas de manejo evolucioné con mejoria cli-
nica, se mantuvo afebril y con adecuada tolerancia a la via
oral, egreso siete dias después con esteroide en esquema
de reduccion, lisados bacterianos liofilizados de E. co/i como
inmunomodular, ademas de hierro y folatos. Se le hicieron es-
tudios de control un mes después, todos con resultados nor-
males, continud con profilaxis con nitrofurantoina. Se mostré
afebril, con buen aspecto general y adecuada ingesta oral.
Regresd a Estados Unidos, desconocemos su estado actual.

Discusion

En el stH secundario existen numerosas patologias implicadas,
como infecciones, enfermedades oncoldgicas, reumatoldgi-
cas, entre otras. Las infecciones virales representan 29%:; las
enfermedades neoplésicas, 27%; otras infecciones de origen
bacteriano, fingico o parasitario, 20%; 7% las enfermedades
reumatoldgicas asociadas al sindrome de activacién macrofa-
gica (sam):? y 6% otros sindromes de inmunodeficiencia.®'®
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Entre las infecciones, el virus de Epstein-Barr es el
principal agente asociado,' sin embargo, también se pue-
de desencadenar por otros virus (citomegalovirus, virus de
hepatitis A, B y ¢, herpes virus, viH, etc.). Asimismo se ha
reportado la participacién de bacterias (Mycobacterium tu-
berculosis, Brucella sp., Mycoplasma pneumoniae, Coxiella
burnetti, entre otras), espiroquetas (/reponema pallidum,
Borrelia burgdorferi, Leptospira sp.); hongos (Aspergillus sp.,
Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Histoplasma
capsulatum) y paréasitos (Leishmania sp., Plasmodium falcipa-
rum, Toxoplasma gondii).">"®

La importancia del presente reporte es que no se han
encontrado casos asociados de stH secundarias a infeccion
urinaria por E. coli, la patogénesis es menos clara pero se
han encontrado polimorfismos en los genes descritos en SLH
familiar, y los mecanismos puedan ser similares.

De la misma manera, se ha asociado a enfermedades
malignas, principalmente con linfomas o leucemias de célu-
las B, Ty Nk;*'%"7 menos frecuente, con tumores germinales
y otros tumores soélidos. Algunos de estos pacientes oncolé-
gicos presentan de forma concomitante cuadros infecciosos
por estos agentes, por lo que podrian desencadenar un sLH
en el contexto de un sistema inmune disfuncional debido a
la quimioterapia o a la produccién de citosinas por las células
malignas.™

El sth puede manifestarse de multiples formas: co-
mo fiebre de origen desconocido,' enfermedad febril simi-
lar a Kawasaki, falla hepatica aguda, sepsis, anormalidades
neuroldgicas, entre otras.™ Como en el presente caso, para
establecer el diagnéstico es necesaria la deteccion de las
mutaciones genéticas conocidas (diagnéstico molecular) o
por la presencia de cinco de los ocho criterios diagnésticos
aceptados actualmente propuestos por la Sociedad de His-
tiocitosis en el ano 20042°2" (cuadro 2).

Cuadro 2
Criterios diagndsticos de siv, 2004

1. Fiebre (100%)

. Esplenomegalia (90%)

. Citopenias (que afecten dos o tres lineas en
sangre periférica) (90%)

. Hemoglobina <9 gr/dl (en recién nacidos <10 g/dl)

. Plaquetas <100 000/

. Neutréfilos <1 000/

. Hipertrigliceridemia (triglicéridos >265 mg/dl en
ayuno) y/o hipofibrinogenemia (fibrinbgeno <1.5 g/l)
(55%)

5. Ferritina sérica incrementada (>500 mcg/l) (85%)

6. Hemofagocitosis en médula 6sea o sitios
hematopoyéticos (variable, puede ser hasta del
100%). (Ver Figura nim. 1)

7. Actividad de las células NK disminuida o ausente
(>90% en formas primarias, 30% en formas
secundarias)

8. Niveles de CD 25 solubles > 2400 U/ml. (>90% en
formas primarias)
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El porcentaje representa los criterios presentes aproximada-
mente al momento del diagndstico tanto en formas primarias
como secundarias.® Es importante la blsqueda intencionada
y continua de la hemofagocitosis. En el sam las citopenias
son un hallazgo tardio.?

Como se muestra en la tabla 2, no todos los criterios
estan presentes desde el principio, por lo que es necesario
el seguimiento clinico y de laboratorio.?? Existen hallazgos cli-
nicos y de laboratorio que estan presentes y pueden apoyar
el diagndstico, como adenopatias, sintomas neurolégicos
(convulsiones, meningismo, ataxia) que aparecen en 33% de
los casos, o neuropatia periférica difusa en 70%, sobre todo
en nifos; pleocitosis y/o proteinorraquia en LcR en méas de
50% de los casos.” Igualmente se pueden observar signos
de inflamacion del parénquima cerebral a través de la RMN
(engrosamientos de leptomeninges, edema cerebral).

Otros hallazgos son hiponatremia, alteraciones der-
matoldgicas (entre otras, exantema maculopapular, edema,
eritema, paniculitis, en de 6 hasta 65%),?* ictericia y altera-
cion de enzimas hepaticas (35%), hipoproteinemia, vLpL alta,
HDOL baja y biopsia hepética con datos de hepatitis crénica
persistente (81%)."2

Todos estos signos y sintomas se pueden explicar
por el aumento de las citosinas y la infiltracion celular. Por
ejemplo, la fiebre se debe al aumento de las IL1 e IL6. La
esplenomegalia, las alteraciones hepéticas y los sintomas
neurologicos son consecuencia de infiltracion linfocitica y
macrofagica. Las citopenias son resultado del aumento en
el factor de necrosis tumoral alfa (TnF[]), el interferéon gam-
ma y la hemofagocitosis. La hipertrigliceridemia se debe a
la inhibicién de la lipasa lipoproteica por el TnF-[]. El aumento
de la ferritina y de cp25 se debe a que forman parte de las
proteinas de fase aguda y podria significar gravedad de la
enfermedad. La hipofibrinogenemia se describe por la libe-
racion de activador del plasminégeno por macréfagos esti-
mulados.'32

El primer protocolo internacional de tratamiento fue
realizado por la Sociedad de Histiocitosis en 1994, con una
supervivencia global reportada de 55% con un seguimiento
a tres anos. El prondstico del paciente con stH ha mejorado
notablemente con las nuevas guias diagnésticas y de trata-
miento del aflo 2004, con tasas de supervivencia globales a
los tres anos en entre 50 y 70% de los casos.?!

En esta guia se recomienda la combinacién de qui-
mioterapia (etopodsido) e inmunosupresores (dexametasona
y ciclosporina A) durante ocho semanas en el tratamiento de
induccion, con o sin terapia intratecal (hidrocortisona mas
metotrexate) en caso de presentar dafo neuroldgico.?’ Es
muy importante buscar y encontrar los factores desencade-
nantes para instituir el tratamiento etioldgico especifico (an-
tibiéticos, antifungicos, antivirales) y de soporte segun sea
el caso. Este ultimo puede incluir apoyo transfusional, inmu-
noglobulina intravenosa, bolos de hidrocortisona y rituximab
(efectivo en el sLH secundario a infeccién por ves?).'?

Los pacientes con sLH secundario que presentaron
resolucion completa al finalizar las ocho semanas podran
suspender el tratamiento. Los pacientes con historia fami-
liar, con diagndstico molecular, con enfermedad severa,
persistente o en caso de no lograr una respuesta completa
del padecimiento (mejoria de los pardmetros de laboratorio
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en 25% a las dos o tres semanas de inicio del tratamiento)
deben recibir tratamiento de continuacién o rescate y tras-
plante alogénico de células hematopoyéticas o globulina
antitimocito de conejo (caT)?'?”28 (figura 2).
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Existen reportes para el tratamiento de casos refrac-
tarios con infliximab, alemtuzumab (anti-CD52), entre otros
agentes.?>%

Figura 2
Tratamiento para el stH propuesto por la Sociedad de Histiocitosis, 2004
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Fuente: modificado con base en Espinoza Bautista, K.A. et al., “Sindrome hemofagocitico. Conceptos actuales”, Gaceta Médica
de México, 2013, 149: 431-437; y Santidrian, V. et al., “Sindrome hemofagocitico en pediatria. Revision bibliogrdfica”, Revista

Pedidtrica Elizalde, 2013, 4 (1): 19-23.

La busqueda del trasplante alogénico debe comenzar al mo-
mento del diagndéstico, situacién que es factor prondstico de
morbimortalidad. El trasplante se asocia con la supervivencia
libre de enfermedad durante cinco afios de 50 a 65% de los
pacientes, independiente de si es donador relacionado o no.
La mayoria de las muertes vinculadas dentro de los primeros
100 dias posteriores al procedimiento, se asocian a compli-
caciones del mismo. Se estan estudiando tratamientos con
esquemas de acondicionamiento reducido, que demuestran
mayor supervivencia que con esquemas mieloablativos.'328:33

En términos generales, si el paciente se encuentra
estable se puede intentar Unicamente el manejo especifico
de la infeccion de la enfermedad subyacente, con o sin este-
roides con seguimiento estrecho.

Los enfermos en malas condiciones requerirdn un
manejo agresivo con el protocolo de 2004 en espera de
los resultados diagndsticos.™® Una situacion diferente en el
esquema de tratamiento es en el sam, el cual consiste en
agentes inmunosupresores y altas dosis de inmunoglobina
endovenosa.?’ También se han descrito terapias dirigidas
contra citosinas inflamatorias, como la i.-1 e 11-6.2"%

Las infecciones de vias urinarias son de las principales
causas de consulta pediatrica. A nivel nacional, representan
la tercera causa de consulta médica después de las infeccio-
nes de vias aéreas y las enfermedades diarreicas agudas.®

La paciente de nuestro caso presentaba distintos fac-
tores de riesgo, como los antecedentes de infecciones urina-
rias, en las que no se hizo la evaluacion recomendada por las
Gufas de Practica Clinica Nacional, donde se recomienda rea-
lizar ultrasonido renal y vesical a todos los nifos menores de
tres anos de edad en su primera infeccion de vias urinarias.®

Las manifestaciones clinicas de las infecciones de
vias urinarias varian segun la capacidad que el nifio tenga pa-
ra mostrar los sintomas. En la edad escolar es frecuente que
se presente como fiebre, malestar general, hiporexia, disuria,
dolor abdominal, frecuencia aumentada de las micciones, asi
como orina turbia y fétida. En cambio, en lactantes los datos
maés frecuentes son fiebre, irritabilidad, hiporexia, vémito,
pérdida de peso, orina fétida, entre otros. Por lo anterior se
debe considerar, y como un diagnostico posible, en el nifo
que se presenta con fiebre sin evidencia de foco infeccioso,
principalmente en menores de tres afios de edad.*®

De acuerdo con un estudio reciente, los sintomas
pivote para alta sospecha de infeccion urinaria son: fiebre,
vémitos e hiporexia, sintomas que presentaba el caso clinico
que analizamos. Es importante resaltar que a pesar de que
el examen general de orina mostraba escasos leucocitos
(sobre todo en infecciones urinarias crénicas o previamente
tratadas), es imprescindible solicitar urocultivo con antibio-
grama para realizar una terapia dirigida.*’
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El urocultivo demostré el principal germen asociado a
infecciones de vias urinarias, aungue con menor frecuencia
que en el pasado (entre 80 y 90% de los casos). Actualmente
E. coli representa de 54 a 67% de las causas, seguida por
Klebsiella, Proteus, Enterococcus, Pseudomonas y organis-
mos Gram positivos.®

La alta resistencia de E. coli a los antimicrobianos de
uso empirico en nuestro medio (amoxacilina, nitrofurantoi-
na, trimetoprim) nos conduce a utilizar de primera eleccién
aminoglucdsidos, especificamente amikacina durante siete
a diez dias considerando el efecto postantibidtico de este
farmaco.®

El sindrome linfohistiocitico hemofagocitico, como
se explicd antes, puede iniciarse de multiples maneras. En
el caso de nuestra paciente comenzé como sindrome febril
secundario a una infeccion bacteriana. En los estudios para-
clinicos se documenté hemofagocitosis, sin embargo, recor-
demos que la presencia de hemofagocitosis aislada no es
exclusiva del stH y que puede acompanar a otras entidades,
por lo que para confirmar el diagndstico se requiere del con-
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