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EDITORIAL

Editorial

Dr. Julio S Castro Méndez

Editor

Ha sido una experiencia gratificante poder tener la oportunidad de ser testigo de un avance
sustantivo en la calidad y cantidad de trabajos enviados para publicaciéon a las jornadas nacionales y
congresos en los ultimos afios. Esto sin duda obedece a un esfuerzo de muchas personas que han
tenido como meta mejorar el standard de nuestro nivel cientifico nacional; en contra de algunas
opiniones hace ya algunos afios, elevar la rigurosidad de evaluacion de los resimenes y de los trabajos
completos que se envian a la Sociedad, lejos de desestimular a los autores, ha sido un empuje para
publicaciones de mayor calidad cientifica y como si fuera poco mayor niumero de ellos, por esa razén
hoy en dia nuestra publicacidn se nutre de trabajos interesantes y originales, tanto asi que tenemos la
capacidad de escoger los mejores trabajos para nuestra revista.

Otro aspecto fundamental para resaltar de las publicaciones es el hecho de que grupos de cientificos
han formado lineas de investigacion que mantienen a través del tiempo lo cual sin duda tiene un impacto
innegable en la calidad de publicaciones, y vemos con orgullo como avanzamos hacia trabajos de
investigacion mucho mas técnicos y profundos. En este volumen podemos contar con aspectos tan
novedosos como biologia molecular en bacterias productoras de beta lactamasas de espectro expandido,
VIH, candidiasis, y enfermedades emergentes.

Todavia nos queda mucho por andar, pero sin duda hemos avanzado, la regularidad de la revista se
hace palpable, y nuestra meta seria expandir las secciones de la revista hacia secciones fijas de interés
general como revisiones bibliograficas, seccién de casos clinicos interesantes, cartas al editor con
comentarios sobre los trabajos publicados, para lo cual la participacion de todos es fundamental.

Incluimos en este nUmero laresefia histérica del Servicio de Infecciosas del Hospital Universitario de
Caracas realizada por la Dra. Maria J Nufiez en conmemoracion de los 20 afios del Servicio de
enfermedades infecciosas de ese importante centro asistencial, como un aporte a la historia de la
Enfermedades Infecciosas en Venezuela, entendiendo que nuestra memoria histérica es un valor
fundamental para la preservacién de nuestra identidad como venezolanos.
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TRABAJO ORIGINAL

Adherencia al tratamiento antirretroviral en una consulta
de infectologia

Adriana Centeno, Silvia Meza, Esther Barella, Marfa Diaz, Grace Alvarez, Heidi Mago, Isabel Diaz

Unidad de Infectologia Adultos. Ciudad Hospitalaria “Dr. Enrique Tejera”

RESUMEN

Objetivo: Estudiar el grado de adherencia al
tratamiento antirretroviral en los pacientes controlados
por la consulta de infectologia adultos, en la CHET.

Metodologia: Se realiz6 un estudio descriptivo-
prospectivo entre junio y agosto de 2004, aplicando una
encuesta al 30 % del total de pacientes controlados.
Por esta consulta hasta la fecha.

Resultados: 32,56 % femeninos y 67,44 %
masculinos, 65 % de 21-40 afios. Con tiempo de
tratamiento menor a un afio 60 %; 32,56 % con pareja
establey 42 % desempleados. 65 % con estudios entre
medios y superiores. 86 % tuvo buena tolerancia al
tratamiento desde su inicio. En 15 (34 %) pacientes
hubo necesidad de cambiar el tratamiento, 3 por
incumplimiento, 3 por disponibilidad y 9 por efectos
adversos, 2 abandonaron el tratamiento en alguna
oportunidad y 50 % present6 algun signo de depresion.
Tres abandonaron el tratamiento en alguna ocasion, de
estos 2 con ideas suicidas, 2 desempleados, 2 con
intolerancia al tratamiento por efectos adversos, ninguno
con pareja estable y no hubo preferencia sexual. El 98
% refirio buena adherencia a su tratamiento, 82 % se
tomaban el tratamiento siempre en el mismo horario.
Del total de pacientes 18 (42 %) con un segundo control
de CD4 y carga viral, evidenciando mejoria en todos los
casos, independientemente de su adherencia.

Conclusiones: Evidenciamos buena adherencia en
los pacientes, independientemente de su edad, sexo,
grado de instruccién, o preferencia sexual; latolerancia,
la necesidad de cambio y el abandono tuvo relacién con
el estado emocional, al igual que lo reportado por otros
autores. Tampoco hubo diferencias entre los esquemas
de tratamiento y la adherencia al mismo.

INTRODUCCION

Desde la época hipocratica es conocido que no
todos los pacientes cumplen con las reco-
mendaciones de su médico, esto es el factor méas
importante del fracaso terapéutico. El cumplimiento

incorrecto es el factor mas importante de fracaso
terapéutico, se desarrollan resistencias y si es
importante desde el punto de vista individual es de
una gran trascendencia para la comunidad por la
posibilidad de transmisién de cepas con
multirresistencia (1).

La incidencia y prevalencia de incumplimiento
es dificil de cuantificar, quizas porgque no existe un
meétodo universalmente aceptado para evaluar el
cumplimiento. Este varia segun la poblacion
estudiada, los farmacos empleados y el tiempo de
seguimiento (2). EI concepto de adherencia o
cumplimiento (ya que ahora se aplican de manera
indiferenciada) ha tomado en la actualidad una
importancia tan notable como el de eficacia. Algu-
nos estudios publicados recientemente han en-
contrado tasas de cumplimiento inferiores al 40 %-
50 % en pacientes infectados por el VIH (3).

La complejidad del régimen de tratamiento esta
fuertemente relacionada con la adherencia. Los
expertos en asuntos de la adherencia han advertido
lanecesidad de disefiar regimenes antirretrovirales
mas simples sin perder la potencia terapéutica,
por otro lado estas drogas pueden ser extre-
madamente toxicas, causando efectos adversos
que repercuten en la calidad de la vida de los
pacientes. Esta relacion entre la adherencia y la
calidad de la vida se ha sugerido, aunque su
causalidad no est4 clara

Desde que en 1997 se acufié claramente el
concepto de HAART “Highly active antiretroviral
therapy”’que en espafiol podria resumirse como
“Tratamiento intensivo, potente o de gran
actividad”, mucho ha cambiado el escenario de la
infeccién por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH). Se considera desde entonces que
los pacientes deben ser tratados al menos con tres
farmacos, preferentemente de familias o grupos
de antirretrovirales diferentes siendo la asociacion
de dos analogos de nucledsidos y un inhibidor de
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la proteasas hasta hace pocos meses la terapia
estandar. Con la aparicion de los no analogos de
nucledsidos, que han demostrado una eficacia
similar a los inhibidores de la proteasas, se han
ampliado las combinaciones iniciales.

El tratamiento antirretroviral en pacientes “nai-
ve” alcanza una efectividad de alrededor del
70 %-80 % respecto a conseguir cargas virales
por debajo de los limites de deteccién (en la
mayoria de las técnicas estandares, por debajo
de 40-80 copias) manteniendo durante meses a
los pacientes en esta situacion (2). No obstante,
es frecuente que debido a diversos factores, el
VIH pueda escapar al control del tratamiento al
desarrollar cepas resistentes lo que obliga al
clinico a disefiar nuevas pautas de tratamiento
gue casi siempre supone incrementar el nimero
de farmaco o de pastillas que toma el paciente
(5). Se hablaen estos casos, sobre todo después
de varios fracasos de tratamiento, de la utilizacion
de MEGA-HAART, que quiere decir la utilizacién
de entre 5y 7 farmacos a la vez.

Los tratamientos actuales hasta hace poco y
aun en la actualidad suponen para el paciente la
toma de un minimo de 4 pastillas y un maximo
dificil de precisar pero que podria llegar a las 20
pastillas diarias. Estos farmacos pueden provocar
(como cualquier farmaco en general) ciertos
efectos secundarios que en ocasiones pueden
alterar la calidad de vida de dichos pacientes.

OBJETIVO

En el presente trabajo, nos propusimos a
estudiar el grado de adherencia al tratamiento
antirretroviral en los pacientes controlados por la
consulta externa de infectologia adultos, en la
Ciudad Hospitalaria “Dr. Enrique Tejera”,
(Valencia - Venezuela) y los factores que en ella
inciden.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio descriptivo-prospectivo
durante un periodo de dos meses (junio y agosto
de 2004) aplicando una encuesta anénima, a 43
pacientes infectados por el VIH, que repre-
sentaban el 30 % del total de pacientes
controlados por esta consulta hasta la fecha.

RESULTADOS

Del total de pacientes encuestados 14
(32,56 %) femeninos y 29 (67,44 %) masculinos,
la distribucion por edades (Figura 1) fue: <20
afios: 1 (2 %), 21-30 afos: 16 (37 %), 3 1-40
afios: 12 (28 %), 41-50 afios: 11 (26 %) y >50

20
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=
=]

S N B N

<20 21-30 41-40 41-50 >50

Grupos de edad (afios)

Figura 1. Distribucion segun la edad.

afios: 3 (7 %); el 90 % eran procedentes del
estado y s6lo 10 % de estados vecinos. Con
respecto al tiempo de diagndstico y tratamiento
el 60 % tenian menores de un afio, 30 % entre 1-
5 afios y s6lo 10 % mas de 5 afios (Figura
2), 37 % fueronincluidos en el programa después
de una hospitalizacién y el 63 % por consulta ex-
terna. La mayoria, el 56 % heterosexuales, 35 %
homosexual y sélo 9 % bisexuales; de estos sélo
14 (32,56 %) tenian pareja estable y 58 %
trabajaban, el resto desempleados. En relacion
al grado de instruccién fue variable 32,55 % con
estudios de primaria 41,85 % bachillerato 23,25
% superiores (completos o no) y 2,32 % anal-
fabetas. En el 86 % hubo una buena tolerancia al
tratamiento desde su inicio. En sélo 15 (35 %)
hubo necesidad de cambiar el tratamiento (Figura
3) de los cuales eran 11 hombres y 4 mujeres, de
estos, 3 por incumplimiento, 3 por disponibilidad

10%

30%

‘n<laﬁo m1as5 aiios |:|>Saﬁos‘

Figura 2. Distribucion segun el tiempo de tratamiento.
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Figura 3. Distribucién porcentual de las causas por las
cuales se cambiaron algunos esquemas terapéuticos.

institucional y 9 por efectos adversos (3
gastrointestinales, 1 hematolégica y 5 por mala
respuesta al tratamiento). De estos 15 pacientes,
2 abandonaron el tratamiento en alguna
oportunidad, 3 refirieron ideas suicidas, 7 llanto
sin causa aparente, 6 insomnio, 4 disminucion
del apetito y 5 menos deseo de realizar sus
actividades cotidianas (estos itemes se repitieron
en un mismo paciente varias veces). Solo 3
abandonaron el tratamiento en alguna ocasion,
de estos 2 con ideas suicidas, 2 desempleados,
2 con mala tolerancia al tratamiento por efectos
adversos gastrointestinales, ninguno con pareja
estable y no hubo diferencias relacionadas con la
preferencia sexual, ni el estadio de la enfermedad
0 el nimero de comprimidos diarios. Todos
mostraron empatia y estar satisfechos con la
atenciéon médica.

El 98 % refiri6 buena adherencia a su trata-
miento, el 82 % se tomaban el tratamiento siempre
en el mismo horario (Figura 4) y sélo 18 % de
forma irregular, en este grupo tampoco hubo
predominio en cuanto al estadio de la enfermedad
(Figura 5), ni con respecto al nimero de compri-
midos diarios del tratamiento antirretroviral
(Figura 6), el 55,5 % de ellos entre 1 y 5 afios de
tratamiento. Del total de pacientes solo 18
(42 %) tenian un segundo control de CD4 y carga
viral, evidenciando mejoria en todos los casos,
independientemente de su adherencia. Esto
quizas por el pequefio nUmero de pacientes que
mostraron poca adherencia o al poco tiempo que
tienen en el programa, en su mayoria tienen
menos de 5 afios, porque el plan nacional para el
suministro de terapia antirretroviral en este centro
fue incluido hace sélo 3 afios.

16%

2%

82%

o Siempre @ Cuando se acuerda m A veces

Figura 4. Medicion del grado de adherencia segun el
cumplimiento estricto del tratamiento.

22%

22%

o Estadio 1 m Estadio 2 o Estadio 3 o Estadio 4

Figura 5. Comparacion entre el bajo nivel de adherencia con
relacion al estadio de la enfermedad, segun el CD4.

03 al dia o8 al dia o010 al dia o012 al dia m 13 al dia

Figura 6. Relacién adherencia y numero de pildoras al dia.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Existe una forma préactica para calcular el
grado de adherenciay es el calculo del porcentaje
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de adherencia, se calcula de la siguiente forma:
% de adherencia = (N° de comprimidos tomados
/ N° de comprimidos prescritos) x 100

Cuanto mayor sea la adherencia, mayor sera
el porcentaje de pacientes con carga viral
indetectable. Esto es asi porque una buena
adherencia al tratamiento implica unos niveles
plasmaticos de los farmacos en sangre suficientes
para inhibir la replicacion del virus. De esta
manera, se calcula que un 95 % del virus
desaparece del organismo y Gnicamente quedan
los virus latentes que se encuentran en el interior
de células inmunitarias no activas. Una buena
adherencia a la medicacion antirretroviral exige
cumplir con la medicacion en mas de un 90 %.
Cuando la concentracion en plasma de farmaco
es sub-6ptima, permite la replicacion de algunos
virus y puede aparecer, al azar, una mutacion
gue le confiera resistencia al farmaco. Una mala
adherencia a la medicaciéon produce una
concentracién en plasma sub-6éptima y ofrece el
medio idoneo para que proliferen cepas de virus
resistentes al farmaco del tratamiento, incor-
porando mutaciones comunes a otros farmacos,
es decir, desarrolla, no solamente unaresistencia
al farmaco del tratamiento en curso, sino que
acaba produciendo virus resistentes a otros
tratamientos de posible eleccién (6).

La adherencia al tratamiento constituye un
problema complejo y multifactorial, sélo un
enfoque multidisciplinario puede tener resultados
satisfactorios.

Algunos estudios publicados recientemente
han encontrado tasas de cumplimiento inferiores
al 40 %-50 % en pacientes infectados por el VIH,
(5) lo que ha planteado un problema de primer
orden. Conviene en primer lugar valorar los
diferentes factores que influyen en la adherencia
antirretroviral. En general evidenciamos una
buena adherencia al tratamiento antirretroviral
enlos pacientes de nuestra consulta, evidenciado
por la aceptacion, tolerancia y rigurosidad en la
administraciéon del tratamiento, lograndose una
tasa de adherencia del 82 %.

Los factores asociados alaadherencia pueden
atribuirse al individuo, a la enfermedad, al
tratamiento o al equipo asistencial.

Individuo. Las caracteristicas demograficas
(edad, sexo, raza, estudios, ocupacién), asi como
el nivel cultural y la situacién econémica, no son
factores predictores del nivel de adherencia de
un individuo. En nuestra investigacién tampoco
encontramos relacion de estos factores con la
adherencia, la cual fue independiente de edad,
sexo, grado de instruccién, o preferencia sexual.
Los factores psicologicos influyen en el

cumplimiento, la ansiedad, la depresion, el
alcoholismo empeoran la adherencia. Las
actitudes y creencias de los pacientes respecto a
la medicacion, la enfermedad y el equipo
asistencial son factores a tener en cuenta. En
nuestro caso también, la tolerancia, la necesidad
de cambio de esquema terapéuticoy el abandono
del tratamiento, estuvo més en relacién con el
estado emocional del paciente, y se observé un
moderado grado de depresién en ellos, evaluado
por el menor deseo de realizar actividades
cotidianas, llanto sin causa aparente, insomnio,
disminucién del apetito e ideas suicidas, al igual
que lo reportado por otros autores (4), que
coinciden en que el factor psicoldgico es el prin-
cipal condicionante en la adherencia a un
tratamiento.

La situacién en indigentes, marginados y
usuarios de drogas, es extraordinariamente
compleja; en estudios transversales realizados
en adictos activos, el 49 %-60 % no recibian
ningln tratamiento antirretroviral y s6lo el 14 %-
17 % recibian tratamiento de gran actividad. En
cuanto a tuberculosis en poblacién marginal se
ha descrito que s6lo el 11 % completaba el
tratamiento. En nuestra serie, la poblacién fue
econdmicamente homogénea, por lo cual no
podemos evidenciar relacién con estos factores.

Enfermedad y tiempo con la medicacion
antirretroviral

La infeccion por el VIH puede cursar de forma
asintomatica o sintoméatica y la aceptacién y
adherencia al tratamiento pueden ser diferentes
en cada una de estas fases. El mal pronéstico
que presenta la enfermedad en ausencia de
tratamiento puede ser de ayuda para comprender
lanecesidad del mismo. Es conocido que muchos
pacientes con tuberculosis dejan la medicacién
en ausencia de sintomas. Por otra parte, el
tiempo con el tratamiento incide negativamente
el la adherencia (7). En esta serie no pudimos
relacionar el estadio de la enfermedad ni el tiempo
de tratamiento con la adherencia, debido a que la
mayoria de los casos estaban recibiendo
tratamiento por menos de dos afios, y no hubo
predominio alguno en cuanto al estadio de la
clasificacion del CDC, no obstante el grueso de
los pacientes se encontraban sin enfermedades
oportunistas y en relativas buenas condiciones
generales.

Régimen terapéutico

En numerosos estudios se ha demostrado que
laadherencia a un tratamiento disminuye cuando
aumentan el nUmero de farmacos y la frecuencia

(KW Bol Venez Infectol Vol. 16 - N° 2, julio-diciembre 2005
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de administracién, con la aparicion de efectos
adversos y cuando el tratamiento es prolongado
en el tiempo (8,9). En nuestro trabajo no hubo
diferencias entre los esquemas de tratamiento y
la adherencia al mismo coincidiendo con otros
autores, en que el paciente VIH (+) es capaz de
tolerar el niumero de comprimidos y los efectos
adversos en pro de la eficacia de su tratamiento

(9).

Equipo asistencial

La relacion que se establece entre el equipo
asistencial y el paciente es de suma importancia.
La confianza, continuidad, accesibilidad,
flexibilidad y confidencialidad son factores que
influyen favorablemente (4). En nuestra serie,
todos mostraron estar satisfechos con la atencion
médica ofertada, lo cual se reflej6 en los niveles
de adherencia reportados.
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Evaluacidon del tratamiento de la osteomielitis créonica
en un hospital general

Jocays Caldera, Yrene Vasquez, Rafael Guevara, Marisela Silva

Hospital Universitario de Caracas

RESUMEN

La osteomielitis cronica, complicacion mas comun
de una infeccién aguda de las estructuras 6seas que
produce su destruccion progresiva, ha persistido en el
tiempo como un problema de salud de dificil solucion,
con limitaciones diagndsticas y terapéuticas, que
provocan multiples recurrencias y hospitalizaciones,
ademéas de largas estancias y gastos hospitalarios.

Objetivo: Conocer la evolucién en el tiempo del
tratamiento de la osteomielitis cronica en un hospital
general.

Métodos: Se realiz6 un estudio retrospectivo,
descriptivo y analitico, para ello se efectud la revision
de los datos registrados en las historias clinicas de los
archivos del Hospital Universitario de Caracas (HUC),
en el periodo comprendido entre enero de 1995y enero
de 2001, obteniéndose un total de 282 casos, de los
cuales 207 reunieron los criterios de inclusion
(73,40 %).

Analisis estadistico: Los datos se analizaron
mediante Chi cuadrado (x?), calculos de porcentajes
simples y promedios.

Resultados: Observamos que a 159 pacientes
(76,81 %), se les realizd tratamiento quirdrgico. En
49,06 % de los casos, el tratamiento antimicrobiano
estuvo basado en pruebas de sensibilidad in vitro de los
microorganismos aislados a partir del cultivo éseo o de
secrecién obtenida durante la intervencion quirurgica.
Se observaron recaidas en el 40,22 % de los casos. La
combinacion de antibidticos mas empleada fue cefalotina
con aminoglicésidos, situacion que no se ha modificado
en los ultimos 6 afos.

Conclusién: Nuestro estudio demuestra que a pesar
de la mejor utilizacion de métodos diagndsticos como la
radiologia simple y cultivos 6éseos en los ultimos afos,
las dificultades terapéuticas persisten sin mayores
modificaciones en el HUC; lo que refleja un manejo no
optimo de las infecciones esqueléticas y unainadecuada
combinacion de tratamiento médico quirargico,
generando una morbilidad significativa, afectacion de la

calidad de vida del paciente e incremento en los costos
hospitalarios.

Palabras clave: Osteomielitis cronica. Tratamiento
quirdrgico. Tratamiento médico.

INTRODUCCION

La osteomielitis crénica es un proceso infeccioso
del hueso de méas de 6 semanas de evolucién (1-
3), o cuando ocurre una recaida después de haber
tratado un evento de osteomielitis aguda (1,4-6),
afecta cualquier parte de la estructura del hueso;
se produce como consecuencia de una invasion
bacteriana y en menor frecuencia micoética; se
puede presentar en cualquier grupo etario(1,4,8,9).
Se clasifica segun la presentacion clinica y tiempo
de evolucion en: aguda, sub-aguday crdnica; segun
la via de diseminacién utilizada por el agente
causal, en: hematégena, por contigtiidad con o sin
insuficiencia vascular, postraumatica y pos-
quirargica) (1-5,8,10-12).

Es la complicacion tardia mas comun de una
infeccion aguda de las estructuras 6seas,
caracterizada por la destruccién progresiva del
hueso y afectacién de los tejidos blandos
circundantes (7,8,13). Es mas frecuente en adultos,
y por lo general es secundario a un traumatismo y/
o cirugia traumatoldgica, con unaincidencia del 23
% a 50 % en fracturas abiertas (1,3,7,8,10,14-20).
Es consecuencia de un diagndstico tardio o de un
tratamiento inadecuado (2,4,14).

Los microorganismos comunmente aislados en
pacientes con osteomielitis créonica son: Staphylo-
coccus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens,
Echerichiacoli (3,7,8,10,13,17,18). Las infecciones
polimicrobianas aparecenenun 30 % a 50 % de los
casos asociados a insuficiencia vascular, y en
menor proporcion en fracturas abiertas o posterior
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a cirugia (1,8,10,14,18,21,22).

El diagnéstico de la enfermedad se realiza a
través de la clinica y los estudios de imagenes
(radiologia simple, tomografia axial computa-
rizada, resonancia magnética nuclear,
fistulografias y gammagrafia), histolégicos y
microbiolégicos; en algunas oportunidades el
diagnéstico s6lo es posible mediante proce-
dimientos histopatolégicos especiales y el
aislamiento del agente causal, por medio de los
cultivos éseos (1,3-5,7,8,15,17).

El examen microbiolégico e histopatoldgico
del hueso son los métodos principales para el
diagnostico de osteomielitis, con un 95 % de
sensibilidad y 99 % de especificidad (1,3,6-8,13-
15,18,20,22).

Para instaurar un tratamiento antimicrobiano
eficaz, es esencial establecer un diagnéstico
etiolégico definitivo mediante el cultivo del mate-
rial 6seo. Dicho material puede ser obtenido a
través de la aspiracién o biopsia con aguja
percutanea (70 % de positividad), o toma de
muestras durante la intervencion quirdrgica, pre-
via localizacion de la lesién con estudios de
imagenes (1,5,7,8,10,12-14,17,20,22).

El tratamiento principal de la osteomielitis
crénica es la cirugia, combinada con la terapia
antimicrobiana como auxiliar importante, previa
determinacién del agente etiolégico y la
susceptibilidad, se debe mantener la estabilidad
de la fractura, la cobertura adecuada de los
tejidos blandos y lograrse la restauracién de la
circulacién sanguinea. Con los antibi6ticos s6lo
se alcanza un control de la infeccién, pero no su
erradicacion; ademéas no serecomienda la terapia
antimicrobiana empirica (1,3,5-8,10-14,20,22-
24).

Después de 4 a 6 semanas del comienzo de la
infeccion 6sea aguda, se forma el secuestro,
caracteristico de esta patologia, que se comporta
como un cuerpo extrafio; la penetracion de los
antibioticos en estas areas es muy baja, lo que
dificulta aun mas el tratamiento (4,22,25). En
estos casos el diagndstico debe ser precoz,
realizarse el tratamiento quirdrgico con debrida-
miento adecuado del tejido blando y 6seo
necroético, toma de todo el material para cultivo,
la eliminacion del espacio muerto, la extraccién
de dispositivos de estabilizacion de fracturas que
no sean estrictamente necesarios y el retiro de
prétesis cuando estén presentes (1,3,7,10,13,
17,18,22,25-32). EI tratamiento antimicrobiano
debe mantener entre 4 a 8 semanas, aunque se
han descrito y utilizado periodos mas prolon-
gados. Se prefiere durante la fase inicial la
administracién parenteral, seguida de terapia

antimicrobianaoral (1,3,5,7,8,13,14,18,22,24,30-
36).

Todos los tipos de osteomielitis pueden
progresar hacia la cronicidad, con maultiples
recaidas, persistencia del hueso muerto y tejido
cicatrizal infectado, areas donde la accion de los
antimicrobianos solos son deficientes, debido al
deterioro de la vascularizacidn local; por lo que
se requiere de una terapia médico-quirdrgica
adecuada (1,10,13,14,24,25,30). Sinoserealiza
el tratamiento apropiado, se conduce al paciente
a un futuro desalentador, colmado de recurren-
cias, multiples hospitalizaciones, largas estancias
hospitalarias, deterioro progresivo de la salud,
afectacion del paciente desde el punto de vista
emocional, familiar y social, debido a defor-
maciones, amputaciones y/o discapacidad fisica
progresiva, que afectan su calidad de vida
(14,17,26).

Elpromedio de hospitalizacion de los pacientes
con osteomielitis crénica es aproximadamente
de 4 a 6 semanas, esto representa una carga
econdémica hospitalaria importante y si el
tratamiento no es el adecuado, ese tiempo se
prolonga y limita la reincorporacion del paciente
a sus actividades cotidianas.

En consecuencia, la osteomielitis crénica se
convierte en un problema médico-social, que
requiere de un diagnéstico precoz y de un
tratamiento 6ptimo del paciente (2,26), por parte
de un equipo multidisciplinario, que incluya la
colaboracion de especialidades como trauma-
tologia, ortopedia, infectologia, cirugia plastica,
rehabilitacion, psiquiatria, nutricién y trabajo so-
cial (8,18,26,30,32).

METODOS

Serealizé un estudio retrospectivo de caracter
descriptivo y analitico, en el cual se revisaron los
datos registrados en las historias clinicas de
todos los pacientes con diagndstico de
osteomielitis créonica, que cumplieron con los
criterios de inclusién, en el periodo comprendido
entre enero de 1995 y enero de 2001, en el
Hospital Universitario de Caracas. Se dividieron
en 2 grupos: A (1995 a 1997) y B (1998 a enero
2001), pararealizar las comparaciones. Criterios
de inclusién: se incluyeron a los pacientes con
edades comprendidas entre 15 y 90 afios, de
ambos sexos y que cumplieron con uno o mas de
los siguientes criterios: 1. Pacientes hospita-
lizados por osteomielitis crénica, entre enero de
1995 y enero de 2001 2. Tiempo de evolucién
clinica mayor de un mes. 3. Que tuvieran
diagnéstico radiolégico, microbiolégico o
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histopatologico de osteomielitis crénica. Criterios
de exclusién: se excluyeron a los pacientes que
padecieran alguno de los siguientes problemas:
infeccién por virus de imnunodeficiencia humana,
cardiopatia isquémica y neoplasia.

Anédlisis estadistico: los datos fueron
registrados en una ficha de investigacién, se
analizaron mediante Chi cuadrado (x?) y se
consider6 P< 0,05 estadisticamente significativa.
Se realizaron calculos de porcentajes simples y
promedios. Se presentan los datos en tablas.

RESULTADOS

Se revisaron un total de 282 historias de
pacientes con diagndstico de osteomielitis
cronica, de las cuales se excluyeron 75 por no
cumplir con los criterios del estudio, corres-
pondiendo 93 historias al grupo Ay 114 historias
al grupo B.

La distribucion segun el sexo de los 207
pacientes incluidos fue de ciento cincuentay uno
del sexo masculino (72,95 %) y cincuenta y seis
del sexo femenino (27,05 %); cuyas edades se
encuentran comprendidas entre 15 - 85 afios,
conun promedio de 42 afios para el grupo A (4,40
desviacion estandar) y 43 afios para el grupo B
(4,10 desviacién estandar), con predominio del
grupo etario de 15-35 afios (42,51 %).

Los métodos diagndsticos utilizados se
muestran en la Tabla 1. Hubo diferencia
estadisticamente significativa (P< 0,05) en la
utilizacion de métodos diagndsticos como
radiologia simple y cultivos éseos en los grupos,
a favor del grupo B. El método diagnéstico mas
empleado fue la radiologia simple, en ambos
grupos.

Tabla 1

Distribucion segun el método diagndstico utilizado en 207
pacientes con osteomielitis cronica

Métodos Grupo "A" Grupo "B"

Diagndsticos filo) %  fi(o) % Total P
N° 207

Rx 77 44,25 97 55,75 174 0,0034
Biopsia 45 52,94 40 47,06 85 0,5916
Cultivo 6seo 27 32,14 57 67,86 84 0,0001
Gammagrama 6seo 5 27,78 13 72,22 18 ns
Tomografia

computarizada 9 64,29 5 35,71 14 ns
Resonancia

magnética 4 66,67 2 33,33 6 ns
Hemocultivo 3 100,00 O 00,00 3 ns
Total 170 44,27 21455,73 384 100

Fuente: Archivos de Historias Clinicas de HUC.

El tratamiento médico quirurgico fue realizado
en setenta casos (44,03 %) del grupo Ay ochenta
y nueve casos (55,97 %) del grupo B, recibiendo
s6lo tratamiento médico veintitrés casos (47,92
%) del grupo Ay veinticinco casos (52,08 %) del
grupo B. No se observd diferencia estadis-
ticamente significativa entre los dos grupos en
relaciéon con el tipo de tratamiento realizado. Se
realizé una intervencion quirdrgica en cuarentay
nueve casos (47,57 %) del grupo A, y en cincuenta
y cuatro casos (52,43 %) del grupo B, dos inter-
venciones quirdargicas en trece casos (37,14 %)
del grupo A y en veintidés casos (62,86 %) del
grupo B. No hay diferencia estadisticamente
significativa entre el nimero de intervenciones
quirargicas, al comparar ambos grupos (Tabla
2).

Tabla 2

Distribucién segln el nimero de intervenciones
quirdrgicas en pacientes con osteomielitis crénica

N° de Grupo “A” “Grupo B”
intervenciones fi(0) % fi(0) % Total
quirdrgicas
1 49 47,57 54 52,43 103
2 13 37,14 22 62,86 35
3 5 33,33 10 66,67 15
>3 3 50,00 3 50,00 6
Total 70 44,03 89 55,97 159

El nimero total de intervenciones quirargicas
fue de trescientos veintinueve, en los dos grupos,
las cuales se describen en la Tabla 3. No se
observa diferencia estadisticamente significativa
al comparar ambos grupos. EIl procedimiento
quirargico realizado con mayor frecuencia fue la
limpieza quirtrgica (48,02 %) en los dos grupos.
Se realizo retiro de material de osteosintesis en
veintitrés casos (6,99 %) del total de las
intervenciones quirdrgicas.

De un total de 329 intervenciones quirurgicas,
se tomaron 113 muestras de tejido blando, éseo
y de secrecion para cultivos, durante el acto
operatorio; de los cuales correspondieron treinta
y cuatro casos (36,96 %) al grupo A y cincuenta
y ocho casos (63,04 %) al grupo B. No se
demostré diferencia estadisticamente signifi-
cativa. Del total de cultivos realizados (113)
encontramos que en cincuenta y ocho casos
(50,88 %) se aislo un solo germen, en veintitrés
casos (20,17 %) se aislé mas de un germen, no
hubo crecimiento bacteriano en diecinueve casos
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Tabla 3

Distribucién segun el tipo de intervencién quirdrgica
realizada en pacientes con osteomielitis crénica

Tipo de Grupo “A” Grupo “B”
intervencion fi(o) % fi(o) %  Total
quirlrgica

Cura + limpieza 71 44,94 57 55,06 158

Amputacién 31 45,59 37 54,41 68
Otros 19 45,24 23 54,76 42
Retiro de material 7 30,43 16 69,57 23
Ostectomia 8 47,06 9 52,94 17
Hemidiafisectomia 4 36,36 7 63,64 11
Fistulectomia 3 30,00 7 70,00 10
Total 143 43,47 186 56,53 329

Fuente: Archivos de Historias Clinicas de HUC.
(*) Transportacién 6sea, fasciotomia, artrodesis, artrotomia,
corticotomia, osteotomia, injertos, laminectomia.

(16,67 %) y no se reportaron los datos en la
historia clinica en trece casos (12,28 %).

Staphylococcus aureus fue la bacteria aislada
con mayor frecuencia en ambos grupos, con un
total de catorce casos, seguida de Staphylococ-
cus coagulasa negativo y Pseudomonas
aeruginosa. Se obtuvieron dos cultivos positivos
para Blastosporas (Tabla 4). No hay diferencia
estadisticamente significativa, en el tipo de
microorganismo identificado al comparar ambos
grupos.

Los antibiéticos con mayor prescripcion fueron
las cefalosporinas de primera generacion, con
predominio en el grupo B, apreciandose que
existe diferencia estadistica significativa entre
los dos grupos. La combinacién antimicrobiana
mas empleada fue cefalosporinas de primera
generacién con aminoglicéosidos en ambos
grupos.

La duracion de la terapia antimicrobiana fue
de un maximo de doscientos quince dias y un
minimo de un dia, el promedio de la duracién de
la terapia antimicrobiana para el grupo A fue de
35 dias (3,05 desviacion estandar) y para el
grupo B fue de 37 dias (2,94 desviacién estandar),
el promedio del niumero de antibioticos utilizados
en cada paciente fue de 3.

La duracién de la terapia antimicrobiana en
cincuenta y dos casos (43,70 %) del grupo Ay
sesenta y siete casos (56,30 %) del grupo B,
estuvo distribuida entre 1-20 dias; cincuentay un
pacientes del grupo Ay sesenta y dos del grupo
B, recibieron mas de 6 semanas de tratamiento.
No se observé diferencia estadisticamente
significativa.

Tabla 4

Aislamiento microbiolégico en los cultivos 6seos

Grupo “A” Grupo “B”

Gérmenes fi(o) % fi(o) % Total
S. aureus 6 42,86 8 57,14 14
S. coagulasa

negativo 1 9,09 10 90,91 11
P. aeruginosa 3 42,86 4 57,14 7
Mycobacteria 3 75,00 1 25,00 4
Enterococcus 1 25,00 3 75,00 4
A. baumannil 0 0,00 4 100,00 4
P. mirabilis 0 0,00 2 100,00 2
E. coli 1 50,00 1 50,00 2
Blastoporas 2 100,00 0 0,00 2
Bacilo subtilis 1 100,00 0 0,00 1
S. marcescens 0 0,00 1 100,00 1
S. alfa hemolitico 1 100,00 0 0,00 1
P. vulgaris 1 100,00 0 0,00 1
K. pneumoniae 1 100,00 0 0,00 1
K. oxytoca 0 0,00 1 100,00 1
E. cloacae 1 100,00 0 0,00 1
E. agglomerans 0 0,00 1 100,00 1
Total 22 37,93 36 62,07 58

Fuente: Archivos de Historias Clinica de HUC.

El tiempo transcurrido desde el diagndstico de
osteomielitis crénica hasta la realizacion de la
primeraintervencion quirdrgica fue de 1 semana,
en veintinueve casos (44,62 %) del grupo Ay en
treinta y seis casos (55,3 8%) del grupo B, mas
de 3 semanas en veintiséis casos (41,94 %) del
grupo Ay treintay seis casos (58,06 %) del grupo
B. No hubo diferencia estadisticamente
significativa (Tabla 5).

Tabla 5

Distribucion segun el tiempo transcurrido desde el
diagnostico de osteomielitis crénica hasta la intervencion

quirurgica
Grupo “A” Grupo “B”

Semanas fi(o) % fi(o) % Total
1 29 44,62 36 56,38 65

2 7 43,75 9 58,25 16

3 8 50,00 16

>3 26 41,94 36 58,06 62
Total 70 44,03 89 55,97 159

Fuente: Archivos de Historias Clinicas de HUC.

El nimero de hospitalizaciones se distribuyo
de la siguiente manera, una hospitalizacion en
sesenta y ocho casos (47,22 %) del grupo Ay
setenta y seis casos (52,78 %) del grupo B;
cuarenta y un pacientes del grupo A y cincuenta
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y tres del grupo B ameritaron mas de dos
hospitalizaciones. No hay diferencia estadis-
ticamente significativa.

Con relacién al tiempo de hospitalizacién, se
encontré que ochenta y tres casos (43,92 %) del
grupo Ay ciento seis casos (56,08 %) del grupo
B, permanecieron hospitalizados por 45 dias,
s6lo dos casos (66,67 %) del, grupo Ay un caso
(33,33 %) del grupo B, requirié méas de 205 dias
de hospitalizacion. No se observé diferencia
estadisticamente significativa al comparar am-
bos grupos.

El tiempo de permanencia en la institucion
oscilé desde dos dias hasta doscientos cuarenta
y cinco dias, con un promedio de estancia
hospitalaria de 46 dias para el grupo A (3,99
desviacion estandar) y 47 dias para el grupo B
(3,57 desviacion estandar).

DISCUSION

Los resultados obtenidos, en cuanto a la
distribucidon por sexoy grupo etario, son similares
a los reportados en la literatura.

El estudio diagnéstico que se realiza con mas
frecuencia es la radiologia simple, por su bajo
costo, accesibilidad. Llama la atencién que
aunque la radiologia simple es un auxiliar
diagndéstico importante, la mismano serealiz6 en
treinta y tres pacientes (15,94 %); esto pudo
obedecer a limitaciones técnicas, deficiencia en
los materiales necesarios para su realizacion; o
gue simplemente no se registraron los hallazgos
pertinentes en las historias clinicas. Los otros
métodos diagnosticos fueron realizados en una
baja proporcién, probablemente por su elevado
costo.

Durante los ultimos tres afios del estudio, se
produjo una mayor utilizacion de métodos
diagnésticos como radiologia simple y cultivos
0seos, lo que se traduce en un mejor rendimiento
diagndéstico de esta entidad clinica. Staphylo-
coccus aureus persiste como el germen mas
frecuente en todo tipo de osteomielitis (1,7,
10,11,36,37). EI agente etiolégico de la
osteomielitis bacteriana en nuestra serie de
cincuenta y ocho cultivos con crecimiento
monomicrobiano fue Staphylococcus aureus en
ambos grupos, seguido de Staphylococcus
coagulasa negativo y de Pseudomonas
aeruginosa. En el 20,35 % de los casos estaba
presente mas de una bacteriaen el huesooenun
absceso contiguo similar a lo descrito en la
literatura, donde se reporta hasta un 21 % de
infecciones polimicrobianas en algunas series
(1,38,39). Puche en el Hospital Universitario de

Caracas, reviso 100 casos de osteomielitis entre
los afios 1976-1986, reportando un 47 % de
cultivos positivos para Staphylococcus aureus y
cultivos polimicrobianos en 12,2 % (40). En el
estudio realizado por Guerrero se evaluaron
trescientos cuatro pacientes encontrando un
47 % de cultivos positivos para Staphylococcus
aureus y 6 % para Pseudomonas aeruginosa.

El tratamiento efectivo para la osteomielitis
crénica es el debridamiento quirdrgico
acompafiado de terapia antimicrobiana dirigida a
los agentes infecciosos aislados en los cultivos
0seos (41-43). En el presente estudio se encontrd
que el tratamiento combinado médico-quirdrgico
se realizé en s6lo 159 de los 207 pacientes y que
del total de 329 intervenciones realizadas sélo
158 fueron limpiezas quirargicas, lo que refleja
un tratamiento no 6ptimo de esta entidad clinica.
Hallazgos similares a los reportados por Puche
(40).

El estudio mas importante para el esta-
blecimiento del diagnéstico etioldgico es el cultivo
de muestras O0seas tomadas durante el acto
quirargico, lo cual fue establecido por Mackowiak
desde el afio 1978 (20,44) evidenciandose en
nuestro estudio que sélo se tomaron un total de
84 muestras Oseas, durante las 329 inter-
venciones quirdrgicas realizadas, lo que dificulta
el diagnéstico etiolégico y posiblemente pueda
conducirauna fallaterapéutica, porno emplearse
antibioticos especificos dirigidos al agente causal.
Estos resultados son similares a los reportados
por Puche y contrastan con los obtenidos en el
estudio del Hospital Ramony Cajal, Madrid, donde
se estudiaron 304 casos y 304 muestras 6seasy
en el estudio del Hospital San Vicente de Padul,
Medellin que estudié 320 casos y 415 muestras
Oseas. En sesenta y ocho casos (49,06 %) del
presente estudio, se realizé tratamiento
intravenoso especifico, basado en pruebas de
sensibilidad in vitro de los microorganismos
aislados de cultivos de muestras 6seas o de
secrecién obtenida durante la intervencidn
quirdrgica, apreciandose un alto porcentaje de
tratamiento lo antimicrobiano sin diagnéstico
microbiolégico. Aunque no encontramos estudios
comparativos que indiquen el tiempo 6ptimo de
hospitalizacion, 832 en la literatura se describe
que lo ideal es un tiempo corto de espera para la
realizacion de la intervencién quirdrgica y un
tratamiento antimicrobiano intravenoso inicial de
4 a 6 semanas, proponiéndose periodos de
tratamiento de hasta 1-2 semanas intra-
hospitalaria seguido de terapia intravenosa
ambulatoria, hasta finalizar el tratamiento, para
disminuir el tiempo de hospitalizacion
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(3,24,27,31). En este estudio se observé un
promedio de estancia hospitalariade 46 diasy un
porcentaje importante de pacientes (30,44 %)
que ameritaron mas de dos ingresos, lo que
genera grandes gastos a la institucion.

En cuanto a la duracién de la terapia
antimicrobiana, la literatura sefiala que debe
mantenerse durante 4 a 8 semanas, aunque se
han descrito periodos més prolongados, con una
fase de tratamiento inicial intravenoso seguido
de terapia porviaoral (45-48). En nuestro estudio
fue dificil precisar el tiempo exacto de duracion
del tratamiento antimicrobiano, ya que pudimos
establecer eltiempo de la terapiaintrahospitalaria,
pero no asi el tiempo de tratamiento posterior al
egreso de la institucién, debido a la falta de
reportes en las historias clinicas y a un
inadecuado seguimiento de los pacientes.

En los estudios revisados se establece que el
tratamiento antimicrobiano debe iniciarse al tener
los resultados microbiolégicos para optimizar los
resultados, sin embargo, algunos estudios
sefialan que dependiendo de las condiciones del
paciente, el tratamiento pudiera iniciarse
inmediatamente después de la cirugia y la toma
de las muestras para cultivos y posteriormente
ajustarse segun los reportes microbiolégicos,
requiriéndose al menos un cambio de esquema
de antibidticos (3,8,10,28,49,50). En este estudio
observamos que a la mayoria de los pacientes
(66,67 %) se les realizé dos o mas cambios de
esquemas de antibiéticos aumentando con ello
los costos hospitalarios y favoreciendo la
apariciéon de gérmenes multirresistentes. La
combinacion de antibidticos mas empleada fue
cefalotina con aminoglicésidos, seguida de
clindamicina méas quinolonas, lo que no se ha
modificado en los ultimos 17 afios (1,39,51).

Observamos un 40,22 % de recaidas (37
casos) y un alto numero de resoluciones
quirdrgicas radicales como amputaciones (68
casos, que corresponde al 20,67 %); quizas este
elevado numero de amputaciones pueda deberse
a que en el momento del diagndstico estaba
indicado, a un debridamiento quirudrgico
inapropiado, falladurante latomade las muestras
para cultivos y/o a una terapia antimicrobiana no
dirigida a los gérmenes implicados, por lo que no
se logra controlar la infeccién.

Pese a los avances obtenidos desde el punto
de vista de diagndéstico (4,52-54) y terapéutico
(13,44,55-57) la osteomielitis crénica continta
siendo una enfermedad con una alta morbilidad,
una lenta resolucion, con muchas dificultades en
el diagnéstico y tratamiento (32). Esto puede
deberse a un bajo indice de sospecha que con-
duce a un diagnoéstico tardio y por ende a retraso

en el inicio del tratamiento, que sumado a las
dificultades econdmicas del pais y de las
instituciones; generan mayor numero de
complicaciones, resoluciones radicales como
amputaciones y un pronéstico sombrio.

CONCLUSIONES

Con todos los avances técnicos, en cuanto a:
métodos diagnosticos, procedimientos quirdr-
gicos y el desarrollo de nuevos antibiéticos,
apreciamos que en el transcurso de los Ultimos 6
afios no se ha modificado sustancialmente, el
tratamiento de la osteomielitis crénica y continGa
siendo causa de un alto nimero de hospita-
lizaciones, estancias hospitalarias prolongadas,
elevado nimero de intervenciones quirdrgicas y
utilizacion inapropiada de los antimicrobianos,
ademas de un elevado porcentaje de recaidas y
amputaciones, que incide dramaticamente en la
calidad de vida del paciente y en los gastos
hospitalarios. En los ultimos 3 afios hubo una
mejor utilizacién de algunos recursos diagnosticos
(radiologia simpley cultivos 6seos); sin embargo,
estonoinfluyd en los resultados finales obtenidos,
lo que nos indica que no existe una evolucién
adecuada en el tratamiento de la osteomielitis
cronica, evidenciandose un elevado numero de
pacientes a los cuales no se les realiza limpieza
quirdrgica y no se les toma muestras 4seas para
cultivo durante el acto quirdrgico, con una
utilizacién importante de terapia antimicrobiana
empirica, lo que dificulta la realizacién de un
tratamiento 6ptimo; ademas se aprecia un
inadecuado seguimiento de los pacientes y una
falla en los reportes de los estudios y proce-
dimientos en las historias clinicas, que
imposibilitan la determinacién del tiempo total de
tratamiento y el estado del paciente al momento
del egreso o al culminar el tratamiento.

Queremos resaltar la necesidad de mejorar el
tratamiento de la osteomielitis cronica para
disminuir la alta morbilidad, el porcentaje de
recaidas, amputacionesy secuelas permanentes
que generanincapacidad laboral y que deterioran
la calidad de vida del paciente, ademas de reducir
el numero de ingresos, intervenciones quirlr-
gicas, el tiempo de hospitalizaciény la utilizacién
inapropiada de antimicrobianos; lo que se tra-
duce en disminucion de los costos de atencion
hospitalaria.
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Aislamiento de plasmidos conjugativos en cepas de
enterobacterias productoras de B-lactamasas de espectro
expandido

M Benitezt, M Dominguez?, L Torres?, G Vilchez?, R Pedroza’

RESUMEN

Las R-lactamasas de espectro expandido son
enzimas capaces de hidrolizar el enlace amida de los
oximino RB-lactamicos, (cefotaxime, ceflazidime y
aztreonam). Las mismas son codificadas en plasmidos
y por lo tanto pueden ser transferidas mediante
conjugacién a diversos géneros bacterianos.
Disemindndose ampliamente en el ambiente hospitalario.
En esta investigacion se persigue, en cepas de
enterobacterias aislar plasmidos que codifican para -
lactamasas de espectro expandido y que sean capaces
de transferirse mediante conjugacion. Se estudio una
poblacién de 51 enterobacterias productoras de -
lactamasas de espectro expandido aisladas de diferentes
centros hospitalarios del area Metropolitana de Caracas.
A las mismas se le determind el perfil de resistencia a
multiples antibiéticos mediante la metodologia de Kirby-
Bauer. Se detectaron las BLEE mediante dos ensayos
fenotipicos basados en el efecto sinergistico con el
acido clavulanico y se tipificaron molecularmente por
PCRIRFLP, seguidamente se transfirieron los plasmidos
conjugativos en ensayos de conjugacion en medio sélido
y se aislaron los plasmidos de cepas donantes y
transconjugautes, por el método de lisis alcalina. Los
resultados fenotipicos indican una mayor proporcién de
BLEE con actividad ceflazidimasa y en menor grado
actividad cefotaximasa. Latipificacion molecular indicé
que 60,8 % de las cepas portan genes tipo SHV y 15,6
% codifican B-lactamasas de espectro expandido de la
familia CTX-M. De 36 cepas conjugadas un 81 %
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transfirio material plasmidico. El analisis de los aisla-
mientos plasmidicos mostré la presencia en la totalidad
de las transconjugantes de una banda de 25 000 pby en
un 80 % se evidencié una banda plasmidica mayor
a 50 000 pb. Se pudo constatar la cotransferencia de
resistencia a otras familias de antibiéticos.

INTRODUCCION

En la actualidad los R-lactamicos, siguen
constituyendo una de las mejores opciones
terapéuticas, para contrarrestar procesos
infecciosos producidos por diversos géneros
bacterianos. Estos actuan inhibiendo la sintesis
de la pared celular, estructura tnica y fundamental
de las bacterias.

Los genes que codifican las RB-lactamasas
pueden residir en el cromosoma bacteriano o en
plasmidos. Estas ultimas de mayor relevancia
porque pueden ser transferidas a diversos géneros
bacterianos.

Las R-lactamasas méas comunes, entre los
bacilos gramnegativos son las tipos TEM-I, TEM-2
y SHV-I, llamadas R-lactamasas de espectro
ampliado (BLEA), debido a que presentan un perfil
de hidrdlisis reducido a algunas penicilinas
(ampicilina, amoxicilina, carbemcilina, ticarcilina)
y a algunas cefalosporinas de primera y segunda
generacion.

En los ultimos afios se ha generado un incre-
mento en el uso clinico de los oximino 3-lactamicos,
particularmente cefotaxime y ceftazidime. Ninguna
de estas cefalosporinas de tercera generacion era
hidrolizada por las BLEA (TEM-1, TEM-2 0 SHV-i).
A mediados de los afios 80 surgieron cepas
mutantes, que presentaban un espectro incre-
mentado de actividad hidrolitica, especialmente
contra las cefalosporinas de espectro expandido y
al aztreonain, se denominaron R-lactamasas de
espectro expandido (BLEE).
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Lamayoriade las BLEE que estan diseminadas
a nivel mundial son derivadas de las BLEA tipo
TEMy SHV, con una o mas sustituciones de
amino acidos alrededor de su sitio activo, lo que
explica la extension de su perfil de hidrélisis
(Medeiros, 1997). Ademéas de estas BLEE,
existen otras que presentan una escasa relacion
estructural y no son derivadas de TEM y SHV.

La movilizaciéon y estabilizacién de genes de
resistencia a antibiéticos ha sido conducida por
los mecanismos de transferencia horizontal de la
informacion genética. Principalmente a través
de la conjugacion (‘Davies, 1996; Amabile-
Cuevas, 1995; Arnabile-Cuevasy Chicurel, 1992).
Un proceso mediante el cual una célula (donante)
le transfiere ADN auna segunda célula (receptora)
con la cual a entrado en contacto. Este
mecanismo esta mediado por plasmidos
conjugativos, que contienen toda la informacién
genética necesaria para promover su propia
transferencia (Amébile-Cuevas, 1995).

Plasmidos transmisibles y/o trausposones
permiten el intercambio de gran cantidad de
informacién genética entre especies poco
relacionadas e inclusive entre diferentes reinos,
lo que aumenta la posibilidad que estos
determinantes de resistencia sean transferidos a
importante géneros patdégenos. Representando
el medio mas comun para adquirir determinantes
de resistencia a agentes antimicrobianos.

Los plasmidos, son moléculas de ADN de
doble cadena, extracromosémicos y general-
mente circulares. Los genes plasmidicos
confieren ventajas selectivas bajo ciertas
condiciones. Los productos de los genes
codificados por plasmidos incluyen enzimas para
la utilizacion inusual de fuentes de carbono como
eltolueno, resistencia a sustancias como metales
pesados, resistencia a muliples antibiéticos y
sintesis de toxinas y proteinas que permiten la
infeccién exitosa de multiples organismos.
En esta investigacion se pretendié evidenciar la
presencia de BLEE en enterobacterias aisladas
de diversas fuentes biolégicas y provenientes de
diferentes centros hospitalarios, asociadas a
plasmidos que tienen la capacidad de transferirse
invitro. De esta manera pudimos demostrar, que
diferentes genes que codifican para BLEE, se
pueden diseminar con una alta frecuencia entre
diferentes especies bacterianas, en los diferentes
servicios de hospitalizaciéon que conforman el
ambiente hospitalario de algunos Centros del
Area Metropolitana de Caracas.

METODOLOGIA

Muestra

La poblacion estudiada esta conformada por
51 cepas de Enterobacterias, aisladas de diversos
tipos de muestras, en los servicios de
hospitalizacién (UCI, UCIN, Cirugia. Medicinay
Traumatologia) de los siguientes centros
hospitalarios del area metropolitana: Hospital
“José Gregorio Hernandez” (23). Policlinica
Metropolitana (6), Maternidad “Concepcion
Palacios” (5). Hospital Militar “Dr. Carlos Arvelo”
(2), Instituto Clinico “La Floresta” (2), Hospital de
Clinicas Caracas (12), Hospital de Nifios “J. M.
de Los Rios” (1).

Ensayos de susceptibilidad antimicrobiana

Para evaluar el patrén fenotipico de
susceptibilidad de las enterobacterias en estudio
y sus respectivas transconjugantes, se llevo a
cabo lametodologia de Kirby-Bauer recomendada
por la NCCLS 2004 determinando el perfil de
resistencia a los siguientes antibidticos:
amikacina (Ak), gentamicina (Ge), ciprofloxacina
(Cip), trimetropin/sulfametoxazol (Sxt), pipera-
cilinaltazobactarn(Tzp),amoxicilma/clavulanico
(Amc). Cefoxitm (Fox), aztreonam (Atrn).
Ceflazidime (Caz), cefotaxime (ClIx). Cefepime
(Fep), meropenem (Mem), imipenem (Imp).

Los controles de calidad utilizados fueron:
Escherichia coli ATCC 25922. Escherichia coli
ATCC 35218 y Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853.

Deteccién fenotipica de B-lactamasas de

espectro expandido (BLEE)

La deteccion fenotipica de BLEE en las cepas
de enterobacterias provenientes de los diversos
centros hospitalarios y sus correspondientes
transconjugantes, se realiz6 por 2 métodos.
Ambos basados en el efecto sinergistico entre
cefalosporinas de espectro expandido y el acido
clavularnco.

1. Método de doble difusién en disco (Jarlier,
1989): utilizando cefalosporinas de espectro
expandido (ceflazidime, cefotaxime,
aztreonam, cefepime, cefodozime)
alrededor de un disco de amoxicilina
clavulanico.

2. Método de deteccién de BLEE recomendado
porlaNCCLS 2004. Utilizando cefatosporinas
de tercera generacion (ceftazidime,
cefotaxime) y la misma cefalosporina
combinada con acido clavulénico.
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Deteccion molecular de BLEE mediante
ensayos de 1Ry R-RFLP

Para realizar el PCR para deteccion de BLEE se
trabajo segun el esquema de Chanawong y col.
(2000), utilizando células bacterianas completas.
Los iniciadores utilizados para la deteccién de
BLEE son mostrados en la Tabla 1.

El protocolo utilizado para lareaccion de PCR
fue el siguiente: 4 mm a 95 Oc., 30 ciclosde 1 mm
a 94° C (desnaturalizaciéon), 1V2 min. A 55° C
(alineamiento), 1 mm a 72° C (polimerizacion), y
una extension final de 10 mm a 75° C. Los
reactivos utilizados y los volimenes estan
enumerados en la Tabla 2.

Los productos de amplificacion fueron
visualizados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1,2 %. Se utilizé el marcador de PM
ladder 100 pb. El control positivo para BLEE tipo
SHV: K. pneumoniae M4 740. Para BLEE tipo
TEM: E. coli M-3195. Para BLEE tipo CTX-M: K
pneumoniae M1803. EIl control negativo: E. coli
ATCC 25922. Todas las cepas controles positivos
fueron donadas por el Dr. Marcelo Galas del
Instituto de Enfermedades Infecciosas-ANLIS.
Buenos Aires-Argentina.

La caracterizacion de BLEE se llevo a cabo
mediante lacombinacion de 2 técnicas de biologia
molecular (reaccién en cadena de la polimerasa
y analisis de polimorfismo mediante el uso de
enzimas de restriccion).

Unavez obtenido el producto de amplificacion
de un gen codificante para R-lactamasas. Se
procedié a utilizar enzimas que cortan el ADN en
sitios especificos. Este procedimiento permitié
obtener diversos fragmentos de ADN amplificado
con longitudes especificas, los cuales fueron
separados y comparados con patrones
establecidos, lograndose determinar que el
producto de amplificacion correspondia a una
BLEE derivada de SHV y/o TEM.

Tabla 2

Reactivos y volimenes utilizados en la reacciéon de PCR

Reactivos Volimenes
Buffer PCR 10X 2,5 pL
MgCl2 25 mM 2 uL
dNTPs 10 mM* 1uL
Iniciador 1 100 mM 1pL
Iniciador 2 100 mM 1pL
Mezcla de H,Offaq Polimerasa** 16,5 pL
Suspensioén celular 1pL
Volumen final 25 uL

* Soluciéon 10 mM para adenina, timina, citosina y guanina.
** Mezcla: 0,2 pi de Taq Polimerasa y 16,3 il de agua.

Transferencia plasmidica de genes que
codifican para BLEE

La transferencia de plasmidos que codifican
para BLEE se llevo a cabo mediante ensayos de
conjugacion bacteriana en medio sélido, Las
cepas donantes corresponden aun nimero de 36
cepas de enterobacterias que poseian los
marcadores fenotipicos adecuados para dicho
ensayo, es decir, presentaban sensibilidad a
rifampicinay/o acido salidixico. La cepareceptora
de pldsmidos conjugativos fue la Escherichia coli
K-12 NCTC50 170, RC-71 1 rif (donada por el
CVCM). Laseleccién de cepas transconjugantes
fue realizada en placas de medio agar Luria-
Bertam (agar LB) suplementadas con rifampicina
(40) pg/mL) y ampicilina (30 pg/mL) y una segunda
placa de agar LB suplementadas con rifampicina
(40 pg/mL) y ceflazidime o cefotaxime (10 pg/
mL).

Aislamiento plasmidico

Para el aislamiento de plasmidos se utilizé el
método de lisis alcalina, empleando polie-
tilenglicoly cloruro de litio (Bimboiny Doly, 1979).
En el caso de cepas transconjugantes se utilizé

Tabla 1

Secuencia de iniciadores para tipificacion de BLEE.

Iniciador No. Nombre Secuencia (5’- 3’)
1 SHV TCAGCGAAAAACTG (Yuk-Fong y col., 1998)
2 SHV TCCCGCAGATAAATCACCA (Yuk-Fong y col.,1998)
3 TEM:Mab F GGGGAGCTCATAAAATICTGAAGAC (Mabilat y col., 1990)
4 TEM:Mab R GGGGGATCCTFACCAATGQTAATCA (Mabilat y col., 1990)
5 CTX-M-2F ATGATGACTCAGAGCATCG (Bauemfeind y col., 1996)
6 CTX-M-2R TATTGCATCAGAAACCGTG (Bauernfeind y col., 1996)
7 CTX-M-10F GCAGCACCAGTAAAGTGATGG (Oliver y col., 1991)
8 CTX-M-10R GCAATATCGTI'GGTGGTACC (Oliver y col., 1991)
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la técnica a mediana escala empleando cultivo
celularde 50 mL. Paralos aislamientos de cepas
donantes se utilizé la técnica a pequefia escala
(MINWREPS) empleando un cultivo celular de 5
mL. Ambos cultivos con 24 horas de crecimiento
en agitacion a 37° C.

El aislamiento plasmidico fue visualizado
mediante electroforesis en gel de agarosa al
0,6 %. Se utilizé el marcador de peso molecular
del bacteri6fago Lambda Hind IlI.

RESULTADOS

Ensayos de susceptibilidad antimicrobiana

Laidentificaciony susceptibilidad de las cepas
utilizadas fueron confirmadas en la Céatedra de
Microbiologia Escuela de Bioanalisis UCV. Los
resultados obtenidos, considerando todas las
Instituciones Hospitalarias, son mostrados en la
Figura 1.

L34 ] ---q
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AK: amikacina; Ge: gentamicina; Cip: ciprofloxacina; SXT:
trimetropin/sulfametoxazol; TZP: piperacilina/tazobactam;
AMC: amoxicilina/clavulanico; FOX: cefoxitin, ATM:
aztreonam; CAZ: ceftazidime; CTX: cefotaxime; Fep:
cefepime; Mem: meropenem; Imp: imipenem.

Figura 1. Patrén de susceptibilidad a 13 antimicrobianos en
cepas de enterobacterias.

Estos datos muestran que el 100 % de las
cepas en estudio son sensibles a carba-
penémicos, tanto imipenem como meropenem,
mientras que un alto porcentaje (casi el 80 %)
son resistentes a monobactadmicos (aztreonam)
y a ceflazidime demostrando ser altamente
eficaces en la hidrolisis de ambas drogas. Un
porcentaje menor demostr6 ser resistentes a
cefotaxime (menos del 25 %), sin embargo, es
importante destacar que un 54 % de las cepas
presenta susceptibilidad intermedia a esta droga.

Para el caso de cefepime los niveles de resistencia
y de susceptibilidad intermedia son bajos, 9,6 %
y 7,6 % respectivamente. Sin embargo, segun lo
establecido por la NCCLS, la deteccion de BLEE
implica un reporte de resistencia a todas las
cefalosporinas aunque arrojen valores de
sensibilidad in vitro.

La resistencia aminoglicésidos fue variable
obteniéndose un 34 % para amikacinay un 58 %
para gentamicina. En el caso del trimetroprim/
sulfametoxazol se encontr6 un 51,9 % de
resistencia y para la ciprofoloxacina un valor
medio de 36,5 % de resistencia.

Deteccién fenotipicay molecular de BLEE

De las 51 cepas incluidas en este estudio el
100 % de las mismas presentan efecto sinergistico
(efecto huevo) entre alguna de las cefalosporinas
detectoras y amoxicilina/clavulanico (Figura 2)
detecciéon realizada por el método de doble
difusion en disco. Mediante la realizacién del
método recomendado por la NCCLS para
deteccion de BLEE, empleando la combinacion
cefiazidime/clavulanico 49 cepas fueron
productoras de BLEE, mientras que usando la
combinacion cefotaxime/clavulanico se observo
efecto sinergistico en 50 cepas (96,15 %) (Tabla
3).

Figura 2. Efecto sinergistico (efecto huevo) entre
cefalosporinas detectoras y la amoxicilina/clavulanico.

Mediante el analisis de los halos de inhibicion
y CIM para las cefalosporinas de espectro
expandido (ceftazidime, cefotaxime, cefepime y
aztreonam), en las diferentes enterobacterias en
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Tabla 3

Caracterizacion de BLEE en cepas de enterobacterias aisladas de diferentes centros hospitalarios del area metropolitana

ACTIVIDAD FENOTIPICA

TIPIFICACION MOLECULAR

Cepas Ceftazjdjmasa Cefotaximasa Ambas  Sin Act SHV C TX-M SHV- CTX-M SHV-TEM Total
Klebsiellapneumoniae 16(64) 4(16) 4(16) 1(4) 19(76) 2(8) 3 (12) 1(8) 25
Escherichia coli 7(43,8) 5 (31,3) 2(12,5) 2(12,5) 10(62,5) 3(18,8) 1(6,3) 2(12,5) 16
Enterobacter spp. 1(100) - - - 1(100) - - - 1
Enterobacter cloacae 1(33,3) - 1(33,3) 1(33,3) 3 (100) - - - 3
Proteus mirabilis - 2 (100) - - - 2 (100) - - 2
Citrobacter diversas - 1(100) - - - 1(100) - - 1
Citrobacter freundii 1(100) - - - - - - 1(100) 1
Salmonella spp. 1(100) - - - 1(100) - - - 1
Serratia marscensces 1 (100) - - - 1 (100) - - - 1
Total 28(54,9) 12(23,5) 7(13,7) 4(7,8) 35(68,6) 8(15,7) 4(7,8) 4(7,8) 51

estudio (Tabla 3) se evidencio, que el 54,9 % de
las cepas productoras de BLEE muestra una
mayor actividad de tipo ceftazidimasa, lo cual
generalmente se corresponde con BLEE tipo SHV
y/lo TEM. Mientras que s6lo un 23,5 % de las
cepas estudiadas mostr6 una fuerte actividad
contra las cefalosporinas cefotaxime y cefepime,
comportamiento caracteristico de BLEE tipo CTX-
M. Igualmente hay que sefalar que 7 (13,7%)
cepas poseen un patrén fenotipico caracteristico
de ambos tipos de BLEE, es decir, actividad
marcada frente a ceftazidime, cefotaxime y
cefepime.

Los ensayos de tipificacion molecular mediante
PCRJRFLP revelaron que el mayor porcentaje de
BLEE circulantes en estas cepas corresponde a
lafamilia SHV conun 60,78 % (Figura 3). Mientras
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Figura 3. Corrida electroforética en gel agarosa al 1,2 % de
PCR empleando el iniciador especifico para el gen SHV.
Carriles: 1) Marcador de PM DNA Ladder 1 kb. 2) HUC-
0104C. 3) HUC-0104P. 4) HUC-0106C. 5) HUC-0106P. 6)
HUC-0113C. 7) HUC-0113P. 8) HUC-0116C. 9) HUC-
0116P. 10) HUC-0124C. 11) HUC-0124P. 12) HUC-0137C.
13) HUC-137P. 14) HUC-0148C. 15) HUC-0148P. 16) HUC-
0150C. 17) HUC-0150P. 18) Marcador de PM Benchtop Hae
Il

500 pb
-

400 pb

que un 15,68 % de las cepas amplificaron con los
iniciadores especificos para genes de la familia
CTX-M (Figura 4). Asimismo se encontré que 4
(7,8 %) cepas presentan genes que codifican
para las BLEE tipo SHV y CTX-M conco-
mitantemente. Por otra parte, hubo resultados
de amplificacion positiva para genes de la familia
TEM, pero siempre en asociacion con genes de
la familia SHV.

1 2 3 4548 78 @ 101112 13 1414
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Figura 4. Corrida electroforética en gel de agarosa al 1,2 %
empleando el iniciador especifico para la familia de BLEE
tipo CTX-M-2. Carriles: 1) Marcador de PM DNA Ladder 100
pb. 2) Control + de ADN bacteriano; K. pneumoniae ATCC-
700603. 3) Control + de PCR-CTX-M-2; K. Pneumoniae M-
1803 (CTX-M-2). 4) Control de PCR-CTX-M-2: E. Coli ATCC
35218. 5) HCC-2161. 6) HCC-4365. 7) HCC-6139. 8) HCC-
7155. 9) HCC-16822. 10) MCP-0312. 11) Control de
contaminacion corrida sin ADN.
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Ensayos detransferenciaplasmidicade genes
que codifican para BLEE

De las 51 cepas de enterobacterias en estudio
pudieron ser conjugados sélo 36 de las mismas
(69 %), debido a que estas poseian los marca-
dores fenotipicos adecuados para la ejecucién
del ensayo. De estas 36 enterobacterias se
obtuvieron 29 cepas transconjugantes, es decir,
81 % de las cepas transfirieron material
plasmidico a la cepa receptora (E. coli K-12).

Para evidenciarlos marcadores de resistencia
adquiridos por las cepas transconjugantes, se
realizaron pruebas de susceptibilidad antimi-
crobiana por el método de Kirby-Bauer,
recomendado por la NCCLS 2004. En la Figura
5 se muestran los resultados de susceptibilidad y
la comparacién entre estos y las cepas donantes.

En la Figura 5, se puede evidenciar que para
el ceftazidime que posee un alto porcentaje
(65,5 %) de resistencia en cepas donantes, los
niveles de resistencia en las cepas trans-
conjugantes disminuyen levemente obteniéndose
un 48,3 % de resistencia. En el caso de
cefotaxime, los niveles de resistencia permanecen
iguales con un 27,7 %. Sin embargo, los niveles
de susceptibilidad intermedia presentan una
disminucion de mas del 20 %. Para el mono-
bactdmico aztreonam existe una disminucién
desde un valor de 82,8 % de resistencia en las
donantes a 41,4 % en las transconjugantes, pero
los niveles de susceptibilidad intermedia son
mayores (27,7 %) en las cepas transconjugantes.
Con respecto, a la cefalosporina de cuarta
generacién cefepime, se observa un bajo
porcentaje de resistencia en cepas donantes y
transconjugantes con valores de 13,7 %y 7 %
respectivamente.

Si bien es cierto que se observa, disminucién
de los valores de resistencia en las cepas trans-
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Figura 5. Susceptibilidad antimicrobiana en cepas donantes
y transcojugantes para antibiéticos B-lactamicos.

cojugantes para las diferentes cefalosporinas de
espectro expandido y para el aztreonam, hay que
resaltar que enlas 29 transconjugantes obtenidas
mediante ensayos de conjugacion, se evidencia
la produccion de BLEE mediante la observacion
del efecto sinergistico con por lo menos una de
las cefalosporinas de espectro expandido
utilizadas. Lo que nosindica que la transferencia
plasmidica de genes que codifican para BLEE
fue elevada en este estudio. Es decir, las
variaciones existentes, son debidas a cambios
en los niveles de resistencia (dM), pero se
evidencia claramente la presencia de los genes
codificantes para BLEE al observar el sinergismo
frente al acido clavulanico. Igualmente al realizar
los ensayos de tipificacion molecular, se
identificaron la presencia de los mismos genes
que codifican para BLEE en las cepas donantes
en cada una de las cepas transconjugantes
obtenidas. Corroborandose claramente el alto
porcentaje de transmisibilidad de plasmidos
conjugativos productores de BLEE en este
estudio.

Un comportamiento bien interesante, fue el
observado con el cefoxitin. En este caso
observamos un 17,2% de resistenciay 10,3% de
susceptibilidad intermedia en cepas de K.
pneumoniae y E. coli, valores que no son
esperados para estos géneros ya que no son
microorganismos productores de enzimas tipo
AmpC. Alrealizar los ensayos de conjugacién se
observo laadquisicidon de resistencia a estadroga
en las cepas transconjugantes, en un 7 %.
Revelando la presencia de plasmidos conju-
gativos que portan genes para -lactamasas que
hidrolizan a las cefamicinas (cefoxitin), como es
el caso de las tipo AmpC en el ambiente
hospitalario, dificultando cada vez mas la
deteccion de estos mecanismos de resistencia, a
la vez que se limitan las opciones terapéuticas.

En la Figura 6, podemos observar que el alto
porcentaje de resistencia y susceptibilidad
intermedia observado en cepas donantes, para
los aminoglic6sidos gentamicina y amikacina,
disminuye considerablemente en cepas
transconjugantes, de un 38 % a 7 % para la
amikacina y de 55,2 % a 0 % para gentamicina.
La resistencia a trimetroprim/sulfametoxazol
disminuye igualmente en las cepas transco-
jugantes, de un 59 % a 17 %, manteniéndose
igual los niveles de susceptibilidad intermedia.
En estos casos, se puede observar que hay una
baja transmisibilidad del plasmido que confiere
resistencia para dichas drogas, bajo las
condiciones de conjugacion ensayadas en este
estudio.

Bol Venez Infectol Vol. 16 - N° 2, julio-diciembre 2005



AISLAMIENTO DE PLASMIDOS CONJUGATIVOS

AR eiEA B

W Wis D50

Figura 6. Susceptibilidad antimicrobiana en cepas donantes
y transconjugantes a siete antibioticos.

En el caso de las quinolonas, se visualiza que
a pesar de existir un 34 % de resistencia a la
ciprofloxacina en cepas donantes, la misma no
es transferida a las cepas transconjugantes.
Comportamiento esperado, debido al hecho de
gue la alteracion de los genes que generan dicha
resistencia son de origen cromosomico.

Para la combinacién piperacilina/tazobactam,
se mantienen en un mismo porcentaje (10,3 %)
los niveles de resistencia. Mientras que los
carbapenemicos mantienen un 100 % de sen-
sibilidad en cepas donantes y transconjugantes.
Aislamientos plasmidicos. EI 100 % de los
aislamientos de plasmidos obtenidos en cepas
transconjugantes, presentan una banda con un
peso molecular en el rango de 25 000 pb (Figura
2: recuadro amarillo). Igualmente se observa
gue en mas del 80 % de las cepas existe una
banda de mayor peso molecular, la cual puede
encontrarse por encima de los 50 000 pb (Figura
6: recuadro verde). Por otra parte se evidencia
gue un 44,8 % de las cepas poseen dos bandas
con un peso molecular mas bajo, de aproxi-
madamente 3.500 pby 2 500 pb respectivamente
(Figura 7: recuadro azul).

En los aislamientos plasmidicos de las cepas
donantes se observa una banda con un peso
molecular de aproximadamente 25 000 pb, simi-
lar a la observada en las cepas transconjugantes
(Figura 3: recuadro amarillo). Por otra parte,
menos del 5 % de las cepas donantes posee una
banda por debajo de los 2.000 pb (Figura 8 y 9:
recuadros rojos), que no se observan en las
cepas transconjugantes. En elresto de las cepas
el patron de aislamiento plasmidico es similar
tanto en cepas donantes como en sus respectivas
transconjugantes (Figuras 8 y 9).
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Figura 7. Aislamiento plasmidico en gel de agarosa al 0,6 %
de cepas transconjugantes. Carriles: 1) Marcador de PM
Lambda Hind Ill. 2) TrJGH-0301. 3) TrPM-0342. 4) TrMCP-
0301. 5) TrMCP-0302. 6) TrJGH-0326. 7) TrMCP-0310.
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Figura 8. Aislamiento plasmidico en gel de agarosa al 0,6 %
de cepas de donantes de enterobacterias y transconjugantes.
Carriles: 1) Marcador de PM Lambda Hind Ill. 2) JGH-0325.
3) TrGH-0325. 4) JGH-0347. 5) TrGH-0347. 6) JGH-0348.
7) TrGH-0348. 8) JGH-0359. 9) TrJGH-0359. 10) JGH-
0364. 11) TrGH-03634. 12) JGH-0301. 13) TrJGH-0301.
14) PM-0342. 15) TrPM-0342. 16) MCP-0301. 17) TrMCP-
0301. 18) MCP-0302. 19) TrMCP-0302.
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Figura 9. Aislamiento plasmidico en gel de agarosa al 0,6 %
de cepas de donantes de enterobacterias y transconjugantes.
Carriles: 1) Marcador de PM Lambda Hind IIl. 2) CC-4424.
3) TrCC-4424. 4) CC-15776. 5) TrCC-15776. 6) CC-2267.
7) TrCC-2267. 8) CC-16695. 9)TrCC-16695. 10) CC-6455.
11) TrCC-6355. 12) CC-16822. 13) TrCC-16822. 14) Nov-
0302. 15) TrNov-0302. 16) Nov-0304. 17) TrNov-0304. 18)
Nov-0307. 19) TrNov-0307.

DISCUSION

Los datos de susceptibilidad muestran que
todas las cepas son susceptibles a carba-
penémicos, lo que se considera importante debido
a que existen estudios que consideran que estas
drogas constituyen una alternativa terapéutica
eficaz para el tratamiento de cepas multirre-
sistentes productoras de BLEE (Wong, 2001).

Los patrones de resistencia para las diversas
cefalosporinas de espectro extendido son
similares en todas las cepas en estudio, para el
caso de ceftazidime y aztreonam se observan
altos niveles de resistencia (mas del 80 %) y para
cefotaxime se observan valores bajos (menos
del 25 %) de resistencia, lo que demuestra un
perfil hidrolitico mayor para sustratos tipo
ceflazidime y aztreonam y con menor afinidad
para cefotaxime y cefepime, lo que hace pensar
en la existencia en mayor proporcién de BLEE
tipo SHV y/o TEM (Sirot, 1995). Sin embargo,
también existe un grupo de cepas (31,3 %) en la
cual se ve un alto porcentaje de resistencia para

cefotaxime y menores niveles para ceftazidime,
por lo cual fenotipicamente se tratan de cepas
con actividad cefotaximasa, pudiéndose tratar
de cepas productoras de BLEE tipo CTX-M.

Existe correlacién entre los resultados
fenotipicos obtenidos y los resultados de PCR.
Se obtuvo que un 68,6 % de las cepas dieron
resultados positivos al utilizar iniciadores
especificos para el gen SHV. Existen diversos
tipos de BLEE derivados de BLEE, sin embargo,
en este estudio sélo se puede decir que las cepas
son productoras de BLEE que presentan una
mutacion G® A en la posicion 238 del gen. Como
es el caso de las enzimas SHV-2, SHV-5, SHV-9,
SHV-11, SHV-15 y SHV-34. Por otra parte, los
resultados de PCR utilizando iniciadores
especificos para CTX-M arrojan, que el 15,7 %
de las cepas analizadas son productoras de BLEE
relacionadas con esta familia, coincidiendo de
igual manera con los resultados fenotipicos, todos
los aislados positivos para esta familia presentan
niveles de resistencia altos para cefotaxime con
niveles de resistencia o susceptibilidad intermedia
para cefepime, comportamiento caracteristico de
las enzimas pertenecientes a la familia CTX-M-2
(Liang y col., 2003, Melano y col., 2003 y Petroni
y col., 2002).

Llama la atencién, que en esta investigacion
se conjugaron y aislaron plasmidos, de diversos
géneros bacterianos, aislados de diferentes
fuentes biolégicas y provenientes de distintas
instituciones hospitalarias y sin embargo, se
observé en la totalidad de las cepas un patrén de
bandas plasmidicas muy similar. Lo cual indica,
que desde el punto de vista epidemioldgico, en
nuestro centros hospitalarios circulan y se
transfieren plasmidos con caracteristicas
similares. Situacion que es comunmente
esperada entre aislamientos de una misma
institucién y/o servicios. Por su parte, el hecho
de que todas las cepas incluidas en este estudio
sean productoras de BLEE y se observe un patrén
de plasmidos comun (en el rango de 25 000 phb)
nos habla de la muy probable presencia del gen
que codifica para BLEE circulando mediante este
plasmido. Otro hecho importante es la facil
transmisibilidad de este plasmido mediante
ensayos de conjugacion a la cepa receptora lo
que demuestra una vez mas la importante
diseminacion de estas enzimas de una especie a
otra e incluso de un género a otro. Desde el
punto de vista clinico, estos hallazgos deben
Ilamar la atencion a las diversas comisiones de
enfermedades infecciosas, porque se observa
claramente la alta frecuencia de transmisiéon de
plasmidos que codifican para maltiples
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determinantes de resistencia, en el ambiente
hospitalario, lo que generalmente se traduce en
un alto indice de fracasos terapéuticos y la
restriccion de un gran numero de opciones
antimicrobianas.

La presencia de un porcentaje de cepas que
presentan dos bandas de bajo peso molecular
gue no fueron transmitidas a la cepa receptora
durante la conjugacién puede indicar que estos
plasmidos son no conjugativos o no son
transferibles bajo las condiciones de los ensayos
de transferencia plasmidica utilizados en esta
investigacion.
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TRABAJO ORIGINAL

Comportamiento epidemioldgico de la coinfeccidn virus
de hepatitis B y virus de hepatitis C con el virus
de inmunodeficiencia humana

Delsa Delgado Ch, Patricia Mantilla, Gabby Hernandez V, Velmar Quintero P

RESUMEN

Introduccion: Los riesgos epidemioldgicos
compartidos por el VIII, y los virus de hepatitis B (VHB)
y C (VHC), explican el aumento de prevalencia de VIH-
VHB-VHC. Objetivo: Evaluar comportamiento clinico y
epidemioldgico de la co-infeccién VIH-VHB-VHC. Disefio
del estudio: Retrospectivo, descriptivo, correlacional.

Material y métodos: Se registraron datos de
marcadores de VHB y VHC, funcién hepéatica,
antecedentes epidemiolégicos y sintomas. Resultados:
Universo 816 casos, 268 excluidos, muestra definitiva
548 casos, 91,39 % sexo masculino, 8,61 % femenino.
Grupo mas afectado: 36-50 afios. 27,37 % resultd
positivo para hepatitis B, 3,83 % para hepatitis C, y
15,14 % para Anticore 0,72 % reportaron coinfeccion
VIH-VHB-VHC Tasa de Incidencia en 2 afos: 0,17 y
0,02 para VIH-VHB y VII1-VCH respectivamente.
Pacientes positivos para VFIB: 72 % evolucioné hacia la
resolucion y 18 % hacia la cronicidad. Pacientes
positivos para VIIC: 9,52 % hizo inmunidad y 90,48 %
infeccion cronica, 19 % con genotipo la 'y 9,52 % con
genotipo Ib. De los cuales 50 % tiene cargas virales
detectables. Antecedentes epidemioldgicos: consumo
de drogas fue determinante para VHC (P= 0,0042) y
ETS para VHS (P=0,032). Comportamiento clinico: Las
transaminasas y los sintomas clinicos no mostraron
diferencia significativa entre VHB y VHC. Conclusiones:
La prevalenciade VIII-VI-IB es mas alta que lareportada
por la literatura, pero la de VHC es menor.

El comportamiento clinico y los antecedentes
epidemioldgicos de VIH-VHB y VIH-VHC son similares a
los documentados en otras localidades. Los pacientes
con Anticore + deben evaluarse para reactivacion o
falta de inmunidad de la infeccion. EI genotipo 1 es
frecuente en VIH-VHC. EI 70 % de los pacientes
requieren vacunacion para prevenir VHS.

INTRODUCCION

El uso de la terapia antiretroviral altamente
efectiva en los pacientes infectados por el virus de

la inmunodeficiencia humana (VIH), disminuyd la
mortalidad considerablemente a partir del afio 1996.
Desde entonces, ha aumentado el interés sobre el
estudio de enfermedades coexistentes que
incrementen el rango de la morbi - mortalidad.
Dentro del grupo de co-infecciones con el VIII han
cobrado interés la hepatitis B (FIB) y hepatitis C
(HC) (2).

El conocimiento de los riesgos epidemiolégicos
compartidos por el VIH, virus de hepatitis B (VFIB)
y virus de hepatitis C (VHC), como contacto sexual
tanto homosexual como heterosexual, antecedente
de transfusiones sanguineas y el uso de drogas
endovenosas permiten comprender por que la
incidencia del VHB y VHC aumentan en pacientes
VIII positivos. Segun el Centro para Prevenciény
Control de Enfermedades de Atlanta EE.UU, (CDC)
(2) la prevalencia de anticuerpos anti virus hepati-
tis C es mas alta en pacientes VIl seropositivos
gue en personas VIl seronegativas, con un rango
que varia entre el 4 % y 94 % dependiendo del
antecedente del uso de drogas endovenosas. El
25 % de los pacientes infectados con VIl tienen
marcadores positivos para infeccion pasada de VI-
IB (anticuerpo contra antigeno de superficie o
anticuerpo contra el Core) y 10 % al 15 % son
portadores cronicos (antigeno de superficie
positivo) (3).

OBJETIVO

El proposito de ésta investigacion fue evaluar el
comportamiento clinico y epidemiolégico de la co-
infeccion VIII con el VI-IB, VHC o ambos en los
pacientes de la Consulta de Imnunologia del
Instituto de Oncologia y Hematologia de la
Universidad central de Venezuela (UCV).

MATERIALES Y METODOS

Disefio y analisis estadistico: se trata de un
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estudio retrospectivo, descriptivoy correlacional.
La relacion entre variables cuantitativas fue
descritaatravés de la correlacion de coeficientes.
Elanélisis de correlacién lineal simple (correlacién
de Spearman) se aplic6 para variables no
paramétricas de distribucién predictiva no nor-
mal. Para la determinacién de proporciones
entre dos grupos con datos no apareados se
utilizo el testde McNemary la probabilidad exacta
de Fisher. La significancia estadistica fue
considerada para valores P < 0,05.

METODOS: Se registraron los datos en un
formato de recoleccion de datos diseflado para el
estudio. Serevisaron 816 historias de pacientes
con diagndstico de infeccién por VIII que
acudieron a la consulta de inmunologia del
Instituto de Oncologia y Hematologia de la UCV
durante los afios 1998 a 2004, de las cuales
fueron excluidas 268 historias porque no tenian
pruebas realizadas de marcadores para HB y
HC.

Se registraron los datos de marcadores de
VHB: antigeno de superficie de VHB (Ags HB),
Anticore (Mc 1-1B) y anticuerpo contra antigeno
de superficie de VHB (AcAgs HB); marcadores
de VHC: anticuerpo contra VHC (Ac VHC); asi
como también pruebas de funcidén hepéatica:
Aspartato Transferesa (AST) y Alanina
Transferasa (ALT Fosfatasa Alcalina (FA),
Gamma glutarnil transferasa (GGT), Albumina
(Alb) y Globulinas (Glob); ademas se registraron
los antecedentes epidemioldégicos relevantes
como la conducta sexual (heterosexual, homo-
sexual, bisexual, promiscuidad), historia de
enfermedades de transmisién sexual (ETS),
transfusiones previas, habitos alcohdélicos, uso
de drogas endovenosas y la sintomatologia
clinica.

RESULTADOS

El namero final de historias incluidas en el
estudio correspondié a 548 casos que tenian
pruebas serolégicas realizadas para VFIBy VHC,
el 91,39 % (223 casos) correspondientes al sexo
masculino y 8,61 % (21 pacientes) del sexo
femenino. EI 55,47 % (304 casos) fue negativo
para los 2 virus. Solo el 10 % de pacientes
negativos para VHB referia vacunacién en
esquema completo (3 dosis) contra la LIB. El
40,69 % (223 personas) resulté positivo para
algin marcador para VHB, 2 % (11 individuos)
positivo para VHC y el 1,82 % (10) mostraron
positividad tanto para VHC como para algin
marcador para VHB.

Pacientes positivos para aun marcador para
VHB: La hepatitis B (tanto activa como pasada)
tuvo una prevalenciade 27,37 % (150 pacientes),
de los cuales el 50,40 % (123 casos, 3 de ellos co
-infectados con VHC) desarrollaron unarespuesta
inmunolégica completa (Ac cHE positivo y Ac
AgsHB positivo) y 11,06 % (27 personas) tenian
hepatitis B cronica (1 de ellos co - infectados con
VHC). La prevalencia para Anticore como Unico
marcador para 1-1B fue de 15,48 % en pacientes
coninfeccion por VIII (83 individuos) y fue mayor,
28,57 % en pacientes co - infectados con VIII -
VHC (6121 casos). El 36,24 % de individuos con
algln marcador positivo para VHB mostro
positividad para Anticore aislado. El 4,09 % (10)
de los pacientes en este grupo, expres6 ademas
serologia positiva para VHC: 6 con Anticore
aislado, 3 desarrollaron inmunidad natural (Ac
dHB positivo y Ac AgsHB positivo) y uno con
hepatitis crénica. Al comparar estos datos con
los datos obtenidos en un estudio epidemioldgico
realizado en esta institucion en julio de 2002,
presentado en las Jornadas de Infectologia del
aflo 2002, se aprecia una tasa de incidencia en 2
aflos del 0,17, que corresponde a 56 nuevos
casos. Cuatro de los pacientes que tenian en el
aflo 2002 positividad para Anticore aislado,
cambiaron su estado seroldgico, 3 desarrollaron
inmunidad (Ac dHI3 positivoy Ac AgsHB positivo)
y uno evoluciond hacia la cronicidad (Ac cHB
positivoy Ags HB positivo). Ademas, un paciente
que habia depurado el Ags FIB y tenia Ac AgsHB
positivo para el afio 2002, presenté nuevamente
en el afio 2004 AgsHB positivo, sin
manifestaciones clinicas ni de laboratorio, y sin
asociacion con el tratamiento antirretroviral

Pacientes positivos para VHC: la prevalencia
para VHC fue de 3,83 % (211548 casos). El
9,52 % de los pacientes infectados por V1-IC (2/
2 1 casos) se recuperé de la infeccion (ARN para
VHC negativo en 2 ocasiones diferentes) y
85,25 %, desarrollo infeccién cronica. La
presencia de marcadores tanto para VHC como
para VHB se hizo evidente en el 47,61 % de lo
casos (10/21): 28,57 % (6/21 personas) con
Anticore positivo aislado y 19,04 % evidencié
marcadores de co - infeccion VHC - VHB (3/21
desarrollaron inmunidad natural para VHBy 1/21
tenia infeccién créonica por VHC y VHB). Latasa
de incidencia en 2 afios para VHC fue de 0,02.
Sélo 4 pacientes tenian realizado genotipo para
VHC, 75 % fueron del genotipo la y 25 % del
genotipo Ib.

Al distribuirlos por edades. EI grupo mas
afectado fue el grupo etario de 36 a 50 afios, con
79,9 % de personas infectadas.
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Antecedentes epidemiolégicos mas impor-
tantes: no hubo diferencia estadisticamente
significativa en el tipo de conducta sexual homo-
sexual o heterosexual al comparar los grupos
con infeccién por VHB, VHC y Anticore aislado.
En los 3 grupos predomind la conducta homo-
sexual (82 %, 52,38 %, 71,08 % respectivamente).
Consumo de drogas por via parenteral fue
determinante para la coinfeccién con VHC (P =
0,0042), no asi para VHB ni con la presencia de
Anticore aislado. EI antecedente de ETS tuvo
correlacién positiva para VHB (P = 0,032).
Solamente el 6,96 % de los pacientes estudiados
(17 casos) reporté alguna transfusién previa,
(47,05 % asociado a VHB, 47,05 % asociado a
Anticore aislado y 5,88 % en personas con
infeccion por VHC). EI antecedente de
transfusiones previas se asoci6 de manera
estadisticamente significativa con la adquisicién
de marcadores para VHB (P < 0,01). El consumo
de alcohol fue muy frecuente pero sin diferencia
entre los 3 grupos VI-IB, VHC y Anticore aislado.

Comportamiento clinico: al clasificar a los
pacientes con co - infeccion VIII- VI-IB y VIH -
VHC, por categoria clinica segun la clasificacion
del CDC de Atlanta de 1993 y en grupos de
acuerdo al nimero de linfocitos T CD4+, hubo
diferencia estadisticamente significativa (P =
0,02), porque el 57,89 % de los casos positivos
para VHB presentd contaje de linfocitos CD4+
<200 células/mm?®y 57 % categoria clinica C, en
contraste, s6lo el 1,31 % de los pacientes con
infeccién por VHC tuvo contaje de linfocitos CD4+
<200 células/mm?®y 3,56 % se catalogaba como
caso SIDA. El promedio del valor de las enzimas
hepaticas fue mayor en el grupo con hepatitis 13
cronica (106,22 U/L para aspartato transferasa
AST y 213,17 U/L para alanina transferasa ALT)
que en la hepatitis C crénica (88,70 U/L para AST
y 139,70 U/L para ALT), sin diferencia signi-
ficativa. Tampoco hubo diferencia significativa
entre los pacientes con VI-IB, VHC y co - infeccién
V1I-1-VHB-VHC en el resto de parametros de
laboratorio (IOT, FA, Alb. y Glob.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La prevalenciade VIH-VHB en nuestro estudio
fue mas alta que la mencionada en la literatura.
Lincolny col. reportan una prevalencia del 4,8 %
(4). La mayoria de los pacientes seropositivos a
VHB superaron el curso de la enfermedad y
desarrollaron inmunidad (50,40 % en nuestro
estudio), aunque el porcentaje es menor que el
reportado por otros estudios, posiblemente

porque muchos de los pacientes con Anticore
positivo son pacientes con hepatitis activa que
evolucionan hacia la curacion (5,6). EI 11,06 %
del los pacientes con VHB evolucion6 a la
cronicidad, aligual que en otros estudios (5 %-
15 %).

La presencia en solitario del Anticore fue
elevada (36,34 %). Este hallazgo interfiere con
las estadisticas reales. En un estudio realizado
en 1987 por Biggart y col., se demostré que los
pacientes co - infectados por VIH con infeccién
pasada por VHB tienden a perder con el tiempo el
marcador anti-HBs mas frecuentemente que la
poblacién sininfeccién por el VIH, lo que explicaria
la prevalencia mas elevada del patrén anti-HBc
aislado en pacientes positivos para el VIH (7).
Gandhi y col., reportaron mayor frecuencia de
Anticore aislado: 78,3 %, en pacientes sero-
positivos para VIH, 77,6 %, y el factor mas
asociado con la deteccion de Anticore aislado fue
la co - infeccion con VIH - VHC (8). En nuestro
estudio también encontramos mayor frecuencia
de Anticore aislado en los pacientes co -
infectados con VIII- VHC que en los pacientes
con VIII exclusivamente (28,57 % y 15,48 %
respectivamente).

Las posibles explicaciones para la alta
prevalencia de Anticore aislado en personas
positivas para VI, pueden ser varias. En primer
lugar, pérdida del Ac AgsNB luego de una
respuesta inmunolégica adecuada ante la
infeccion; falta de produccién del Ac AgsHB por
severa inmunodeficiencia. Otrarazon puede ser
infeccion oculta sin expresion de AgsHB en grupos
deindividuos con alta prevalencia o con conductas
sexuales deriesgo (9). Ademas, se ha observado
falsos positivos en personas co - infectadas con
virus de hepatitis D.

Algunos estudios han encontrado una
incidencia de hasta el 11 % de seroconversion en
pacientes con infeccién por VIII que tienen como
Unico marcador para VI-IB Anticore aislado (10).
En este estudio, tuvimos seroconversion a hepa-
titis B activa (Ag sHB) en un paciente solamente
(0,01 %).

Los pacientes con Anticore positivo como
marcador aislado de HB deben evaluarse
periddicamente para seguir su evoluciéon porque
en algunos casos se puede presentar reactivacion
o falta de inmunidad de la infeccion. Los autores
de este trabajo, recomiendan vacunacion para
VHB para este grupo siempre y cuando los
linfocitos CD4+ esten por encima de 200 células/
mm?3, porque existe el riesgo de infeccién al
desconocer la evolucién del Anticore aislado.

La prevalencia para hepatitis C fue menor que
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la reportada por la literatura (3,83 %), porque se
estima que en algunas localidades hasta el 50 %
a 80 % de las personas seropositivas para VIl
estan co-infectadas con hepatitis C (11-13). La
causa de esta baja prevalencia seguramente se
asocia a la forma de transmision del VIII que
predomina en nuestro pais principalmente por
via sexual y no poreluso de drogas endovenosas
como sucede en Europa. EI genotipo 1 es
frecuente en VIII - VHC.

Los antecedentes epidemiolégicos de VIII VHB
y VIII - VHC son similares a los documentados en
otras localidades. Las ETSy transfusiones fueron
los mas determinantes en co - infeccion por VHB,
en cambio para VHC el uso de drogas por via
parenteral fue dominante. Esto demuestra que la
conducta sexual no es factor determinante para
la adquisicion de VHC (14). Nosotros obtuvimos
mayor estado de inmunosupresion en los
pacientes co - infectados con VHB contrariamente
alo encontrado por otros investigadores que han
observado mas déficit inmunolégico en
coinfeccion con VHC (13,15). Es necesario
desarrollar estudios de tipo prospectivo y
comparativo para evaluar la evolucion y la
repercusiéon del VHB y VHC en la infeccién por
VIIl. Existen pocos estudios en nuestro pais
sobre la epidemia del VIII, co - infecciones y
enfermedades oportunistas. Unade las fortalezas
de este trabajo es que refleja posiblemente lo
gue sucede con VHB y VHC a gran escala en
Venezuela, sin embargo, nos conseguimos con
lalimitacion de que solo un 50 % de los pacientes
tenian pruebas serolégicas para VFIBo VHC, lo
cual puede constituir un sesgo en los resultados.
Hacen falta mas estudios epidemiolégicos, de
caracter multicéntrico, con mayor nimero de
pacientes, que reflejen mas ciertamente la
situacién del VIII en Venezuela. Por ultimo,
recomendamos incentivar lavacunaciéon para VHB
en lapoblacion seropositiva para VIl con pruebas
negativas para VHB, porque el 90 % de estas
personas estan desprotegidas.
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Histoplasmosis y sindrome hemofagocitico en pacientes
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RESUMEN

En areas endémicas, la histoplasmosis en adultos
coninfeccion por el virus de inmunodeficiencia humana,
ocurre entre 2 % y 5 %. Los pacientes pediatricos con
virus de inmunodeficiencia humana deben ser
considerados en riesgo de adquirir histoplasmosis en
dichas areas. Coninmunosupresion severa, en el 95 %
de los casos la histoplasmosis es diseminada y puede
acompafnarse de sindrome hemofagocitico.

Objetivo: Del presente trabajo es evaluar la frecuencia
de histoplasmosis y la frecuencia de sindrome
hemofagocitico en pacientes pediatricos con infeccion
virus de inmunodeficiencia humana.

Método: Se realiz6 un estudio clinico, retrospectivo
y descriptivo. Se revisaron historias clinicas obtenidas
del Servicio de Historias Médicas del Hospital de Nifios
“J. M. de Los Rios”, de pacientes con diagnostico de
infeccion virus de inmunodeficiencia humana hasta julio
2003, que presentaron histoplasmosis y aquellos que
presentaron sindrome hemofagocitico.

Resultados: Se revisaron 237 historias de pacientes
con infeccion virus de inmunodeficiencia humana, de
los cuales 4 (1,6 %) presentaron diagndéstico de histo-
plasmosis; 3 de ellos (75 %) con histoplasmosis
diseminada. Uno de estos pacientes presenté sindrome
hemofagocitico, el cual fue el tnico con dicho diagnéstico
en la serie revisada (0,42 %). Ningun paciente recibi6
tratamiento antirretroviral de alta eficacia previo al
diagnéstico de histoplasmosis. El paciente con sindrome
hemofagocitico e histoplasmosis diseminada recibio
profilaxis secundaria asociada al tratamiento
antirretroviral de alta eficacia, con sobrevida hasta el
momento mayor de 1 afio.

! Residente de 2°afio de Infectologia Pediatrica. Hospital de Nifios
“J M de Los Rios”. Caracas Venezuela.

2 Jefe de la Unidad VIH/SIDA. Adjunto de Servicio de
Enfermedades infecciosas. Hospital de Nifios “J M de Los Rios”.
Caracas Venezuela.

3 Jefe del Servicio de Enfermedades Infecciosas. Hospital de Nifios

“J M de Los Rios”. Caracas Venezuela.

Conclusiones: La frecuencia de histoplasmosis en
pacientes pediatricos con virus de inmunodeficiencia
humana fue menor que lo descrito en adultos de areas
endémicas, siendo laforma diseminada la mas frecuente.

El sindrome hemofagocitico en pacientes pediatricos
con infeccion virus de inmunodeficiencia humana tuvo
baja incidencia.

Palabras clave: Histoplasmosis. Sindrome
hemofagocitico. Virus de inmunodeficiencia humana.
Pacientes pediatricos.

INTRODUCCION

En &areas endémicas, la histoplasmosis en
pacientes con infeccién por el virus de inmu-
nodeficiencia humana (VIH) ocurreen2%ab5 % de
los casos, alcanzando en algunas series al 25 %
(1-4). Aun cuando, no se reportan mayores datos,
se estima que los pacientes pediatricos con VIH
gue viven en areas endémicas, también tienen
riesgo de presentar histoplasmosis (5).

En pacientes con infeccién VIH e inmuno-
supresion avanzada, el 95 % de los casos de
histoplasmosis presentan infeccion diseminada,
conun curso rapidoy frecuentemente fatal. En ca-
sos no tratados la tasa de mortalidad es del 100 %
y con tratamiento adecuado, la sobrevida puede
alcanzar un 80 % (1-3,6,7).

En histoplasmosis diseminada y al igual que
ocurre ocasionalmente en algunos procesos

4 Adjunto del Servicio de Enfermedades Infecciosas. Hospital de
Nifios “J M de Los Rios”. Caracas Venezuela.

5 Residentes de 1°" afio de Infectologia Pediatrica. Hospital de
Nifios “J M de Los Rios”. Caracas Venezuela.

5 Residentes del Posgrado de Puericultura y Pediatria. Universidad
Central de Venezuela. Hospital de Nifios “J M de Los Rios”.
Caracas Venezuela.

Bol Venez Infectol Vol. 16 - N° 2, julio-diciembre 2005



HISTOPLASMOSIS Y SINDROME HEMOFAGOCITICO

infecciosos y no infecciosos, se puede presentar
compromiso hematolégico severo, con evidencia
de hemofagocitosis en médula 6sea. El sindrome
hemofagocitico (SHF) o sindrome de reactivacion
hemofagocitica requiere un manejo precoz y
agresivo, describiéndose por lo general, una
evolucion térpida y alta mortalidad (1,8,9). El
SHF es un desorden debido a la activacién
inapropiada de los macrofagos y monocitos,
descrito en gran variedad de infecciones que
frecuentemente se presentan en los pacientes
con infecciéon VIH (8,9).

El presente estudio tiene como objetivo evaluar
la frecuencia de histoplasmosis y la frecuencia
de SHF en pacientes pediatricos con infeccién
VIH.

METODOS

Se realizé un estudio clinico, retrospectivo y
descriptivo donde se revisaron las historias
clinicas obtenidas del Servicio de Historias
Médicas del Hospital de Nifios “J. M. De Los
Rios”, de aquellos pacientes con diagnéstico de
infeccion VIH confirmada hasta julio 2003, que
presentaron histoplasmosis y aquellos que
presentaron sindrome hemofagocitico.

El diagnéstico de histoplasmosis se confirmé
por los hallazgos histopatoldgicos y seroldgicos,
mientras que el diagndstico de sindrome
hemofagocitico fue confirmado por la evidencia
de hemofagocitosis en médula 6sea.

Las variables consideradas fueron, edad al
momento del diagnéstico de histoplasmosis y/o
sindrome hemofagocitico, sexo, forma de
transmision de VIH, caracteristicas clinicas,
inmunolégicas y virolégicas, tratamiento
antirretroviral, presencia de coinfeccién,
evolucion y sobrevida.

RESULTADOS

Se revisaron 237 historias de pacientes con
infeccién VIH, de los cuales 4 (1,6 %) presentaron
diagnéstico de histoplasmosis. De estos
pacientes, 1 (25 %) present6é histoplasmosis
pulmonar y 3 pacientes (75 %) histoplasmosis
diseminada.

Uno de los pacientes con histoplasmosis
diseminada presenté SHF, el cual represento el
25 % de los casos que presentaron histoplasmo-
sis. Este fue el Unico paciente con infeccién VIH
gue presenté SHF diagnosticado, por cualquier
causa, registrado en las historias revisadas, lo
gue constituye un 0,42 % (n = 1) de todos los
pacientes incluidos. El diagndéstico de histoplas-

mosis fue confirmado en 2 pacientes (50 %) por
hallazgos serolégicos positivos, en 1 paciente
(25 %) por sospecha clinica, descarte de otros
procesos y respuesta al tratamiento especificoy
en 1 paciente (25 %) por evidencia histolégica
del hongo en médula 6sea.

Todos los pacientes fueron escolares con
edades que oscilaban entre 10y 12 afios y todos
fueron del sexo masculino.

Laformade transmisién del VIH en 3 pacientes
fue horizontal, probablemente posterior a
transfusiones y 1 paciente de transmisién
desconocida.

En relaciéon con las manifestaciones clinicas,
todos los pacientes presentaron compromiso
respiratorio. Tres pacientes (75 %) presentaron
fiebre, hepatomegalia y esplenomegalia,
correspondiendo a los pacientes con enfermedad
diseminada.

Elhallazgo radiolégico en térax, mas frecuente
fue el infiltrado intersticial bilateral en el 75 % de
los casos. En relacién al compromiso
hematolégico 2 pacientes (50 %) presentaron
leucopenia y anemia y uno (25 %) presento
trombocitopenia. EIl paciente con SHF fue el
Unico en presentar alteracién en las tres series
hematoldgicas.

So6lo 2 pacientes (50 %) tenian registro de
subpoblaciones linfocitarias al momento del
diagndstico de histoplasmosis presentando
valores absolutos de linfocitos CD4+ menores de
200 cel/mL (<15 %). Ambos pacientes tenian
histoplasmosis diseminada incluyendo el paciente
con hemofagocitosis.

So6lo en 1 paciente (25 %) se documenté carga
viral para VIH al momento del diagnéstico de
histoplasmosis cuyo valor fue mayor a 500 000
copias RNA/mL, correspondiendo al paciente con
hemofagocitosis.

En relacion con el tratamiento antirretroviral,
1 (25 %) paciente no lo recibia, 2 pacientes
(50 %) eran tratados con monoterapia (segun el
esquema aprobado paraelmomento) y 1 paciente
(25 %) recibié tratamiento de alta eficacia con el
inicio de los sintomas de histoplasmaosis.

El tratamiento administrado fue ketoconazol
en el paciente con histoplasmosis pulmonar y
anfotericina B (35 mg/kg) en los 3 pacientes con
histoplasmosis diseminada. EI paciente que
presentd SHF recibié ademas de anfotericina B,
quimioterapicos y esteroides.

De los 4 casos evaluados, 3 pacientes (75 %)
experimentaron infeccidn por otros agentes infec-
ciosos. Estas infecciones ocurrieron antes del
diagnodstico de histoplasmosis en el 66,6 %(n2)
de los casos y 33,3 % (n =) concomitante con la
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histoplasmosis. Entre estas infecciones se
incluyeron candidiasis esofagica, neumonia por
Pneumocystis jinoveci e infeccién por el virus de
hepatitis C, esta ultima en el paciente con SHF.
Tres pacientes con histoplasmosis diseminada
recibieron profilaxis secundaria, 1 con
ketoconazol y 2 con itraconazol incluido el
paciente con SHF.

La sobrevida de 2 pacientes (uno con la forma
diseminada y otro con la forma pulmonar) no
superd 8 meses posteriores al diagnostico. En
un paciente se desconoce registro de fallecimiento
0 evolucion, y el otro paciente con histoplasmo-
sisdiseminaday SHF al momento de este analisis
tenia un afio de sobrevida con mejoria clinica y
valores de linfocitos CD4+de 379 cel/mL (18 %).

DISCUSION

En toda su extension, Venezuela se considera
area endémica para histoplasmosis con algunos
reportes que sefialan incidencia de hasta 21 % a
27 % de casos, después de algun brote (10,11).
La incidencia global de histoplasmosis en
pacientes adultos con sindrome de inmuno-
deficiencia adquirida (SIDA) ha sido descrita
desde 2 % a 5% hasta 25 % y 53 % (Indiana) en
zonas de mayor endemicidad (1-3,6,12). Se
estima que los pacientes pediatricos con VIH que
viven en areas endémicas, también tienen riesgo
presentar histoplasmosis (5). En nuestra serie la
frecuencia de histoplasmosis fue 1,6 % valor por
debajo de lo reportado para adultos en regiones
endémicas, lo que podria ser debido a la dificultad
en el diagnostico etiolégico de infecciones con
componente respiratorio, que en ocasiones lleva
al tratamiento empirico. Sin embargo, es
importante sefialar que en la base de datos LI-
LACS no existen reportes sobre la incidencia de
histoplasmosis en nifios con infeccién VIH, que
sean comparables con los obtenidos en este
reporte.

Los pacientes con infeccién VIH con histo-
plasmosis, por lo general tienen un curso severo
y con enfermedad diseminada (1-3,13-15). En
este trabajo también se encontré que el 75 % de
los pacientes presentaron enfermedad dise-
minada. Esta elevada frecuencia de la forma
diseminada de la enfermedad en pacientes con
infeccion VIH e inmunosupresién avanzada se
debe al importante compromiso de la inmunidad
celular, pilar fundamental en la defensa contra
las enfermedades micdticas. Elrol central de los
linfocitos CD4+ en la defensa contra el Histo-
plasma capsulatum es sustentado por los
hallazgos en los pacientes con infeccién VIH, los

cuales cuando presentan histoplasmosis
diseminada poseen valores de células CD4+ <
200cel/mm, e incluso con valores entre 200y 500
cel/mm (1,16). En esta revision los 2 pacientes
en los que se documentd contaje de linfocitos
CD4+, presentaron valores <200 cel/mm, corres-
pondiendo a pacientes con histoplasmosis dise-
minada, uno de ellos con carga viral> 500 000
copias/mL, lo que sugiere que la replicacion viral
no controlada es en definitiva lo que conlleva al
deterioro inmunolégico y a la emergencia de
infecciones oportunistas.

En algunas series se reporta la frecuencia del
SHF entre un 12,5 % hasta un 66 % de los casos
de histoplasmosis. Esta elevada incidencia,
segun lo explican sus autores, puede ser un
efecto de seleccién, posiblemente en relacién al
poco control de estos pacientes o puede reflejar
la ausencia del diagndstico precoz de histoplas-
mosis. Es posible que algunos pacientes con
histoplasmosis diseminada que se presentan con
sepsis cursen con SHF, lo que nos sefala la
importancia del estudio de médula 6sea (3,17,18).
En nuestro estudio la frecuencia de SHF en his-
toplasmosis fue de 25 % que coincide con lo
reportado en la literatura.

El SHF puede estar asociado a gran variedad
de enfermedades infecciosas y no infecciosas.
En pacientes con infeccion VIH el propio virus
puede inducir SHF o estar asociado con
infecciones que comunmente afectan a estos
pacientes (19,20). Enlatotalidad de los pacientes
VIH, el SHF por cualquier causa, se presenté en
un 0,42 % (1/237). Esta baja incidencia del SHF
que se encontr6 en este trabajo podria ser
explicada porunlado alaausenciade diagnostico
adecuado y oportuno, debido al poco cono-
cimiento del sindrome en los primeros afios de
este estudio y por otro lado a la disminucién de la
incidencia de las enfermedades oportunistas que
se presentan con SHF, con el advenimiento de la
era de la terapia antirretroviral de alta eficacia la
cual es actualmente el tratamiento de mas del
90 % de nuestros pacientes. Todos los pacientes
de este estudio fueron escolares, sin embargo,
se ha descrito que la histoplasmosis afecta a
pacientes de todas las edades (2).

En cuanto al sexo lo descrito en este trabajo
se corresponde con lo reportado en la literatura
donde en pacientes mayores de 10 afios la histo-
plasmosis es mas frecuente en el sexo masculino
(1,2,6).

En relacion con las manifestaciones clinicas,
al igual que lo sefalado por Wheat y col., el
compromiso respiratorio fue el mas comdun,
presentandose en el 100 % de los pacientes (3).
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La fiebre, hepatomegalia y esplenomegalia
estuvieron presentes en todos los pacientes con
histoplasmosis diseminada (75 %), al igual que lo
reportado en diferentes series (1,3,6,8,10).

El hallazgo radiolégico méas frecuente en las
radiografias de térax fue el infiltrado intersticial
bilateral, y asi lo describen diferentes autores
(1,2), sin embargo, la ausencia de alteraciones
en los estudios radiolégicos no excluye el
compromiso pulmonar en los pacientes con
infeccion VIH e histoplasmosis (3).

El compromiso hematol6gico presente en las
formas diseminadas de histoplasmaosis, 90 de los
casos con anemia y 80 % de los nifios con leu-
copenia y trombocitopenia, debe alertar en
pacientes con infeccion VIH febriles, a la
presencia SHF” (7). En este trabajo el paciente
con SHF fue el Unico en presentar alteraciéon de
las tres series hematoldgicas, mientras que los
otros 2 pacientes con histoplasmosis diseminada
presentaron sélo anemia y leucopenia. En base
a estos hallazgos se insiste en el analisis de la
médula 6sea en todo paciente que se presente
con alguna alteracion en sangre periférica, con la
finalidad de hacer diagndésticos en fase temprana.

Ningun paciente recibié terapia antirretroviral
de alta eficacia antes del inicio de los sintomas
de histoplasmosis, terapia que se considera fac-
tor crucial para la disminucién de infecciones
oportunistas en los pacientes con infeccién VIH
(21).

Los pacientes con VIH e histoplasmosis, por
lo general cursan con otros procesos infecciosos
asociados. La mayoria de los pacientes
presentaron alguna otra infeccion antes o du-
rante el curso de la histoplasmosis. En nuestra
serie se reportd 33,3 % de pacientes con histo-
plasmosis concomitante a otros procesos
infecciosos valor semejante a lo reportado en
otras revisiones (3).

En relacién al tratamiento especifico para la
histoplasmosis, los 3 pacientes con la forma
diseminada fueron tratados con anfotericina B y
recibieron profilaxis secundaria, lo cual es el
tratamiento recomendado en la mayoria de las
series (1,3,6,8,10). EI Unico paciente con SHF
actualmente sobrevive después de 1 afio del
tratamiento y continla recibiendo profilaxis con
itraconazol ademas de tratamiento antirretroviral
de alta eficacia. La presencia de SHF asociado
0 no a histoplasmosis, por lo general se asocia a
elevada mortalidad (1,22-25).

En pacientes pediatricos con infeccién V1H el
tratamiento adecuado y oportuno de la histoplas-
mosisy el SHF, asociado a la profilaxis secundaria
alargo plazo, ademas del control adecuado de la

infeccion VIH, son medidas fundamentales para
lograr una mayor sobrevida.

CONCLUSIONES

La histoplasmosis en pacientes pediatricos
VIH fue menor que lo descrito en otras areas
endémicas, siendo la forma diseminada la mas
frecuente.

El SHF en pacientes pediatricos con infeccion
VIH tuvo baja incidencia.

El SHF es una entidad a considerar en
pacientes con histoplasmosis diseminada, la cual
representa una enfermedad micética importante
en pacientes pediatricos coninfeccion VIH, sobre
todo en areas endémicas.
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RESUMEN

En los ultimos afios, las enfermedades producidas
por hongos han ido en aumento, debido en gran parte a
la aparicion del sindrome de inmunodeficiencia
adquirida. El incremento de estas micosis ha sido méas
notable en aquellas causadas por especies del género
Candida, las cuales trae consigo una elevada morbi-
mortalidad.

Otras especies no-albicans tales como, Candida
tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata, Can-
dida krusei, Candida lusitaniae, Candida guillermondiiy
mas recientemente Candida dubliniensis pueden estar
involucradas en cualquier tipo de candidiasis. Esta
Gltima especie presenta caracteristicas fenotipicas
similares a C. albicans, siendo una de la mas resaltante
la produccién de abundantes clamidoconidias. Candida
dubliniensis al estar estrechamente relacionada desde
el punto de vista fenotipico con C. albicans, hace
dificultosa su identificacion, sobre todo con los métodos
convencionales de laboratorio y usualmente se ha
identificado erroneamente como C. albicans. Actual-
mente existen multiples opciones para unaidentificacion
presuntiva de C. dubliniensis, como es el caso de la
utilizacién de paneles de identificacion automatizada,
medios cromogénicos (CHROMagar Candida), el uso
del agar Staib, la prueba de la termotolerancia, entre
otros; adicionalmente se pueden utilizar métodos de
biologia molecular los cuales son mas especificos y
sensibles para realizar una identificacion definitiva de
C. dubliniensis, permitiendo asi por primera vez, la
identificacion fenotipica y genotipica de C. dubliniensis
y el reporte de casos de candidiasis orofaringea
originada por C. dubliniensis en pacientes virus de
inmunodeficiencia humana/sindrome de inmuno-
deficiencia adquirida en nuestro pais.

1 Seccion de Micologia Médica, Instituto de Medicina Tropical,
Universidad Central de Venezuela.

2 Seccion de Biologia Molecular, Instituto de Medicina Tropical,
Universidad Central de Venezuela.

INTRODUCCION

En 1995, Sullivan y col., en Dublin, Republica
de Irlanda (1), identifican una especie de Candida
que presenta caracteristicas fenotipicas similares
a C. albicans, siendo una de las mas resaltante, la
produccién de abundantes clamidoconidias,
emergiendo asi una nueva especie, a la cual se
denomind C. dubliniensis, la cual se aislé por
primera vez, a partir de muestras clinicas,
provenientes de pacientes VIH/SIDA con candi-
diasis orofaringea recurrente.

Como se menciond anteriormente, esta especie
comparte caracteristicas fenotipicas similares con
C. albicans, ambas especies forman tubo germinal
y producen clamidoconidias. Hasta 1995 estas
estructuras se consideraban patognomonicas de
C. albicans. Por lo cual no es incoherente
sospechar que mas de una vez se identificaron
algunos aislados de dubliniensis errbneamente
como albicans (2,3).

En la actualidad se utilizan varios medios para
tratar de realizar un diagnéstico fenotipico que
permita diferenciar dichas levaduras, entre los que
se pueden mencionar el medio de CHROMagar
Candida (CHROMagar Microbiology, Paris,
France), y el agar Staib; ademas, la prueba de la
termotolerancia y los paneles de identificacién
automatizada (4). Sin embargo, la identificacion
definitiva se realiza a través de los métodos de
biologia molecular (5).

En Venezuela, a la luz de nuestros
conocimientos, no ha sido publicado ningln caso
en el cual se halla aislado e identificado (fenotipica
y genotipicamente) C. dubliniensis, a partir de
muestras clinicas provenientes de pacientes
infectados con VIH/SIDA.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 428 Candida spp obtenidas de la
orofaringe de 402 pacientes VIH/SIDA, con o sin
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orofaringitis recurrente y con o sin tratamiento
antifingico; adicionalmente 26 aislados provenian
de pacientes inmunocompetentes, entre enero
de 1998 y diciembre de 2002, identificadas
presuntamente como C. albicans mediante la
utilizacién de los métodos convencionales (6-8).
Todos los aislados fueron procesados con el
estuche comercial APl ID 32 C (BioMerieux,
France) (9), en los casos donde se obtuvo un
perfil bioquimico atipico en este sistema, se
procedié a cultivar los mismos en CHROMagar
Candida (10), agar Staib (11) y se realizé la
prueba de la termotolerancia (6). Los aislados
cultivados en el medio de CHROMagar Candida
fueron incubados a 37° C por 4 a 6 dias en
oscuridad; en el agar Staib fueron incubados a
25° C por 5 a 7 dias; y para realizar la prueba de
la termotolerancia se cultivo en agar Sabouraud
a 45° C por 3 a 4 dias.

Finalmente, se les practic6 RAPD, con una
secuencia C. albicans-especifica de oligo-
nucleétidos del elemento CARE2 denominada
(Cand-R) (5'-CTCTAAAACTGTGCTTGGTG-3) a
los aislados que cumplieron como minimo 3 de
los 4 criterios siguientes: produccion de colonias
color verde oscuro en CHROMagar Candida,
desarrollo de colonias rugosas color crema con
hifas y que al examen microscépico presentaran
abundantes clamidoconidias en el agar Staib y/o
no crecieran a45°C. (4). Esta secuencia permite
claramente la diferenciacion entre especies
filogenéticamente muy cercanas como C. albicans
y C. dubliniensis (12).

Se utilizaron 6 cepas control: 1 C. albicans
(ATCC 90028) y 5 C. dubliniensis (S2-5 S2-6, S
2-14,S636, S 645, facilitadas por la Dra. Annette
Fothergill, Health Science Center, University of
Texas).

Susceptibilidad antifingica

Para este estudio se usaron dos métodos, la
técnica de la microdilucion en pozos del National
Commitee for Clinical Laboratory Standards M 27
2-A (NCCLS) (13) y el método de los pozos de
difusion (PD) (14-16).

Estudio genotipico de las cepas

Las diferentes cepas se cultivaron en agar
Sabouraud por 48 horas a 25° C. Se recolectaron
las colonias afladiendo al cultivo 1 mL de Buffer
TE pH 8,0 (10mM Tris-HCI pH 8.0), el homogenato
se centrifugé a 14 000 rpm y se descartd el
sobrenadante. Luego se resuspendi6 el
sedimento, en 200 uL de Buffer TE pH 8.0. Se
procedié a la ruptura térmica de las células (3-4
x 10° UFC/mL) obtenidas con 3 ciclos de congelar-

descongelar (=70° C por 30 min y 100° C por 10
min). Luego de centrifugar a 400 rpm se guardé
el sobrenadante a —20° C hasta su uso. Por
altimo serealizé la lectura espectofotométrica de
A260/A280 la cual debia obtener rangos entre
1,8-2,06 (BIORAD SmartspecTM 3 000).

La mezcla de reaccion consistié en 10-100 ng
de ADN blanco, 2 U de Taq polimerasa (Fundaim,
Venezuela), 1 ug de cada oligonucledétido, 200
UM de cada desoxyribonucleétido trifosfato, y
solucién buffer hasta llegar a 50 puL. Las
amplificaciones se realizaron en un termociclador
MJ RESEARCH PTC-150 (1 ciclo a 94° C/10 min,
44 ciclos a 94° C/1 min-36° C/2 min-72° C/2 min,
1 ciclo final a 72° C/10 min). La electroforesis se
realizé en un gel de agarosa (2,5 %) en buffer
TAE 1x. (0,04M Tris-acetato, 0,001M EDTA), a
un voltaje constante de 75 V (BioRad, EE.UU)
durante tres horasy media. Setifié el gel conuna
solucién de bromuro de etidio (10 mg/mL) por 10
min. Para la recopilacion de imagenes se utilizé
el sistema KODAK (Electrophoresis documenta-
tion and Analysis System 120 Kodak, y Kodak 1D
Image Analysis Software).

El andlisis estadistico se efectu6é con los
datos expresados en porcentajes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Nuestros resultados sugieren, al igual que ha
sido reportado en otras publicaciones, que la
deteccion y diferenciacién de esta especie a
partir de cultivos de muestras clinicas, requiere
de nuevas estrategias de aislamiento en los
laboratorios, como son: cultivo en agar Staib,
CHROMagar Candida, termotolerancia a 45° C,
Sabouraud con cloruro de sodio al 6,5 %, entre
otros (4).

En este estudio, de un total de 428 presuntas
C. albicans, se seleccionaron 42 (9,81 %) aislados
que presentaron un patrén atipicoen APIID 32 C,
de las cuales, 12 tenian un patrén APl C.
dubliniensis 7142.1400.15, las mismas ademas
produjeron colonias de color verde oscuro en
CHROMagar Candida, desarrollaron colonias
rugosas de color crema con hifas y abundantes
clamidoconidias en el agar Staib y no crecieron a
45° C. Adicionalmente 4, con patrén API de C.
albicans atipica: 7143.1400.15, produjeron
colonias de color verde claro en CHROMagar
Candida, pero desarrollaron colonias rugosas de
color crema con hifas, con abundantes
clamidoconidias en el agar Staib y no crecieron a
45° C, identificandose fenotipicamente como C.
dubliniensis.

Las variaciones de los productos amplificados
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con RAPD de las mismas, lograron establecer
unadiferencia entre C. dubliniensisy C. albicans.
C. dubliniensis present6 unos patrones de bandas
monomorficas con una doble banda a 700 pb y
una banda adicional bien sea doble o sencilla
entre 1000-1600 phb, a diferencia de C. albicans
la cual exhibié banda monomoérficas a 500 pb,
una doble banda a 600-700 pb y en algunas
oportunidades una banda tenue a alrededor de
800-900 pb (Figura 1). Idealmente se deberian
utilizar por lo menos dos técnicas de biologia
molecular para la identificacién de esta especie,
pero la RAPD utilizada en este trabajo, generé
una suficiente discriminacion de bandas entre
las dos especies y fue econémicamente factible.

Entre las pruebas anteriormente mencionadas,
nuestros resultados confirman, que agar Staib es
un medio sensible y especifico para la
identificacion fenotipica de C. dubliniensis, y el
cual puede llegar a ser equivalente a las técnicas
de biologia molecular. Por otra parte, la prueba
de la termotolerancia a 45° C por si solay el uso
de CHROMagar Candida no resultaron lo
suficientemente sensibles como fue reportado
por Kurzaiy Korting en el afio 2000 (17). Por otra
parte en la actualidad, los paneles de iden-
tificacion automatizados permiten, la tipificacion
de C. dubliniensis (9).

Los 42 aislados evaluados, provenian de
pacientes que habian recibido previamente
tratamiento con fluconazol y 33 (78,57 %) de
estos pacientes presentaban orofaringitis en el
momento de tomar la muestra. Los 26 aislados
restantes, aunque fueron identificados fenoti-
picamente como C. albicans atipica, presentaron
un patrén genotipico que correspondié a C.
albicans.

Figura 1. Productos de amplificacion del RAPD usando el
ligonucleétido CAND-R, aislados de Candida albicans (carril
3-7) y aislados de C. dubliniensis (carril 8-10: 114Aa, 114Ab,
| 52b) y Lambda ADN/Hind IlI (carril 1) (Aislados Control:
carril 2=ATCC 90028 C. albicans; carril 11=S636 C.
dubliniensis) (Gel 2,5 %).

C. dubliniensis se reconoce hoy en dia como
patégeno humano, sin embargo, su prevalencia
es significativamente menor que lade C. albicans
(58 %), la cual sigue siendo la especie
predominante en candidiasis orofaringea en
pacientes VIH/SIDA (4). La prevalencia de C.
dubliniensis fue del 3,98 %, todas obtenidas a
partir de la poblacion VIH/SIDA del presente
estudio, la cual es similar a la reportada en otros
paises, Estados Unidos (4,3 %), Bélgica (4,9 %)
y Espafia (4,9 %) (18,19), endonde C. dubliniensis
se reporta principalmente en aquellos pacientes
VIH/SIDA que presentan tratamiento previo con
fluconazol y/o orofaringitis (20,21). En el Reino
Unido y Alemania la prevalencia es mas alta
(14,4% y 10,7% respectivamente), debido a que
se ha estudiado con mas énfasis este patégeno
(18).

Asimismo, encontramos 4 aislados resistentes
al fluconazol, con MICs > 64 pg/mL, lo cual
también ha sido previamente reportado (22,23).
Usualmente la mayoria de los aislados de esta
especie son susceptibles a un amplia gama de
antifangicos, por lo cual pareciera improbable
que la aparicion de C. dubliniensis se debiera a
una seleccioén por la terapia antifungica (4) Aln
asieluso continuo e indiscriminado de fluconazol
puede promover la resistencia en esta especie e
imponer secundariamente una presion selectiva
sobre estas cepas resistentes (24). La exposicion
“in vitro” de C. dubliniensis al fluconazol no solo
resulta enunaseleccion de aislados con reducida
susceptibilidad (25), sino que incrementa la
adherencia de esta especie a las células
epitelialesy produce unincremento en los niveles
de secrecién de proteinasas (24). Sin embargo,
C. dubliniensis es escasa (2 %) entre la flora
microbiana normal de la cavidad oraly C. albicans
sigue siendo la especie mas patdgena (4).

No obstante, se debe seguir evaluando la
presencia de esta especie en esta cohorte de
pacientes con el fin de vigilar la emergencia de
posible resistencia, debido a la introduccién de
nuevos antifingicos.

Esta es la primera vez que en Venezuela se
identifica C. dubliniensis tanto fenotipica como
genotipicamente en pacientes VIH/SIDA.
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Candida spp en pacientes VIH/SIDA

Claudia Hartung de Caprilest, Sofia Mata-Essayag?, Celina Pérez?, Maria Teresa Colellal, Arantza Rosellé!, Carolina Olaizola?,
Sylvia Magaldit, Leopoldo Deibis?, Teresa Abate?, Judith Ontiveros*

RESUMEN

La candidiasis es la infeccion fungica mas frecuente
en pacientes VIH seropositivos y con SIDA, siendo C.
albicans la especie que predomina. En estos pacientes,
la candidiasis se manifiesta mas comunmente como
orofaringitis, con una incidencia que oscila entre 45 %y
95 % de todos los casos. En Venezuela son pocos los
reportes que existen acerca de esta entidad en pacientes
VIH/SIDA, por lo cual uno de los objetivos de esta
investigacion fue evaluar este aspecto.

Se estudié una cohorte de 402 pacientes con VIH/
SIDA con o sin orofaringitis y con o sin tratamiento
antifungico. Las especies de Candida mas importantes
aisladas, fueron: C. albicans (80,41 %), C. tropicalis
(8,78 %), C. glabrata (4,90 %), C. dubliniensis (3,26 %),
Se evalud la susceptibilidad de los diferentes aislados a
las drogas antifungicas con el método de la NCCLS y el
método de los pozos de difusion. EI 37,5 % C. albicans
provenientes de pacientes con tratamiento antimicotico
fueron resistentes al fluconazol (resistencia secundaria)
y 23,95 % mostraron también resistencia al itraconazol
(resistencia cruzada). Los aislados obtenidos se
tipificaron a través de la reaccion en cadena de la
polimerasa (RAPD) y se establecié la que la misma
representa una técnica util para diferenciar Candida
spp.

En esta cohorte de pacientes evaluados, las
caracteristicas clinicas y demogréaficas son similares a
las reportadas mundialmente, y que desde la
introduccién del TARGA, lafrecuencia de las infecciones
por Candida spp disminuy6. Hasta la presente fecha,
en Venezuela no se habia reportado el hallazgo de C.
dubliniensis (3,26 %).

1 Seccién de Micologia Médica, Instituto de Medicina Tropical,
Universidad Central de Venezuela.

2 Instituto de Inmunologia, Universidad Central de Venezuela.

3 Seccion de Biologia Molecular, Instituto de Medicina Tropical,
Universidad Central de Venezuela.

4 Universidad Centrooccidental Lisandro Alvarado.

INTRODUCCION

La candidiasis orofaringea puede ser la primera
manifestacién de infeccion por el VIH, un 80 %-
90 % de estos pacientes desarrollan esta entidad
en algin momento durante el transcurso de su
enfermedad (1-2), sobre todo en aquellos con un
contaje de linfocitos T CD4+ <200 cel/mm?3. Esta
proporcion se mantuvo en la década de los 90 (3)
y prevalece hasta el presente, en aquellos paises
en donde los pacientes, tienen un acceso seguro
al TARGA (Terapia anti-retroviral de gran
efectividad) como es el caso de algunos paises de
Latinoamérica (3).

Aunque C. albicans es el agente fungico que
mas frecuentemente se aisla en dichos pacientes,
otras especies de Candida han sido reportadas,
entre las cuales se incluyen C. tropicalis, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. kruseiy C. dubliniensis.
La emergencia de las especies no-albicans se ha
observado particularmente en los pacientes que
han seguido una terapia antifiingica prolongada
con drogas imidazélicas (4-9).

Con el uso de las nuevas técnicas de biologia
molecular, se halogrado entender ciertos aspectos
de la epidemiologia de la candidiasis en esta
cohorte de pacientes. Algunos investigadores han
encontrado que durante el curso del tratamiento
pueden ocurrirreemplazos de cepas o unainfeccion
con una especie intrinsicamente resistente, la
transmision horizontal de las mismas cepas entre
parejas y ademas en un determinado paciente, el
mismo subtipo de ADN de C. albicans se mantiene
a través de multiples infecciones (4,5,10-13).

A causa de la naturaleza recidivante de la can-
didiasis orofaringea en estos pacientes, muchos
de ellos reciben fluconazol continua o inter-
mitentemente por largos periodos de tiempo, siendo
esta la razon por la cual se presenta resistencia a
esta droga. Se estima que ocurre en aproxi-
madamente 10 % de tales pacientes (14). En un
estudio reciente hecho en Espafia con 103
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pacientes VIH positivos con lesiones orales y/o
faringeas se encontré que el 50 % de las cepas
resistentes al fluconazol resultaron resistentes al
itraconazol, aun cuando ninguno de los pacientes
fue tratado con esta Ultima droga (15). Por todo
lo antes expuesto se hace necesario realizar
estudios de susceptibilidad antifungica a Can-
dida spp en este grupo de pacientes.

Desde 1996, con la aparicion del esquema del
TARGA para el VIH, la morbi-mortalidad
ocasionada por las infecciones oportunistas, han
disminuido, incluyendo la candidiasis orofaringea,
en estos pacientes (16-18).

En Venezuela son escasos los reportes de la
epidemiologia de Candida spp en pacientes VIH/
SIDA, por lo cual el objetivo de este estudio es
evaluar este aspecto en esta cohorte de
pacientes.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio prospectivo de un total
de 402 pacientes VIH/SIDA con o sin orofaringitis
que acudieron al Instituto de Inmunologia y a la
Seccién de Micologia Médica del Instituto de
Medicina Tropical de la Universidad Central de
Venezuela y en un periodo comprendido entre
enero 1998 y diciembre 2002.

Durante este lapso se pretendié concretar por
lo menos 3 6 4 visitas clinicas en los pacientes
evaluados. Se elaboré una historia médica que
reflejalos datos personales, antecedentes y todos
los examenes de laboratorio practicados a los
pacientes (Numero de historia, nombre, fecha,
N° de ficha, parametros de laboratorio: linfocitos
T-CD4 (Valor Absoluto y Porcentaje), carga viral
(CV); sintomas de orofaringitis (Disfagia (DI),
Odinofagia (OD); signos de orofaringitis (lesiones
mucosas blanquecinas (LMB); tratamiento
antirretroviral (AR) y el tratamiento antimicético
(AM).

Aislamiento Candida spp

Las muestras clinicas fueron obtenidas a partir
de un exudado faringeo y sometidas al examen
directo con KOH vy tinta Parker. EI cultivo se
realizé en el medio de bilis-agar Feo (19) y en
Sabouraud (20), utilizando el método de
aislamiento por agotamiento. Se estudiaron 6
colonias de cada muestra clinica para asegurar
la pureza y homogeneidad del aislado (20). Los
aislados asi obtenidos fueron conservados en la
Micoteca de la Seccion de Micologia Médica del
Instituto de Medicina Tropical (IMT), mediante
repiques continuos en agar Sabouraud.

Cepas control: C. albicans 90028, C. glabrata

90030, C. parapsilosis 22019, C. krusei 6258
procedentes de la ATTC (American Type Culture
Collection) y 5 C. dubliniensis (S2-5, S2-6, S2-
14, S636, S645), C. tropicalis S594, C. tropicalis
S623B, C. albicans S621, C. albicans 623
provenientes de Health Science Center, Univer-
sity of Texas USA, Dra. Anette Fothergill.

Medios de cultivo: Agar Sabouraud [20]; Bilis
agar Feo [19];CHROMagar Candida
(CHROMagarMT Microbiology, Paris, Francia[21]
y Agar Staib [22].

Métodos automatizados de identificacion
rapida de levaduras: APl System, ID 32 C estuche
(Bio Merieux SA, Marcy I'Etoile, Francia).

Susceptibilidad antifungica: Se usaron dos
métodos, la técnica de la microdilucién en pozos
M27 2-A (NCCLS) (23,24) y el método de los
pozos de difusion (PD) (25). Se aplicaron los
criterios de interpretacién acordados por la
NCCLS (24) de los discos de difusion para la
técnica de PD (4).

Antimicéticos: anfotericina B, fluconazol,
itraconazol, caspofungina, pozaconazol. Para
los puntos de corte de la concentracién minima
inhibitoria (CMI) de caspofungina (CAS) y de
pozaconazol se utilizaron los publicados por
Magaldi y col. 2004 (25).

Estudio genotipico de las cepas: las cepas se
cultivaron en agar Sabouraud por 48h a 28° C. Se
recolectaron las colonias con 1 mL de Buffer TE
pH 8.0 (10mM Tris-HCI pH 8.0), se centrifugé el
homogenato a 14 000 rpm. y se descartd el
sobrenadante. Luego se resuspendi6 el
sedimento en 200 uL de Buffer TE pH 8.0. Se
procedi6é a la ruptura térmica de las células
obtenidas (3-4 x 10° UFC/ml), mediante de 3
ciclos de congelar-descongelar (-70° C/30 min. y
100° C/10 min.). Luego de centrifugar a 400 rpm
se guardé el sobrenadante a—20° C hasta su uso.

RAPD: se utilizdo la técnica de RAPD
(amplificacién al azar de segmentos polimérficos
de ADN), con un solo cebador 5'-
CTCTAAAACTGTGCTTGGTG-3' (Cand-R),
basado en un oligo especifico de una secuencia
conocida (CARE-2), que permite claramente la
diferenciacién entre especies filogenéticamente
muy cercanas (13,26). Laamplificacién serealizé
en un volumen final de 50 uL para la mezcla de
reacciéon: 10-100 ng de ADN blanco, 2 U de Taq
polimerasa (Fundaim, Caracas, Venezuela), 1 ug
de cada oligonucleétido, 200 uM de cada
desoxirribonucledétido trifosfato completando con
la solucién buffer. Las amplificaciones se
realizaron en un termociclador MJ RESEARCH
PTC-150 con las condiciones de amplificacién
siguientes: 1 ciclo de 94° C/10 min, 44 ciclos de
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94° C/1 min.-36° C/ 2 min.-72° C/2 min y 1 ciclo
finalde 72°C/10 min. La electroforesis se realizo
con unvolumen de la muestrade 10 uL y 2 uL de
buffer de carga, en gel de agarosa 1,7 % en
buffer TAE 1x. (0,04M Tris- acetato, 0,001M
EDTA). Las muestras se corrieron a un voltaje
constante de 75 V con una fuente de poder
BioRad (EEUU) durante 3,5 h. Se tifié el gel con
una solucién de bromuro de etidio 10 mg/mL por
10 min. Para la documentacidn de los geles se
utilizé el sistema de recompilacién de imagenes
KODAK (Electrophoresis documentation and
Analysis System 120 Kodak, y Kodak 1D Image
Analysis Software).

Anélisis estadistico

Para el analisis univariante, se utilizaron los
datos expresados en porcentajes. Para el analisis
bivariante, se utiliz6 el test de McNemar para
estudiar la significacion de los cambios de una
visita aotra (27). Analisis de correlacion candnica
generalizada no lineal (ACCGnL). Se utilizé el
paquete estadistico SPSS (Statistical Package
for the Social Science) versién 10.0 en el cual se
cred la base de datos correspondiente.

RESULTADOS

Los parametros clinicos y demograficos de la
cohorte de pacientes estudiados (n = 402) se
describen y resumen en la Tabla 1.

So6lo un reducido numero de pacientes (88)
cumplié el régimen de visitas y/o los examenes
de laboratorio complementarios, porlo cual ensu
mayoria desconocemos la evolucién de la can-
didiasis y el tratamiento antirretroviral que
cumplian los mismos.

En el transcurso de nuestro estudio,
empezamos a observar, la disminucion de can-
didiasis orofaringea en los pacientes VIH/SIDA,
sobre todo en el grupo de 88 pacientes que
acudié regularmente a la consulta externa del
Instituto de Inmunologia, UCV, los mismos
recibian terapia antirretroviral de gran actividad
(TARGA).

De 702 muestras procesadas se obtuvieron
en total 490 aislados, en 30 muestras se aislo
mas de una especie de Candiday se identificaron
en orden de frecuencia las siguientes especies:
C. albicans (80,41 %), C. tropicalis (8,78 %), C.
glabrata (4,90 %), C. dubliniensis (3,27 %), C.
parapsilosis (1,63 %), C. krusei (0,41 %), C.
guilliermondii (0,41 %) y C. lipolytica (0,20 %).
Todos los aislados de C. dubliniensis, fueron
identificados fenotipica y genotipicamente.

En el grupo de 88 pacientes hubo un aumento

Tabla 1

Caracteristicas clinicas y demogréaficas de los pacientes
(n = 402), primera visita

Caracteristicas Visita 1 (n) (%)

Sexo
Masculino 371 92,29
Femenino 31 7,71
Edad afos
Media 36,02
Rango 22-55
Grupo (n = 289) n (%)
Hombre con Hombre MSM 328 81,59
Heterosexual 37 9,20
Bisexual 25 6,21
Transfusion 1 0,25
Drogas 1 0,25
Contaje de células CD4/mm?3 n (%)
> 500 215 53,48
499-350 86 21,39
349-200 32 7,96
199-100 34 8,46
99-50 19 4,73
49-0 16 3,98
CV >5000cop/mL 198 49,25
<5000cop/mL 204 50,75
Candidiasis orofaringea
Sintomaticos 279 69,40
Asintomatico 123 30,60
Tratamiento previo con fluconazol 287 71,39
Otro antimicético 45 11,19
Sin tratamiento antimicético 70 17,41

de los cultivos negativos del 4,48 % al 77,27 %,
entre la primera a la tercera visita. Sin embargo,
el orden de frecuencia de las diferentes especies
se mantuvo para las distintas visitas, con
excepcion de laterceravisita, endonde se invirtio
el orden de C. tropicalis y C. glabrata.

Ademas se evidencio una disminucion notoria
de candidiasis orofaringea en los pacientes
evaluados, diminuyendo significativamente del
16 % al 2 % (P =0,000), y una disminucion de los
aislados de Candida spp obtenidos, del 89,77 %
en la primera visitaa 22,73 % en la tercera visita,
lo cual fue relacionado con el uso del TARGA. El
cual se increment6 desde la primera visita
(61,4 %) a la segunda visita y tercera visita
(87,5 %). En cuanto a los parametros de
laboratorio, para la primera visita 32 % de los
pacientes presentaron niveles de linfocitos de T
CD4<200 cel/mm?, 39 % con niveles de porcentaje
de linfocitos T CD4<14 %y 48 % con niveles de
Carga Viral >5000 copias/mL. En contraste se
observé que para la tercera visita hubo una
disminucion en estas manifestaciones, es decir,
el 16 % de los pacientes presentaban TCD4<200
cel/mm3, 18 % con niveles de porcentaje de
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linfocitos TCD4 <14 % y 8 % con CV > 5 000
copias/mL, siendo significativos los cambios de
la primera a la tercera visita (P= 0,000).

El uso del TARGA resultdé inversamente
proporcional al uso de los antimicéticos.
Disminuyendo el uso de antimicéticos de un 83 %
al 4 %, lo cual esta en correspondencia con la
disminuciéon de los signos y sintomas de
orofaringitis en los pacientes alo largo del periodo
de estudio. Ademas mediante un estudio
estadistico de caracter exploratorio, (ACCGnL),
las cargas canénicas revelaron que, la
disminucién en la candidiasis orofaringea, desde
la primera a la tercera visita se asoci6 con el uso
de TARGA.

Todos los aislados fueron susceptibles a
caspofungina y a anfotericina B. C. glabrata
mostré 100 % de resistencia al fluconazol, 75 %
al itraconazol y 8,33 % al pozaconazol y 4,17 %.
Mostro6 dosis dependencia a la anfotericina B. C.
parapsilosis, C. guilliermondii y C. lipolytica se
mostraron susceptibles a todos los antimicéticos
estudiados, mientras que C. krusei sélo fue sus-
ceptible a anfotericina B. Las especies restantes
mostraron ser sensibles a la mayoria de los
antimicéticos, sélo 3,39 % aislados de C. albicans
con tratamiento previo de fluconazol, mostraron
resistencia al pozaconazol. Las resistencias
mostradas al fluconazol e itraconazol se resumen
en la Figura 1.

El ADN gendmico de las diferentes especies
generd patrones variables de bandas poli-
moérficas. Con este método se pudo evidenciar
un patrén idéntico de C.albicans aisladas en el
paciente JB en su primera y segunda visita
respectivamente (carril 1,2), y un hecho similar
en el paciente JP en su primera y segunda visita

Figura 1. Perfiles de RAPD con oligonucleétido Cand-R, Pa-
ciente 1 (JB) (carril 1-2), Paciente 2(JP) (carril 3-4), Paciente
3(SH) (carril 5 primera visita, segunda visita, -6), tercera
visita (carril 6), cuarta visita (Carril 7), C. dubliniensis (Carril
8), Marcador Lambda ADN/Hind I1I( Carril 9) (Gel 2 %).

(carril 3,4), también se constaté transmisién hori-
zontal de la misma cepa a su pareja SH (carril
5,6). Estos ultimos 4 aislados identificados
fenotipicamente como C. albicans, presentaron
el mismo patrén de sensibilidad con resistencia
al fluconazol (Figura 2).

Los RAPD realizados con aislados de C.
albicans con patrén de resistencia al fluconazol
no mostraron ningun patrén especifico.

I 2 3 4 § AT & 9 160) 12 03 15 161714 19 20

Figura 2. Perfiles de RAPD, Candida spp (carril 1-19), Phix
Hae Ill Fragments.std Carril 20, Cand-R C.glabrata (paciente
X visita: 1 y 2), 3= C.krusei, 4=C.melobiosica, 5-8=
C.guilliermondii, 9-11= C.parapsilosis, 12-13= C.tropicalis,
C.dubliniensis 14=S645, 15=I1c, 16=I36b, 17 =I51a, 18=
control negativo; 19=90028ATCC C.albicans, carril 20= Phix
Hae Ill Fragments.std., (Gel 2,8%).

DISCUSION

Nuestros resultados demostraron que las
caracteristicas clinicas y demograficas son
similares a las reportadas mundialmente
(18,28,29). Cabe destacar que encontramos una
baja incidencia de pacientes infectados por
drogadiccion endovenosa (0,49 %) o trans-
fusiones (0,49 %), datos muy diferentes a lo
reportado en estudios en Europay Norte América
(10,17,18).

En los 88 pacientes que acudieron regular-
mente a sus 3 controles, observamos una evidente
disminucién, estadisticamente significativa de
orofaringitis (P = 0,000). El incremento del uso
de TARGA en estos pacientes, resultd inversa-
mente proporcional al uso de antimicéticos. La
disminucién en la candidiasis orofaringea, desde
la primera a la tercera visita se asocio con el uso
de TARGA, dato este que fue también observado
en los estudios realizados por otros autores
(17,18,23,30,31).
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C. albicans fue la especie que mas
frecuentemente produjo orofaringitis, dato simi-
lar a lo reportado en la literatura universal
(3,11,32,34). Por otra parte se ha reportado que
especies de Candida no-albicans producen
orofaringitis en pacientes VIH/SIDA, pero siempre
en una menor proporcién (3,6,18,35). En este
estudio no se pudo aclarar el rol de los aislados
no-albicans como patégenos, debido a que la
mayoria de estos provenian de cultivos mixtos
con C. albicans y el 90,62 % fueron obtenidos de
pacientes tratados con fluconazol y candidiasis
recurrente (36).

El uso indiscriminado del fluconazol para el
tratamiento de enfermedades fungicas podria
serresponsable de la presién selectiva sobre las
especies de Candiday podriatenerimpacto sobre
la ecologia oral de las especies, produciendo un
cambio hacia especies intrinsicamente
resistentes (C. glabrata, C. krusei) o aquellas
gue desarrollan mas facilmente resistencia a esta
droga, como por ejemplo C. dubliniensis, entre
otras (34).

Al realizar la susceptibilidad antifungica de
todos los aislados obtenidos en este estudio, se
pudo determinar, que el 40,10 % de las C. albicans
provenian de pacientes sin tratamiento
antimicético previo. De las mismas, el 8,86 %
resultaron resistentes al fluconazol y 3,80 %
simultdneamente al itraconazol, pero todas fueron
sensibles a la anfotericina B. Esto evidencia una
resistencia primaria al fluconazol; raramente se
reporta dicha resistencia, sin embargo, algunos
autores (12,37), demuestran que los aislados de
C. albicans de una pareja fueron genéticamente
idénticos y mostraron el mismo patréon de
resistencia a esta droga, aun cuando, uno de los
integrantes de la parejajamas recibié tratamiento,
esto se denomina transmision horizontal. En el
presente estudio se pudo corroborar lo antes
descrito, al encontrar aislados fenotipicamente y
genotipicamente idénticos, resistentes al
fluconazol en una pareja de pacientes en sus
distintas visitas (Figura 3), como pudo ser
demostrado a través de la técnica de biologia
molecular RAPD, adicionalmente con estatécnica
se logré una identificacion intra- e interespecie
de Candida (Figura 4). EIl analisis de RAPD es
relativamente sencillo, reproducible, y representa
una técnica util para la identificacién de estas
especies. Sin embargo, todavia queda poco
claro, silaresistencia emerge como resultado de
una seleccién de sub-poblaciones preexistentes
de organismos resistentes, o si se debe al
desarrollo de mutantes resistente a la droga du-
rante el tratamiento (38).

-
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Figura 3. Resumen de la frecuencia de aislados de Candida
spp Grupo de 88 pacientes, con asistencia regular de 3
visitas.

Figura 4. Porcentaje de aislados de Candida spp. Resistentes
a fluconazol e itraconazol.

Al evaluar el resto de aislados de C. albicans
provenientes de pacientes con tratamiento
antimicotico previo (fluconazol), fueron
resistentes al fluconazol, lo cual evidencia una
resistencia secundariay 31,82 % de las mismas
mostraron también resistencia cruzada al
itraconazol y 0,42 % a la anfotericina B. La alta
resistencia de aislados de C. albicans al
itraconazol, puede ser consecuencia de una
resistencia cruzada con el fluconazol, debido a
gue los mecanismos de accion de ambas drogas
se basan en el mismo principio (6,12,39,40,41).
Esta alta incidencia concuerda con un estudio
realizado por Rodero en 1996, en el cual reporta
que un 50 % de los aislados de C. albicans
mostraron resistencia cruzada con itraconazol, a
pesar de que los pacientes no habian sido tratados
con esa droga (39).

Fluconazol e itraconazol son las drogas més
ampliamente usadas para el tratamiento de la
candidiasis orofaringea, se destaca el fluconazol
debido a que se administra por via oral y posee
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escasos efectos colaterales. Sin embargo, el
tratamiento con esta droga resulta en muchos
casos poco efectivo, debido a la importante
disminucion de los linfocitos T-CD4+ en estos
pacientes, lo cual permite la aparicion de lesiones
recidivantes. Por estarazén los pacientes reciben
terapias continuas o intermitentes por largos
periodos de tiempo, que en la mayoria de los
casos, finalizan en fracaso terapéutico y la
concomitante apariciéon de cepas resistentes a
esta droga (42,43).

El estado avanzado de inmunosupresién con
disminucion de células CD4 < 50/mL, el uso
indiscriminado del fluconazol a una dosis total de
10 g, han sido significativamente asociados con
el desarrollo de resistencia en esta poblacién
(44). Sinembargo, a pesar de la notoria evidencia
de que emergen aislados de Candida spp con
resistencia al fluconazol en estos pacientes,
existen otros factores no relacionados con el
fluconazol que pueden determinar la falla
terapéutica con estadroga, como son: tratamiento
irregular por el paciente, nivel de inmuno-
supresion, inadecuada absorcion de la droga y/o
niveles en sangre, inclusive la interaccién con
otras drogas. En el presente estudio, la mayoria
de los aislados de Candida spp, que mostraron
resistencia cruzada con fluconazol, se obtuvieron
de pacientes con estado avanzado de SIDA que
poseian un bajo contaje de células T CD4+, y una
historia de tratamiento antifungico prolongado
por una candidiasis orofaringea y/o esofagica
recurrente, lo cual coincide igualmente con
reportes de la literatura (28,29,44,46).

Todos los aislados de C. glabrata y C. krusei
fueron resistentes a las drogas imidazélicas, no
asi para la anfotericina B y para los antifingicos
nuevos, tales como pozaconazol y caspofungina.
Estos resultados son congruentes con los
reflejados en otras publicaciones. C. glabratay
C. krusei se describen como patégenos
oportunistas seleccionados por su caracteristica
de ser intrinsicamente resistentes (40,48). El
aislado de C. parapsilosis en cambio, fue
altamente susceptible a todas las drogas
antifGngicas ensayadas.

Debe resaltarse que en el presente estudio,
todas las colonias obtenidas a partir de un mismo
hisopado orofaringeo desarrollaron un mismo
patrén de susceptibilidad, en contraposicién con
Le Guennec los cuales encontraron que colonias
de C. albicans aisladas de un mismo paciente
podian exhibir diferentes susceptibilidades al
fluconazol, reflejando algunas alta resistencia y
otras susceptibilidad al mismo (47).

La resistencia a las diferentes drogas

imidazolicas pareciera ser un problema creciente
entre la poblacion de pacientes VIH/SIDA con
candidiasis orofaringea en Venezuela. Los datos
mas recientemente publicados en Europa y
Estados Unidos de América reflejan una
disminucién de esta tendencia, debido al uso
mas prudente de estas drogas (36).

Conrespecto alas pruebas de susceptibilidad
antifingica, con el método PD obtuvimos un
promedio de valores de CMI de los aislados
estudiados, para CAS (Caspofungina), similar a
los valores encontrados por Pfaller (48). Hasta
los momentos no se ha establecido un punto de
corte CMI para pozaconazol.

Todos los pacientes con aislados de Candida
resistentes, curaron de la candidiasis después
de recibir el TARGA. Esto podria deberse a un
efecto antifungico adicional de los inhibidores de
proteasas (49). Mas aun, utilizando el TARGA se
pudo demostrar una correlacion significativa de
los niveles bajos en plasma del RNA del VIH con
bajaincidencia de orofaringitisy escasa presencia
de Candida y una disminucién en la presencia de
infecciones oportunistas en esta poblacién,
independiente de la recuperacién de células T
CD4+ (18,23,31,49).
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TIPO DE TRABAJO

Semblanza del Posgrado de Infectologia del Hospital
Universitario de Caracas (HUC)

Dra. Maria J. Nufiez

En ocasién de celebrarse 20 afios del Posgrado
en Enfermedades Infecciosas del Hospital
Universitario de Caracas, me llena de orgullo
dirigirme austedes al abrir este memorable evento.

Desde que el hombre existe, su historia ha
estado vinculada a la preocupaciéon por descubrir
sustancias que corten el sufrimiento que produce
el dolor, bien sea por el dolor mismo o por la
incapacidad que la enfermedad genera, al crearse
diversosimpedimentos fisicos o vinculados al orden
estético, funcional o afectivo. Porlo tanto, paralela
a esta preocupacion ha marchado desde la mas
remota antigiiedad, la historia de las enfermedades
y la historia de los medicamentos.

La fiebre y la transmisibilidad de las
enfermedades tienen una enorme relacién con la
organizacién de los pueblos, su cultura, su religion,
las guerras, y cada aspecto de la vida diaria.
Desde el punto de vista préactico, la historia de las
enfermedades infecciosas comprende tres
aspectos:

PRIMERA FASE

La muy temprana: Ya en el Papiro de Ebers se
hablaba de la cegueray sutratamiento con higado.
En la Historia de Grecia se habla de las fiebres
hemorragicas (Guerra del Peloponeso). En el
Exodo, de las plagas de Egipto; hay referencias
del castigo al Fara6n con enfermedades como el
Antrax, la Peste y otras.

En esta fase ya se comienzan atomar medidas
de salud publica, como la prohibicién al pueblo
hebreo de comer cerdo para evitar enfermedades
transmitidas por estos animales como la
Triguinosis. Los indigenas usaban la quinina para
el tratamiento de la fiebre, asi como también raices
de plantas mexicanas para el tratamiento de
diversas enfermedades y uso de la Ipecacuana
para tratar la diarrea.

En el Siglo XIX hay hechos notables, realizados
por dos grandes personajes, Luis Pasteur y Robert
Koch, representantes del estudio de las
enfermedades infecciosas, con eluso de lavacuna
antirrabica, la lucha contra el carbunco, el céleray
el agente transmisor de la tuberculosis.

SEGUNDA FASE

La primera mitad del siglo XX se ve azotada por
unade las grandes pandemias de la humanidad: la
gripe espafiola, que se diseminé por todo el
continente Europeo y Americano, y causo un gran
nimero de muertes.

A pesar de la gran depresion de los afios 30, y
a inicios de la Segunda Guerra Mundial, los
diferentes proyectos de investigacion contintan.
Ehrlich desarrolla su trabajo con arsenicales para
el tratamiento de la sifilis; Gerhard Domagh, en
1935, demostré que el prontosil era util para el
tratamiento de infecciones producidas por
estreptococos, usado en animales experimentales
y posteriormente en humanos con buenos
resultados. Nuevos estudios de estadroga llevaron
al conocimiento de las sulfas, derivadas de la
misma.

Para los aflos 1928, 1930 vy 1938, un poco
antes del inicio de la Segunda Guerra Mundial, se
marca la etapa del estudio de la penicilina, con
Alexander Fleming ala cabeza. Paralos finales de
la década del 40 y toda la del 50, aparecen nuevos
antibioticos: el cloranfenicol, las tetraciclinas, la
estreptomicina, y en la década del 60 y hasta la
actualidad, las cefalosporinas, los aminoglicésidos,
las quinolonas, los inhibidores de betalactamasas,
las cefalosporinas de 42 generacion, las
oxazolidinonas, la gramicidinas, drogas antimi-
cOticas y antivirales, incluidas aqui las drogas
antirretrovirales.
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TERCERA FASE

El conocimiento del potencial genético de los
microbios ha llevado al estudio de la resistencia
bacteriana, al uso de vacunas, y posteriormente
al estudio de la patogenia de las infecciones que
en conjunto con la inmunologia han llevado al
mecanismo de la sepsis, de la meningitis, de las
enfermedades de inmunodeficiencia, entre ella
el SIDA.

El Hospital Universitario de Caracas es un
hospital de 3¢ nivel siendo inaugurado en mayo
de 1956, y su primer Director fue el Dr. Jorge
Soto Rivera, excelente persona, quien era
presidente de lo que hoy es el Consejo Directivo,
constituido actualmente por un representante del
Decano de Medicina, un representante del Rec-
tor, un representante de la CTV, dos repre-
sentantes del Ministro de Sanidad y el Subdirector
del Hospital que es el Secretario del Consejo.

El hospital estaba constituido por los diferentes
Departamentos Docente-asistenciales y los
Departamentos de Farmacia, Radiologia,
Laboratorio, Mantenimiento, Servicios auxiliares
como Emergenciay Enfermedades Transmisibles,
y en la década del 60 y luego en el 70, se crean
las Unidades de Terapia Intensiva y Didlisis y
Transplante, surgidos de la necesidad del
quehacer diario y el avance tecnolégico.

El dia 14 de agosto de 1958, el Ciudadano
Decano de la Facultad de Medicina, Dr. Carlos
Gil Yépez, solicita ante el Consejo de la Facultad
de Medicina la creacion del Servicio de
Enfermedades Transmisibles del Hospital
Universitario de Caracas.

El dia 25 de octubre del mismo afio el servicio
de Enfermedades Transmisibles es inaugurado,
siendo el director del hospital el Dr. Olinto
Camacho y jefes de servicio el Dr. Ernesto
Figueroa en nifios y el Dr. Guillermo Olaizola en
adultos, residentes Dr. Heberto Reyes en nifios,
y Dr. Fernando Valarino en adultos, quien fue
sustituido posteriormente por el Dr. Antonio
Vargas.

El servicio ha estado ubicado en el area fisica
noreste del segundo piso del HUC, cuya rampa
de entrada da acceso a la entrada de empleados
del hospital. En su etapa inicial se lleg6 a pensar
que dependiera de la Céatedra de Higiene y
Medicina Social dirigida por el Dr. Leopoldo Garcia
Maldonado, sin embargo, prevalecid la idea de
que perteneciera al hospital.

Al comienzo el servicio dependia de la
direccion del hospital. Posteriormente en 1961 el
servicio fue incorporado al Departamento de
Medicina, con el Dr. Henrique Benaim Pinto como

Jefe.

En 1979 el servicio pasa a llamarse Servicio
de Enfermedades Infecciosas del Adulto y se
considera llevar a concurso el nombramiento de
la Jefatura de Servicio. Durante esta etapa
participaron en las actividades asistenciales los
doctores Guillermo Olaizola como jefe, y Edgard
Belfort, Alejandro Mondolfi, Hernan Paublini,
Bianca Apolonia, Heberto Reyes como adjuntos.

Actualmente en la seccién de nifios trabajan
tres excelentes infectdlogos, los pediatras Elinor
Garrido, Amando Martin e Ivelisse Natera.

A partir de 1976, iniciamos nuestro trabajo en
la parte asistencial, nos acompafé el Dr. Hernan
Paublini, excelente médico, un buenclinico. Para
esa época el servicio contaba sd6lo con un
residente asistencial con actividad diurna, las
actividades nocturnas las cumplian los residentes
de medicina interna, con gran devocién aunque
bajo protesta.

Igualmente, colaboraron con el servicio
médicos de otros departamentos del hospital, asi
como de fuera del hospital.

Poco a poco, fuimos incorporando residentes
con un objetivo principal: cubrir las necesidades
asistenciales y ser la semilla en la formacién de
recursos humanos en el campo de las enfer-
medades infecciosas en el pais.

Asiobtuvimos una becadel MSAS atraveés del
Dr. Arcadio Andrade, de la oficina de Recursos
Humanos de esa entidad, para un residente, y
otros cargos patrocinados por la Direccion del
Hospital. EIl primer residente fue el Dr. Gustavo
Nava, quienvino de Valera, Estado Trujillo. Luego
ingresan otros residentes, los doctores Mari Pili
Pla, el Dr. Pedro Navarro, el Dr. Jesus Castillo y
la Dra. Sofia Mata. Particip6 también la Dra.
Maria Luisa Safar, como pasante. Estos fueron
los pioneros, abrieron el camino, atravesaron
momentos muy dificiles como todo comienzo. El
apoyo del cuerpo directivo del hospital en lo
relativo a cargos fue decisivo.

A finales de 1981, el servicio sale a concurso
y fui favorecida con la jefatura. Con penay sin
gloria, inicio mi misién, sin dinero, con mucho
trabajo, con criticas y tropiezos, pero con un
gran entusiasmo, teniendo en mente que no habia
infectélogos en el pais, pero que se podia iniciar
un programa de residencia hospitalaria.

La Dra. Marisela Silva, hace una pasantia en
el servicio. Cuando estaba a punto de finalizar
el Posgrado de Medicina Interna, tenia una buena
formacion, la invité a participar en esta empresa.
La Dra. Silva comienza en enero de 1982.
Iniciamos el proyecto, lentamente, con dificul-
tades, y obstaculos, pero no nos amilanamos,
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seguimos con constancia, y sin perder el tiempo.

En el afio 1983, se incorporan los el Dr. Pedro
Navarroy la Dra. Libia Henao, y el equipo estaba
formado para la lucha. Hicimos docencia,
asistencia en todos los niveles, interconsultas,
atencién en hospitalizacién y todo cuanto estuvo
a nuestro alcance. Trabajamos: presentamos el
proyecto, hicimos entrevistas, celebramos
reuniones. Para el momento, 1983, 1984y 1985,
ya llevdbamos seis residentes. EIl dia 10-7-84
fue aprobada la Residencia Universitaria en
Enfermedades Infecciosas, primer curso en esta
especialidad en el Pais, segun informa el
Ciudadano Decano de la Facultad de Medicina,
Dr. Rosendo Castellanos ala Dra. Maria J. Nufiez,
Jefe de Servicio.

A través del tiempo fueron ingresando otros
miembros adjuntos al servicio. En 1986, ingresa
la Dra. Ana Carvajaly en 1987, la Dra. Ana Maria
Caceres, en 1989 ingresa la Dra. Adayza
Figueredo, en 1995 ingresala Dra. Maria Carolyn
Redondo, en 1996 el Dr. Napole6n Guevaray la
Dra. Maria Eugenia Landaeta y en el afio 2002,
ingresa el Dr. Martin Carballo.

El posgrado ha estado en pleno funcionamiento
desde 1976, etapa de la residencia asistencial.
Hasta 1984, egresaron 18 residentes en
infectologia y a partir de 1985 hasta el afio 2004
egresaron 54 residentes, para un total de 72
médicos especialistas en enfermedades
infecciosas. Todos estan distribuidos en el pais
desde Carlpano a Maracaibo, de Caracas a
Ciudad Bolivar, de Puerto La Cruz a San Cristébal,
de Maracay a San Fernando de Apure, de La
Victoria a Coro y Punto Fijo. Podemos decir que
en cada Estado del pais hay una semilla fuerte,
gue germina paso a paso, son el ejemplo de lo
gue uno siembra y luego cosecha para bien y
para satisfaccion de los que hemos estado
involucrados en esta gran empresa, en la que
cada uno de nosotros tiene una cuota de
responsabilidad, para dejar un legado a la
medicina nacional y al pais.

Vienen a mi memoria algunos recuerdos
sobre muchos de los egresados

Sofia Mata, con su andar despacio, tenaz,
luchaba por los pacientes, hasta verlos curados.
Sus historias con una letra muy pequefia, anotaba
todo, “por si las moscas”, especialmente lo que
se decia en la revista.

Marisol Sandoval, muy seria, buena internista,
con su sonrisa como la Mona Lisa hacia que
fuera dificil adivinar qué pensaba. Ahora es una
exitosa docente en la Universidad de Oriente en
Ciudad Bolivar, para orgullo del posgrado.

Las chicas de Valencia: Heidi Mago, Zenaida
Castillo, Milvida Castrillo y Cristina Royero,
apuradas para salir temprano los viernes y
regresar los lunes casi de madrugada, su
rendimiento fue excelente, ahora cada una esta
enlas posiciones que escogieron, en la docencia
y salud publica, éxito, y ati Heidi, luchay llegaras
lejos, para esotienes una buena formacion. Exito
amiga.

Deyanira Puche fue la primerisima, muy
querida por los pacientes y las enfermeras, los
compaferos de otros posgrados la llamaban “la
doctora del pueblo”, bienvenida, cosecharéas lo
que siembres.

Elia Sanchez, muy colaboradora, a veces con
lagrimitas, pendiente de todo, hasta de los
cumpleafios. Recuerdo los dulcitos que traias,
con mucha frecuencia.

Mario Rivera, muy formal, cuestionador, ahora
padre de unos morochitos, que han hecho que
sea mas carifiloso y muy amigable.

Ramiro Torrealba, el gran protector de Maria
Eugenia, buen amigo.

Francisco Pérez, acelerado, siempre temeroso
de ir a la cafeteria. Y Maria Eugenia lo protegia.

Astrid Ortiz, trabajadora, formal, respetuosa,
ahora es una gran amiga.

Rafael Silva, también formal y muy sensible
con el idioma, le costé entender algunos
venezolanismos.

Ana Maria Gonzalez, calladita, a paso lento, a
veces se ruborizaba, ahora excelente microbio-
loga e infectéloga.

Nedda Millan, German Angeli, Carlos Coraspe
y otros reciban un fuerte abrazo.

Maigualida Khalil, buenainternista, estudiosa,
generosa, es gran amiga.

Marjorie Rasmeyn siempre protestando,
comunicativa y estudiosa, ahora es docente en
Coro.

Félix Arias, vas por buen camino, recuerda
que no es facil el éxito en poco tiempo.

A Carmen Blasco, con su cara muy seria,
trabajadora, preocupada por los pacientes, que
Dios te cuide.

Nuevos residentes, Maribel Morillo, Rosalbina
Chacon, Orlando Jiménez, Jair Vargas, Novella
Rojas, Marbellys Hernandez y Jorge Riera,
reciban mis mejores deseos, sigan por el camino
del éxito y recuerden que a veces cuesta sudor y
lagrimas.

Alos que no estan con nosotros, que estan en
el exterior como Harrys Torres, Yannoacellys
Febres y Miriam Becerra, les deseo todo el
bienestar del mundo, los quiero mucho.

Para José David Contreras una oracion a Dios,
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y gracias por haber pertenecido a nuestro
posgrado con tanta excelencia.

Otros egresados reciban mi caluroso abrazo:
Teresa Plata, Beatriz Gonzalez, Jocays Caldera,
Irene Vasquez, Maria Eugenia Guzman, ya estan
en el area de la docencia, tremenda respon-
sabilidad, pero sé que lo haran bien.

Paratodosles deseo que enlo que emprendan
sean exitosos.

Historia del Servicio de Enfermedades
Infecciosas del HUC

El Servicio de Enfermedades Infecciosas del
Adulto del HUC ha sido una parte importante en
mi vida profesional. Comencé en 1976 y fui jefe
de servicio desde 1981 hasta el aflo 2000. El dia
que finalicé mis actividades como Jefe, fue un
dia muy especial. En ese momento fui presa de
muchos sentimientos, no es posible precisar
cuanto se hizo y cuanto se dejo de hacer...

Sentimientos agradables y otros con un dejo
de tristeza, la sensacion de que lo hubiera hecho
mejor si hubiera contado con la experiencia ahora
vivida.

Recuerdo mis comienzos: a Hernan Paublini,
en sus largas revistas y el analisis de los casos,
con acierto, su caracter apacible, que persiste
hasta ahora, un buen médico; lo puedo considerar
un amigo, gracias Hernan por tu amistad.

Al Servicio de Infectologia debo todo mi sentir,
mi vida académica y parte de la de médico, ya
iniciada como estudiante del posgrado de
medicina interna y luego docente del mismo,
como Coordinadora, bajo la direccion del Dr. H.
Benaim Pinto. Paralela a mi actividad, era
docente en la Céatedra de Microbiologia de la
Facultad de Medicina, que me llené de
experiencia, ahi dejé grandes amigas y muchos
conocimientos y experiencia, puedo decir son las
bases de la infectologia.

Para concretar mis suefios tuve ayudas, en
primer lugar de los miembros del Consejo
Directivo de este Hospital y algunos Jefes de
Servicio como el Dr. Rafael Di Prisco, para ese
momento Jefe del Servicio de Dermatologia, quien
me alentd y me valoré para aspirar a concursar al
cargo.

Al comienzo y con poca experiencia de jefe,
me dediqué a trabajar, a planificar, primero sola
y luego con la compafia de la Dra. Marisela
Silva, quien habia egresado del posgrado de
medicina interna, ordenada como siempre,
colaborando activamente en todo lo relativo al
proyecto de la formacién de Recursos Humanos
en Enfermedades Infecciosas.

Marisela tuvo una importante participacion,
amable, comunicativa, conté con ella en todo,
siempre la recuerdo con su andar esbelto por
todos los pasillos del servicio, con su entusiasmo,
Marisela habia sido nuestra alumna en el
posgrado de medicina interna. Marisela, eres
parte de esta historia.

Luego forman parte del equipo la Dra. Libia
Henao y el Dr. Pedro Navarro.

Libia, venia de Filadelfia, quejandose de todo,
de la falta de limpieza, de las labores
administrativas, andando por el servicio con sus
tacones altos y su cartera del mismo color, parecia
el titulo de una obra de teatro, con sus ufias
largas, color rojo, muy bonitas, recuerdo a Libia
viajando al IVIC de donde traia informaciéon nueva,
convenciendo a los residentes para que también
lo hicieran. De alla traia informacion de laminina,
de adhesinas, de corneocitos y preocupada por
la aparicion malignocitos. Siempre apurada,
parecia que tenia el sindrome de piernas
intranquilas. Todoste lo agradecen, los pacientes
y los que fueron tu alumnos aln méas. Un abrazo
Libia.

Pedro Navarro, recién llegado de EE.UU,
preocupado por los parasitos, la salud publica y
su actividad gremial. Actualmente es un docente
muy preocupado, siempre pendiente del presente
y futuro de sus colegas, un amigo muy cordial.
Pedro, vas por buen camino.

Asi pasa el tiempo. La aprobacion del
posgrado llega en 1984, luego de superar
diferentes trabas y dificultades.

Se necesitaba mas personal, ésta es larazén
por lo que llegan Ana Maria Céaceres y Ana
Carvajal.

Ana Maria, siempre con problemas con el
carro, el telefonito. Su analisis cuidadoso de los
casos clinicos es admirable. Siempre sonriente
y muy respetuosa con el personal y con sus
alumnos. Ana Maria, has crecido enormemente
en capacidady envoluntad de servicio, no tendria
inconveniente en ser tu paciente. Recibe de mi
parte mi gran afecto y que encuentres un carro
eterno.

Ana Carvajal, recién egresada, entra al servicio
con pasos firmes, preocupada por todos, los
pacientes, los residentes y hasta del dia de pago.
Su capacidad va en aumento, ya esta a punto de
terminar otro posgrado. Siempre con su sonrisa,
sus pacientes la quieren mucho, y estan
permanentemente detras de ella. Anarecibe un
fuerte abrazo.

En 1989 llega la Dra. Adayza Figueredo,
también recién egresada, trabajadoray estudiosa,
ordenada y con sus conocimientos siempre en
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aumento. Como Coordinadora lo ha hecho muy
bien. Saludos, Adayza.

Vienen los cuatro mas jévenes:

Napoledn Guevara, muy buen internista, llega
desde Mérida, muy formalito. Los residentes lo
aprecian mucho, lo nombraron su padrino,
siempre va por los caminos de la ciencia, sus
pacientes con SIDA lo persiguen y lo quieren, es
amable, formal, con su celular pegadito de la
misma forma que Ana Maria, haces muy bien las
labores que se te encomiendan. Te agradezcotu
apoyo y tu respeto.

Carolyn Redondo, llega en 1994, viene de
Boston, trabajadora, estudiosa, pegada a la
computadora y también al teléfono. Eres parte
importante de nuestro equipo, siempre sonriente.
Por tu recto proceder y por tu actitud sincera te
auguro un brillante destino. Ahora eres Presidente
de la Sociedad de Infectologia, sé que lo haras
bien, ya tus alumnos te nombraron su madrina.
Recibe un fuerte abrazo y mi apoyo en todo lo
gue emprendas.

Llegamos a Maria Eugenia Landaeta, siempre
entrando apuradita, para llegar a tiempo.
Recuerdo tu época de estudiante de Pregrado de
Medicina, gremialista, virtud o condiciéon que no
has perdido y que te admiro, y te apoyo, he
observado tu objetividad y tu lucha por la
comunidad médica. Te dedicas a la Sociedad
Médica y a la de infectologia, te deseo éxito,
pues eres capaz, tienes un buen corazén y Dios
te guiara.

Al final, otro internista que viene de Mérida,
Martin Carballo, es argentino de nacimiento, un

gran pais, sé que posees lo bueno que tienen los
argentinos que salen fuera de su patria. Te
comunicas bien, pero se te peg6 el andino en tu
seriedad, muy estudioso, con tu mirada incognita,
que hay que adivinar ¢qué piensas? Este es tu
servicio y si encuentras piedras en el camino
éstas seran de la buena suerte, éxito Martin.

A Gladys Sojo, nuestra eterna enfermera,
consejera, objetiva, amiga comunicativa,
preocupada por la buena marcha de los
residentes, recibe mi afectoy mis buenos deseos.
Que Dios te proteja.

Al resto de las enfermeras Lila Abreu, Irma
Vivas, Marlene Canelén y las demas, les
agradecemos su participacion en las labores
encomendadas.

A los psiquiatras y psicélogos les damos las
gracias por su participacion en cada momento
que los requeriamos, dificil labor, muy bien
cumplida, a veces estimuladora en situaciones
complicadas. Adelante amigos.

Belinda Alvarez, Dios esta contigo, luchadora.

A Jean Pitteloud, calladito, pegado a su
computadora, produciendo material apreciado y
al cual todos nos es de gran utilidad. Gracias JJ.

A dos de las secretarias; Maria Rodriguez y
Yusmari Sobil siempre trabajando, admirables,
siempre soportandonos. Gracias y abrazos,
chicas.

A esta familia les digo que aunque esté de
salida, seran siempre los mismos para mi y
estaran en mi corazon para toda la vida, les
deseo éxito y suerte a todos, alumnos,
compaferos y amigos. Que Dios los bendiga.
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