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Nota del editor

1 Premio Nacional de Ciencia y Tecnologia

“Clodomiro Picado Twight” se otorga a los

mejores trabajos de investigacion original que

realicen y den a conocer, individualmente o
en forma colectiva, ciudadanos costarricenses en los
campos de la investigacion cientifica y de la investigacion
tecnologica.

El pasado mes de agosto este premio fue estregado a cuatro
investigadores costarricenses: tres de ellos pertenecen al
campo de la microbiologia y decidieron compartir sus
trabajos en este numero de la revista; en ellos describen
las investigaciones realizadas merecedoras del galardon.

La Dra. Eugenia Corrales Aguilar, coordinadora y
profesora asociada de la Facultad de Microbiologia de
la Universidad de Costa Rica e investigadora del Centro
de Investigacion de Enfermedades Tropicales (CIET),
compartié el premio en Tecnologia con la Dra. Tatiana
Trejos Rodriguez, del Departamento  de Quimica
Analitica del Laboratorio de Ciencias Forenses de Costa
Rica.

El articulo de la Dra. Corrales, ademas de describir
una metodologia para medir la activacion de receptores
FCgamma, como su titulo sefala, «serd sumamente util
para la definicion de nuevos correlatos de proteccion
inmune y en el disefio de anticuerpos IgG para el uso en
la terapia clinica.»

La Dra. Laura Monturiol Gross, investigadora del
Instituto Clodomiro Picado y docente de la Facultad de
Microbiologia de la Universidad de Costa Rica, y el Dr.
Elias Barquero Calvo, investigador del Laboratorio de
Bacteriologia de la Universidad Nacional y profesor del
CIET, compartieron el premio en Ciencia.

El trabajo realizado por la Dra. Monturiol describe
el modo de accion de la fosfolipasa C de Clostridium
perfringens, principal factor de virulencia de esta bacteria
que causa gangrena gaseosa. El conocimiento de estos
mecanismos abre el campo a nuevas investigaciones
orientadas a desarrollar estrategias terapéuticas dirigidas
a reducir el dafio en los tejidos de los pacientes afectados
por la gangrena.

El trabajo del Dr. Elias Barquero aporta un gran
conocimiento, no solo sobre Brucella, sino también acerca
de la regulacion del sistema inmune adaptativo por los
neutrdfilos durante la brucelosis y la cronicidad de esta
infeccion en muchos casos.

Solicité personalmente la colaboracion a la Dra.
Monturiol y al Dr. Barquero. A la Dra. Corrales le escribi
a Alemania, donde se encontraba investigando. Los tres
inmediatamente aceptaron colaborar en este numero y
admiré el entusiasmo con que hablan de su trabajo y el
uso de un lenguaje que se puede entender con facilidad.
Todos han resaltado que ha sido un trabajo en equipo y
reconocen el apoyo y colaboracion de sus compaiieros.
Quiero agregar que conoci a tres personas especiales que
en poco tiempo cada uno por su cuenta, me di6 catedra
de calidad humana ademas de un gran conocimiento
cientifico y enamoramiento por lo que hacen. Eso los hace
doblemente ganadores y merecedores de ese premio.

El cuarto articulo fue realizado por dos grandes
investigadores, el M. Sc. Michael Zidiga y la Dra. Ana
Cecilia Rodriguez, que presentan una revision cuidadosa de
los diferentes métodos moleculares para el estudio del virus
del papiloma humano con que se cuenta en nuestro pais.

El trabajo del Dr. Roger Soto Palma es uno de los primeros
trabajos sobre mercadeo en Banco de Sangre que se ha
publicado en Costa Rica; describe las herramientas y las
estrategias convenientes para el reclutamiento de nuevos
donantes de sangre y lograr la permanencia de los que ya
han donado.

Por ultimo, se presenta un caso clinico que describe el
primer aislamiento de la bacteria Granulicatella adiacens
en el Hospital San Rafael de Alajuela, los métodos de
laboratorio utilizados y la evolucion del paciente.

Creo que terminamos este afio y cerramos este volumen
con un aporte muy valioso para todos nuestros lectores,
quienes como siempre recuerdo, son la razon de ser de esta
revista. 4

Dr. Gabriel Muiioz-Cernadas

Editor jefe
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Una metodologia para

medir la activacidon de los receptores
Fcgamma humanos y sus aplicaciones

Resumen:

La respuesta inmune mediada por 1gG es crucial en
la defensa antiviral y es utilizada para el diagndstico
seroldgico de las infecciones. Los receptores Fcgamma,
que reconocen la regidén Fc de las IgG, se diferencian
entre si por sus distintas afinidades para unir IgG, su
preferencia de unidn a ciertas subclases de 1gG, su patrén
de expresion en las células inmunes y por la gran variedad
de mecanismos de eliminacién de patégenos. Determinar
su activacion in vitro es de suma importancia, pero
técnicamente es muy dificil. Por lo tanto, se establecid
una nueva metodologia para medir los anticuerpos
antivirales tipo 1gG capaces de activar los receptores
Fc gamma del hospedero de una forma individual. Esta
metodologia consiste en la cocultivacion de células blanco
infectadas decoradas con anticuerpos IgG inmunes junto
con células del hibridoma murino BW5147 que expresan
establemente en su superficie receptores quiméricos.
Estos receptores quiméricos estan formados por el
dominio extracelular de los receptores Fcgamma humanos
fusionados con los dominios transmembrana e intracelular
de la cadena zeta del CD3 murino. Su activacion por
medio de complejos inmunes, formados en la superficie
de células blanco, resulta en la secrecion de IL-2 murina,
que es cuantificada facilmente con un ELISA. Se demostrd
una aplicacion universal utilizando células blanco
infectadas con diferentes virus: herpes simplex, Epstein-
Barr, citomegalovirus humano, sarampion y el virus
respiratorio sincicial o con células que expresan la gp120
del VIH-1. Concluyendo, se establecié una herramienta
novedosa, confiable y simple para cuantificar la activacion
de los receptores Fcgamma por medio de anticuerpos IgG.
Esta metodologia sera sumamente util para la definicion
de nuevos correlatos de proteccién inmune y en el disefio
de anticuerpos 1gG para el uso en la terapia clinica.

Palabras clave: anticuerpos, receptores Fcgamma, virus.

Eugenia Corrales-Aguilar'

Abstract:

IgG responses are crucial in antiviral defense and
instrumental for the serodiagnosis of infections. Fcgamma
receptors (FcgammaRs), which recognize the Fc-part of
1gG, differ regarding their IgG binding affinity, IgG subclass
preference, cellular expression profile and pathogen
elimination mechanisms elicited upon activation.
Assessing their activation in vitro is of fundamental
importance, but technically difficult. Therefore, a novel
assay for measuring antiviral IgG antibodies triggering
activation of individual host Fcgamma receptors was
established. The assay comprises the co-cultivation of
virus-infected target cells with immune 1gG antibodies
and mouse BW5147 hybridoma cells stably expressing
chimeric FcgammaR—-CD3zeta chain molecules consisting
of the extracellular domain of human Fcgamma receptors
fused to the transmembrane and intracellular domains of
the mouse CD3zeta chain. Triggering of the chimeric FcyR
receptors by immune complexes formed on the surface
of IgG-opsonized virus-infected target cells resulted
in FcgammaR activation leading to IL-2 secretion by
BW5147 cells, which was quantified as a surrogate marker
in an ELISA. Target cells infected with various human
pathogenic viruses including herpes simplex virus type 1
(HSV-1), Epstein—Barr virus (EBV), human cytomegalovirus
(HCMV), measles virus (MV), and respiratory syncytial
virus (RSV) or displaying human immunodeficiency virus-1
(HIV-1) gp120 evoke dose-dependent IgG responses
demonstrating the universal applicability of the assay.
Taken together, a new reliable and simple tool for
measuring antibodies triggering activation of Fcgamma
receptors was established. This assay will be instrumental
for defining novel correlates of IgG immunity and the
design of new therapeutic IgGs

Key words: Antibodies, Fcgamma receptors, viral infections.

Articulo recibido el 26/10/2015, aceptado para su publicacién el 28/10/2015
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os anticuerpos IgG son fundamentales para

la defensa antiviral y son ampliamente

utilizados para el diagndstico serologico de

las infecciones”. Los anticuerpos IgG pueden
ejercer distintas actividades antivirales: en forma directa
al neutralizar las particulas virales, activar la cascada
del complemento, iniciar la fagocitosis o al funcionar
como complejo antigeno-anticuerpo que se unen a los
receptores Fcgamma para activar distintas células del
sistema inmune®?. Por lo tanto, los receptores Fcgamma
tienen un papel esencial, ya que conectan los mecanismos
de defensa humoral con los mecanismos de la defensa
celular.

En el ser humano se pueden encontrar tres diferentes
receptores tipo Fcgamma especificos para IgG:
FcgammaRI  (CD64), FcgammaRIlI (CD32) vy
FcgammaRIII (CD16); estos receptores son expresados
constitutivamente en células linfohematopoyéticas
como cé¢lulas NK, monocitos, macrofagos y células
dendriticas“®. A través del reconocimiento del complejo
antigeno-anticuerpo, se inician distintas funciones
inmunes: fagocitosis, endocitosis, citotoxicidad celular
mediada por anticuerpos (ADCC), liberacion de
mediadores de inflamacion, regulacion de la activacion
de células B y activacion o inhibicion de distintas células
del sistema inmune®>. Debido a que la mayoria de las
células inmunes que expresan receptores Fcgamma son
células dificiles de obtener directamente desde la sangre
o de mantener en cultivo, que estas células ademas
expresan generalmente mas de un receptor Fcgamma
simultaneamente, que la expresion de los receptores se
ve alterada por citoquinas y que medir esa activacion es
sumamente compleja y dificil de realizar”'*and more
than 30 mAbs are already approved and in the market
place. Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
(ADCOQ), se establecié una metodologia para llevar a
cabo la medicion, individual y de una forma simple, de
la activacion de receptores tipo Fcgamma in vitro'®. Esta
metodologia es novedosa ya que permite el estudio de
una forma sistematica, sencilla y confiable la activacion
individual de estos receptores por medio de anticuerpos
dirigidos contra distintos antigenos virales o distintos
patogenos.

La metodologia consiste en la cocultivacion de células
infectadas pordistintos virus opsonizadas conanticuerpos
IgG respectivos junto con células del hibridoma murino
BWS5147 que fueron transfectadas para que expresaran
establemente receptores quiméricos: receptores que en
la parte extracelular estan constituidos por el dominio
proteico extracelular de los distintos receptores Fcgamma
humanos fusionados con el dominio intracelular de la
cadena zeta del receptor CD3 murino"'® (Figuras 1A'y
1B). La activacion del receptor quimérico por medio de

la region Fc del anticuerpo IgG, que a su vez esta unida
con su antigeno (Figura 1C), resulta en la secrecion de
IL-2 murina, esta es cuantificada en el sobrenadante
como un marcador reportero de la activacion del receptor
Fcgamma humano (Figura 1D)'® mediante un ELISA.

Esta metodologia ya fue probada, en otras
investigaciones, contra distintas células infectadas
con los virus del herpes simplex 1 (VHS-1), el virus
del Epstein Barr (VEB), el citomegalovirus humano
(CMVH), el virus del sarampion, el virus respiratorio
sincicial (VRS) y células que expresan la gpl20 del
virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1)19,
Ademas, fue probada con la utilizacion de anticuerpos
monoclonales, anticuerpos policlonales, suero humano
o anticuerpos comercializados para el uso terapéutico
contra una infeccion®. Por lo tanto, la metodologia
es aplicable universal y ampliamente siempre y cuando
se tenga un anticuerpo tipo IgG y su blanco antigénico.
Ademas, correlaciona con la medicion de la activacion
mediada por células del sistema inmune (NK) por
medio de anticuerpos, proceso denominado ADCC o
citotoxicidad celular mediada por anticuerpos®.

La metodologia establecida ya fue aplicada para
diferentes investigaciones:

1. Se utiliz6d para estudiar sistematicamente el papel de
dos glicoproteinas codificadas por el citomegalovirus
humano (HCMV), la gp68 y la gp34@*2 ) en la
evasion de la activacion de los receptores Fcgamma
del hospedero®+? (Figura 2). Este articulo es la
primera evidencia en el contexto del HCMV de
evasion inmune de la respuesta contra los anticuerpos
y sienta las bases para el estudio de dos glicoproteinas
mas que también unen Fcgamma (Mercé-Maldonado,
et al., manuscrito en preparacion y tesis de doctorado
finalizada) y el estudio, ademas, en el contexto del
citomegalovirus murino, para lo cual si se pueden
realizar estudios in vivo (Ehrhardt, et al., manuscrito
en preparacion y tesis de doctorado en curso). La
inhibicion de la IgG antiviral se refleja en la clinica
con la poca efectividad que tienen las preparaciones
de anticuerpos terapéuticas utilizadas en mujeres
embarazadas para prevenir la enfermedad congénita
producida por este virus®

2. Permiti6 el estudio en su respuesta antiviral mediada
por anticuerpos contra el HCMV vy el virus del
sarampion de una cohorte de donantes sanos en el que
se definieron los anticuerpos por medio de cualidades
antivirales: aquellos que son detectados por ELISA
(IgG total), aquellos que neutralizan el viriéon o
aquellos que son capaces de activar individualmente
algun receptor Fcgamma en especifico. Con esto
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Figura 1: Metodologia para medir la activacion de los receptores Fcgamma humanos (A) Representacion esquematica de los
receptores Fcgamma-zeta quiméricos. El dominio extracelular de los receptores humanos Fcgamma (en blanco) fueron fusionados
con el dominio de transmembrana (gris claro) y el moédulo intracelular responsable de la sefializacion de la molécula CD3 zeta
murina (gris oscuro). (B) Deteccion por medio de citometria de flujo de la expresion de los receptores gamma quiméricos en las
células transfectantes reporteras. (C) Representacion esquematica del principio de la metodologia. Tras la union del receptor
Fcgamma quimérico por medio de complejos inmunes presentes en la superficie de la célula infectada, se produce una activacion
del receptor que resulta en la secrecion de IL-2 murina, que es medida con un ELISA. (D) Experimentos de activacion especifica
de los receptores Fcgamma quiméricos utilizando anticuerpos monoclonales dirigidos contra el dominio extracelular de los
receptores Fcgamma: comprobacion de capacidad especifica de sefializacion. El anticuerpo de cabra contra raton fue adsorbido
sobre la placa. Tras bloquear la superficie y lavar los anticuerpos no unidos, se agregaron anticuerpos de raton monoclonales
especificos contra el receptor Fcgamma humano CD16, CD32 y CD64. Como control negativo, se utilizé un anticuerpo contra
CD99. Tras la incubacién y el lavado de anticuerpos no unidos, 200 000 células tranfectantes reporteras BW:FcgammaR-zeta
fueron agregadas a cada pocillo. La secrecion de IL-2 murina fue medida por un ELISA 16 horas después de la incubacion a 37°C
en atmosfera de 5% CO2. Tomado de Corrales-Aguilar ez al. 19.

Figura 2: Figura 2: Los receptores virales Fcgamma gp68 y gp34 codificados por el citomegalovirus humano interfieren con
la activacion de los receptores humanos Fcgamma quiméricos. Fibroblastos humanos fueron infectados por 72 horas por el
citomegalovirus humano AD169varL y por mutantes que carecen de cada uno de los receptores Fcgamma virales AD169varLDgp68
o Dgp34 o por una mutante que no expresa ningun receptor Fcgamma viral. Los fibroblastos fueron opsonizados con una
preparacion de anticuerpos (IVIG). Tras un lavado para eliminar anticuerpos no unidos, las células transfectantes reporteras
BW:FcgammaR-zeta fueron agregadas y cocultivadas por 16 horas. La IL-2 murina fue medida con un ELISA (OD 450 nm).
Tomado de Corrales-Aguilar et al. (*.
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se defini6 un “perfil de respuesta IgG antiviral”
o “inmunograma” que puede llegar a ser 1util en
la definicion de nuevos parametros inmunes que
correlacionen proteccion contra patdgenos (Corrales-
Aguilar, et al., enviado a publicacion).

Entre las aplicaciones futuras de la metodologia esta en
el estudio de la respuesta humoral ante los virus de la
hepatitis B y C (Freiburg, Alemania) y en Costa Rica el
estudio la respuesta mediada por anticuerpos contra el
virus del dengue, uno de los mas importantes en salud
publica del pais®?, para elucidar finalmente cuél receptor
Fcgamma podria estar involucrado en el riesgo de padecer
formas graves o hemorragicas de la enfermedad®2%.
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Estudios sobre la via de trafico
intracelular y vias de senalizacion
activadas por la fosfolipasa C de
Clostridium perfringens

Laura Monturiol-Gross'

Resumen:

La fosfolipasa C de Clostridium perfringens (CpPLC),
también llamada toxina-a, es el principal factor de
virulencia de esta bacteria que produce la gangrena
gaseosa, una grave infeccion asociada a heridas
traumaticas o quirudrgicas. Los resultados, que fueron
reconocidos mediante el Premio Nacional en Ciencia
“Clodomiro Picado Twight” 2014, demostraron que la
CpPLC causa estrés oxidativo en un modelo de células
en cultivo y evidenciaron que las especies reactivas de
oxigeno (ROS) estan involucradas en su efecto citotéxico.
El tratamiento con diferentes antioxidantes disminuye
significativamente el dafio celular ocasionado por la
CpPLC. Ademas, se describieron las principales vias de
sefializacién intracelular mediante las cuales la CpPLC
genera las ROS que desencadenan la muerte celular.
Previamente se asumia que la CpPLC actuaba solo a nivel
de la membrana plasmatica, sin embargo, se demostrd
que esta toxina bacteriana debe ser internalizada en las
células para ejercer citotoxicidad. Se describid su via de
endocitosis y que la CpPLC activa vias de sefializacidn
involucradas en la generacién de ROS desde el interior
de la célula, asi como que la CpPLC induce dafio
lisosomal. En conjunto, estos resultados aportaron
nuevos conocimientos acerca del modo de accidn de esta
fosfolipasa C bacteriana, lo que podria llevar a desarrollar
estrategias terapéuticas racionales dirigidas a reducir el
dafno en tejidos que se da en pacientes con gangrena
gaseos.

Palabras clave: Clostridium  perfringens, toxina
bacteriana, fosfolipasa C, gangrena gaseosa, especies
reactivas de oxigeno, estrés oxidativo, sefalizacion
intracelular, trafico intracelular.

Abstract:

Clostridium  perfringens phospholipase C (CpPLC),
also called a-toxin, is the main virulence factor of gas
gangrene, a severe infection associated with traumatic or
surgical wounds. Results that earned the national price of
science “Clodomiro Picado Twight” 2014 demonstrated
that CpPLC causes oxidative stress in a cultured cell model
and provided compelling evidence that reactive oxygen
species (ROS) are involved in its cytotoxic effect. The
data show that antioxidants reduce cell death caused
by CpPLC. Furthermore; the main intracellular signalling
pathways that lead towards CpPLC’s ROS generation
and cytotoxicity were described. Previously, CpPLC was
considered to act only locally on cell membrane, however
the results showed that CpPLC requires internalization by
cells in order to generate cell damage. Its endocytic route
was described, the results showed that CpPLC activates
signalling pathways involved in ROS production from
inside the cells, and that CpPLC causes lysosomal damage.
Overall, results provide new insights about the mode of
action of this bacterial phospholipase C, which could lead
towards developing rational therapeutic strategies aimed
to reduce tissue damage in gas gangrene patients.

Key words: Clostridium perfringens, bacterial toxin,
Phospholipase C, gangrene gas, reactive species of oxygen,
oxidative stress, intracellular signaling, intracellular
trafficking
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ostridium perfringens es una bacteria gram

positiva, anaerobia, no movil y formadora

de esporas, que se encuentra ampliamente

distribuida en la naturaleza, en el suelo y en
aguas residuales, y forma parte de la microbiota del tracto
gastrointestinal de humanos y animales V. Esta bacteria es
la responsable de producir varias enfermedades, tanto en
humanos como en animales, entre ellas gangrena gaseosa,
intoxicaciones alimentarias, enteritis necrotizante y
enterotoxemia * Y. Las cepas de C. perfringens se
clasifican en cinco biotipos (A-E), basandose en la
produccion de cuatro toxinas extracelulares: la fosfolipasa
C (CpPLC) o toxina-a, la toxina-f, la toxina-¢ y la
toxina-t. El toxinotipo A de C. perfringens es el que esta
asociado a la gangrena gaseosa en humanos y es el que
produce CpPLC en mayor cantidad .

La gangrena gaseosa o mionecrosis por Clostridium es
una de las infecciones por gram positivos mas fulminante
de humanos ©. Estd asociada a la entrada de formas
vegetativas o esporas de C. perfringens en heridas o
traumas profundos, donde se generan las condiciones
anaerdObicas ideales para el establecimiento de la
bacteria, y donde puede secretar sus diferentes toxinas.
El tratamiento actual para casos de gangrena gasecosa
consiste en la remocion quirtrgica del tejido afectado,
y la administraciéon de penicilina y clindamicina
via intravenosa ¢ ®. Cuando los pacientes se tornan
bacterémicos, la mortalidad excede el 50% ©. A pesar
de los avances en medicina, la amputacion continta
siendo el tratamiento de eleccion para salvar la vida del
paciente con una gangrena gaseosa ya establecida .
Existe amplia evidencia de que la CpPLC es el principal
factor de virulencia de Clostridium perfringens en una
gangrena gaseosa. Mutantes de C. perfringens en las
cuales el gen estructural de la CpPLC, plc (o cpa), ha
sido inactivado y no producen la CpPLC, son incapaces
de causar mionecrosis en ratones ®.

La CpPLC es capaz de degradar fosfolipidos presentes
en la membrana plasmatica de células de mamiferos, lo
cual induce lisis celular @19, Sin embargo, a dosis bajas
las células expuestas a la CpPLC no sufren disrupcion
de membrana. Al hidrolizar fosfatidilcolina, la CpPLC
genera diacilglicerol, mientras que al ejercer su accion
esfingomielinasa produce ceramida. La generacion de
estos segundos mensajeros podria ocasionar dafio celular
como consecuencia de la desregulacién de procesos
de transduccion de sefiales © 9, El trabajo reconocido
mediante el Premio Nacional de Ciencia “Clodomiro
Picado Twight” 2014 consistié en estudiar el mecanismo
de accion de la CpPLC, principal factor de virulencia
de esta bacteria que produce gangrena gaseosa, a dosis
subliticas capaces de generar dafio celular.

En primer lugar se demostré que la CpPLC causa estrés
oxidativo en células en cultivo y que las especies reactivas
de oxigeno (ROS) que genera estan involucradas en su
efecto citotoxico V. A bajos niveles fisiologicos, las ROS
funcionan como ‘“mensajeros redox” de sefalizacion
y regulacion celular >, mientras que un exceso de
ROS induce modificacion oxidativa de macromoléculas
celulares, inhibe la funcion de las proteinas y promueve
la muerte celular 9. Los datos obtenidos demostraron
que diferentes antioxidantes reducen la muerte celular
causada por la CpPLC @Y, lo cual sirvio de base para
estudiar el uso de antioxidantes para el tratamiento de
gangrena gaseosa experimental, el cual fue efectivo en
reducir tanto el dafio muscular como la mortalidad en un
modelo murino (Y,

Ademas, se estudiaron las vias de senalizacionintracelular
mediante las cuales se estaba originando la produccion
de ROS en células tratadas con la CpPLC. Varias vias de
seflalizacion que controlan distintas respuestas celulares
pueden ser influenciadas por ROS, entre ellas la via
de las MAPK, la via de NFxB y la via de la PKC (9,
estas son importantes vias de sefializacion que regulan
respuestas en las células que van desde proliferacion,
sobrevida o muerte celular. Se demostré que la CpPLC
activa tanto la via de la proteina kinasa C (PKC), como
la via de ERK 1/2 y del factor de transcripcion NFkB,
y que, al inhibir cualquiera de estas vias, se previene la
produccion de ROS vy la citotoxicidad causada por esta
toxina bacteriana !9, Fue posible, entonces, elucidar las
principales vias de sefializacion intracelular involucradas
en el mecanismo de accion de la CpPLC para causar dafio
celular.

Existen diversas toxinas bacterianas que deben ser
internalizadas por las células para ejercer su mecanismo
de accion 7?2, Las células internalizan sustancias a
través de varios mecanismos, uno de ellos es mediante
endocitosis, la cual puede ser ampliamente definida
como la invaginaciéon de una porcion de la membrana
plasmatica y la formacion de vesiculas intracelulares
que contienen materiales que estaban en la membrana
plasmatica, o en el espacio extracelular @*2%.

Nuestro grupo de trabajo en el Instituto Clodomiro Picado
explord la posibilidad de que la CpPLC fuera endocitada
por las células. Los resultados demostraron que la
CpPLC es internalizada en células por un mecanismo
endocitico dependiente de dinamina ©». La dinamina
es una proteina que participa en la escision o corte de
las vesiculas que se estan formando en la membrana
plasmatica, para que sean internalizadas @29, Uno de los
mecanismos de endocitosis que dependen de dinamina
es a través de caveolas, las cuales son invaginaciones de
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la membrana plasmatica ricas en la proteina caveolina y
que se encuentran enriquecidas en las llamadas “balsas
lipidicas” que son microdominios de la membrana
plasmatica ricos en colesterol, glicoesfingolipidos,
esfingomielina, fosfolipidos saturados y proteinas
ancladas a glicofosfatidilinositol ¢”2%.

Las vias endociticas parecen llevar su carga hacia la red
endosdmica, que incluye endosomas tempranos, vesiculas
distribuidoras, y los endosomas tardios, los cuales se
fusionan con los lisosomas para formar endolisosomas
@), Los resultados demostraron que la CpPLC colocaliza
primero con caveolina tanto en la membrana plasmatica
como en vesiculas; y luego, colocaliza con endosomas
tempranos y endosomas tardios/lisosomas @ . Aun
mas, si se perturba la endocitosis de la CpPLC, ya
sea secuestrando colesterol de las balsas lipidicas,
inhibiendo la polimerizacion de actina, o inhibiendo a la
dinamina, se protege del efecto citotoxico de esta toxina
bacteriana @ . En el caso de la CpPLC, la inhibicién
de la endocitosis también previno la

activacion de la via de ERK 1/2 @9 lo
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cuya endocitosis ha sido demostrada, ya l—l—l endocilica

que tradicionalmente se ha considerado PKC MEK1/2 | *_

que estas toxinas actuan so6lo a nivel de L B
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Un resumen de las conclusiones \ ' ]

generadas en la investigacion “Vias de MFKE

trafico intracelular y de sefalizacion 4")

activadas por la CpPLC” se puede

observar en la figura 1. La generacion ROS

de nuevo conocimiento sobre esta

S
Membrana fin

fosfolipasa C bacteriana, tal como la
comprension del papel que cumplen las
vias de sefializacion involucradas en el
dafio celular que ocasiona la CpPLC,
podria llevar a desarrollar estrategias
terapéuticas racionales dirigidas a

Muerte Celular

reducir el extenso dafio celular que se
da en pacientes con gangrena gaseosa.

Figura 1. Modelo que describe el mecanismo de accion de la CpPLC en células Don Q para ejercer muerte celular a dosis
subliticas. Del lado izquierdo se muestran las vias de sefalizacion intracelular activadas por la CpPLC, las cuales generan la
produccion de ROS, que detonan la muerte celular. Del lado derecho se muestra la via de trafico intracelular de esta toxina
bacteriana y se observa que es dentro de las células donde la CpPLC activa la via ERK1/2, y asi induce dafio lisosomal que
participa en su efecto citotoxico. Abreviaciones: Especies reactivas de oxigeno (ROS), endosoma temprano (EE), endosoma tardio
(LE), proteina kinasa C (PKC), proteina kinasas reguladas por sefales extracelulares 1 y 2 (ERK 1/2), factor de transcripcion
NFkB (NFkB).
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Estudiando el papel de los neutréfilos
polimorfonucleares en la brucelosis

Resumen:

Las enfermedades infecciosas pueden clasificarse en dos
grandes grupos: las agudas y las cronicas. Las bacterias
que inducen cuadros crdnicos, son en general pardsitos
intracelulares que tienen tiempos de incubaciéon largos
y que no causan sintomas aparentes al inicio de la
enfermedad. Dentro de este segundo grupo se encuentran
las brucelas, bacterias que se replican durante largo
tiempo dentro de las células de su hospederoy que causan
abortos en los animales y brucelosis en los seres humanos.
El principal hallazgo de nuestras investigaciones fue
descubrir que las brucelas se comportan como patégenos
furtivos, capaces de pasar desapercibidos por el sistema
inmune innato. En este sentido, se descubrié que varias
de las estructuras de la superficie de las brucelas estan
modificadas. Lo anterior hace que estos microorganismos
sean “invisibles” para las células del sistema inmune
innato y por tanto no sean reconocidas. Esto les permite
instalarse, replicarse, expandirse y dispersarse antes
de que el sistema inmune adaptativo las reconozca.
Como los neutréfilos son la primera la linea de defensa
celular del organismo, estudiamos su papel durante la
brucelosis. Uno de los hallazgos fundamentales, es que
los neutrdéfilos no solo son incapaces de eliminar a las
brucelas, sino que su intervencidn ocurre de manera
inesperada en los momentos tardios de la infeccidn.
Especificamente, descubrimos que los neutroéfilos
intervienen negativamente en la regulacién del sistema
inmune adaptativo y que las brucelas inducen la muerte
prematura de estas células, mermando aun mas la
participacion de la inmunidad innata en la brucelosis.

Palabras clave: Brucella, inmunidad innata, neutrdfilos,
muerte celular

Elias Barquero-Calvo'

Abstract:

Infectious diseases can be classified into two groups:
acute and chronic. Bacteria causing chronic conditions
are generally intracellular parasites with long incubation
periods producing no apparent symptoms at the onset
of infection. Within this second group are Brucella
organisms. These bacteria replicate inside host cells and
cause abortions in animals and brucellosis in humans. The
main finding of our research was to discover that Brucella
behave as a stealth pathogen, able to go unnoticed by the
innate immune system. In this regard, we discovered that
a number of surface structures are modified in Brucella
organisms. This makes Brucella «invisible» to the cells
of the innate immune system and therefore not fully
recognized. This allows Brucella to colonize, replicate, and
disperse throughout the organism before the adaptive
immune system recognize them. Since neutrophils are the
first line of cellular defense, we studied their role during
brucellosisinfection. The main findings are that neutrophils
are not only unable to kill Brucella, but surprisingly they
participate later times of infection. Specifically, we found
that neutrophils are negatively involved in regulating the
adaptive immune system and that they induce premature
death of these cells, weakening the participation of innate
immunity in brucellosis.

Key words: Brucella; innate immunity, neutrophils, cell
death
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Introduccion

rucella, principalmente Brucella melitensis,

Brucella suis, Brucella abortus, Brucella canis,

Brucella ovis y Brucella ceti, son responsables

de una enfermedad en todo el mundo conocida
como brucelosis, que afecta a los seres humanos, asi como
los mamiferos domésticos y salvajes (V. El nicho replicativo
de estas bacterias corresponde al medio intracelular de
células animales @. Por esta razon, no es sorprendente que
las especies de Brucella estén estrechamente relacionadas
y compartan propiedades funcionales y estructurales con
otros parasitos intracelulares como: Bartonella, Rickettsia,
Anaplasma y Wolbachia. Asimismo, tienen una relacion
filogenética cercana con otros patégenos oportunistas
como: Ochrobactrum, Sinorhizobium y Agrobacterium,
todas estas bacterias con afinidad por células eucariotas
G4, Las especies del género Brucella son patdgenos
primarios de mamiferos con capacidad para invadir y
expandirse por el sistema reticuloendotelial del huésped
(Figura 1). En animales domésticos gestantes, tales como
bovinos, ovinos, porcinos, caprinos y caninos, los érganos
diana son la placenta y la glandula mamaria, siendo
el aborto el sintoma mas evidente de la brucelosis. En
consecuencia, es una enfermedad que tiene un importante
impacto economico por el sacrificio de los animales
infectados y las pérdidas de los animales abortados®.
Los seres humanos adquieren la bacteria principalmente a
través del contacto con animales infectados o por ingestion
de productos lacteos no pasteurizados ®. La brucelosis
en humanos se caracteriza principalmente por la fiebre
ondulante, artralgia y mialgia, y si no se trata, la bacteria
puede invadir ademas el corazén y el sistema nervioso
central ©. Las células huésped primarias en las cuales
Brucella se replica son monocitos (Mo), macrofagos (M¢)
y las células dendriticas (CD) (Figura 1); y en animales
gestantes, las células preferidas son los trofoblastos
placentarios ®. Durante el curso de la brucelosis estos
leucocitos mononucleares fagociticos son reclutados
en el sitio de infeccion, y son los principales efectores
contratados por la inmunidad adaptativa *®. Otras
células que fagocitan activamente a las brucelas son los
neutrofilos polimorfonucleares (PMN). Estos leucocitos
son las primeras células en detectar e internalizar Brucella
después de la invasion del huésped (Figura 1) @9, Sin
embargo, en contraste con lo que se ha observado en
otras células hospedadoras, las especies de Brucella no
son capaces de replicarse en PMNs V. Los pacientes y
los animales infectados por Brucella raramente muestran
neutrofilia 1>, Este fendmeno esta en armonia con la
baja respuesta proinflamatoria observada en las etapas
tempranas de la infeccion y la ausencia de signos de
endotoxemia o coagulopatias en los pacientes y en los

animales infectados con Brucella (Figura 1) (21419, Por
otra parte, se ha reportado un estado de neutropenia
en aproximadamente un tercio de los pacientes,
principalmente durante las fases crénicas de la brucelosis
humana (16,17)631 (69.2%, un hecho que se ha relacionado
con la eliminacion de PMNs infectados por Brucella por
parte de las células del sistema reticuloendotelial (Figura
1) 718 A pesar de estas caracteristicas clinicas notables
y el papel significativo de PMNs contra la mayoria de las
infecciones bacterianas, la funcién de estos leucocitos
en la brucelosis se mantuvo sin explorar durante muchos
aflos. En este articulo se presenta parte de nuestro trabajo
de investigacion, el cual ha consistido en estudiar el papel
de los PMNs en la brucelosis

La estrategia furtiva de Brucella

Una caracteristica particular de las bacterias del género
Brucella,es quelos PAMPs (del inglés, pathogen-associated
molecular patterns) se han modificado evolutivamente
de manera que no son fédcilmente reconocidos por la
mayoria de los PRRs (del inglés, pattern recognition
receptors), por ejemplo muchos de los receptores tipo
Toll y receptores tipo NOD (4192020 Al igual que en otras
a-protebacterias, la flagelina de Brucella tampoco es
agonista de TLRS (del inglés, Toll-like receptor 5) ®*.
De igual manera, las brucelas muertas, los fragmentos
de membrana externa (que contienen grandes cantidades
de lipoproteinas), lipidos de ornitina, lipopolisacarido de
Brucella (Br-LPS) y algunos polisacaridos relacionados,
inducen respuestas proinflamatorias bajas *¥. Finalmente,
el Br-LPS purificado de Br-LPS es un agonista muy pobre
del TLR4; la estimulacion de este receptor solamente
ocurre en concentraciones muy altas (100 a 500 veces mas
que las requeridas por el lipopolisacarido de Escherichia
coli) 2%, Todo esto indica que la mayoria de las moléculas
de superficie de Brucella no son PAMP poderosos, y por lo
tanto son activadores pobres de los PRRs.

Por otro lado, la membrana externa de Brucella funciona
también como un escudo que le brinda resistencia
contra diversas sustancias microbicidas ®>2¥ y a la vez
esconde algunos PAMPs por un periodo prolongado
antes de que estos sean reconocidos por ciertos PRRs
internos ?%?72®_Todas estas propiedades le permiten a la
bacteria evadir el reconocimiento temprano del sistema
inmune innato, dando oportunidad para que la bacteria
se pueda dispersar en el organismo hospedero antes de
que la inmunidad adaptativa se active de forma copiosa.
En este sentido, el comportamiento furtivo de Brucella
funciona como una "ventana inmunoldgica" para que
las bacterias puedan establecerse y "ocultarse" dentro
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de los tejidos del hospedero, un requisito esencial para
poder inducir infecciones cronicas de larga duracion.

El papel de los PMNs como moduladores de la
respuesta inmune adaptativa

Los PMNs son componentes esenciales del sistema
inmune innato para controlar las infecciones microbianas
y son los primeros leucocitos en ser reclutados en los
sitios de invasioén bacteriana ®. Aunque a los PMNs
se les reconoce principalmente por ser los efectores
celulares primarios durante la respuesta inmune innata
proinflamatoria, estos pueden desempefiar, ademas,
un papel en el control y modulacion de la inmunidad
adaptativa ©%3D,

En general, se han utilizado dos enfoques para estudiar
el papel de los PMNs durante las infecciones bacterianas
in vivo. La primera corresponde a modelos en los que se
estudia el comportamiento biolégico de PMNs in situ
por microscopia, siguiendo los patrones de migracion y
perfil durante la respuesta proinflamatoria, asi como su
activacion y la actividad bactericida. El segundo modelo
corresponde a la utilizacion de los ratones neutropénicos
utilizando productos quimicos, anticuerpos especificos
o mediante el uso de animales mutantes deficientes de
PMNs. El uso de ratones neutropénicos ha puesto de
manifiesto el papel fundamental que tienen los PMNs
en el control de infecciones bacterianas agudas tales
como las producidas por Streptococcus pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Salmonella enterica, Listeria
monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus
aureus y Legionella pneumophila 14333343536 g6lo para
por mencionar algunos de ellos.

El papel de los PMNSs en la respuesta inmune adaptativa
durante la brucelosis se investigo6 en ratones depletados de
PMN:ss utilizando anticuerpos monoclonales y en ratones
neutropénicos por mutacion 7. Sorprendentemente, la
ausencia de PMNs durante el curso de la respuesta inmune
adaptativa en la infeccion por Brucella se caracteriz6 por
la eliminacion bacteriana mas eficiente en los o6rganos
diana. Ademas, los ratones neutropénicos infectados
demostraron una reduccién en la inflamacién del bazo,
una infiltracién celular aumentada, un incremento en
la cantidad de Mo, M¢ y CD y una mayor activacion
de los linfocitos B y T en la sangre y en los 6rganos
infectados. Estos eventos fueron concomitantes con el
aumento de los niveles de IFN-y al inicio de la infeccion,
lo cual indica una balanza positiva hacia la respuesta
Thl sobre la Th2 (Figura 1): esto explica la eliminacion
mas eficiente de Brucella por parte de los ratones

neutropénicos ¢7. Parece, por lo tanto, que ademas de su
papel en la inmunidad innata en la infeccion bacteriana
aguda, los PMNs son capaces de modular e interactuar
con la inmunidad adaptativa durante las infecciones
bacterianas cronicas como en la brucelosis.

Brucella induce la muerte prematura de los
PMN

Anteriormente se describié que la presencia intracelular
de Brucella prolonga la vida e inhibe la apoptosis de
los Mo y los M¢ G349 No obstante, Brucella mata
prematuramente los PMNs humanos de una manera
dosis-dependiente (Figura 1). La muerte de los PMNs
es concomitante con la liberacion de Br-LPS dentro de
las vacuolas fagociticas. Esta molécula y su lipido A
reproducen la muerte celular prematura de PMNs, un
fenomeno asociado a la baja produccion de citoquinas
proinflamatorias “Y. La muerte de los PMNs se aparta de
lanecrosis, apoptosis y NETosis clasica. El mecanismo de
la muerte celular de los PMNs esta ligado a la activacion
de la NADPH-oxidasa y a un modesto pero constante
aumento de mediadores ROS (del inglés, reactive oxigen
species) (Figura 1) ®. Sorprendentemente, este evento
es producido por su Br-LPS que es poco endotoxico,
especificamente por su lipido A. La muerte celular
prematura de los PMNs infectados por Brucella parece
ser iniciada después de la fagocitosis activa de la bacteria
y la subsiguiente liberacion intracelular de su Br-LPS.
Una vez dentro de los PMNs, el Br-LPS podria ser
transportado a los dominios de la membrana plasmatica
que contienenreceptores CD14 o a vesiculas intracelulares
unidas a receptores CD14 @), Estos hallazgos sugieren
un mecanismo para explicar la neutropenia observada
en la brucelosis cronica y revelan un nuevo mecanismo
por el cual Brucella es capaz de obstaculizar la funcion
innata de los PMNs. Ademas, podria ser que la muerte
de los neutrofilos infectados por Brucella sirvan como
vehiculos o "caballos de Troya" para infectar otras células
fagociticas como los M¢ o células CD sin promover la
activacion de estas.

Principales hallazgos del papel de los PMNs en
la brucelosis

El uso de modelos de ratones neutropénicos ha
contribuido en gran medida a determinar el papel de los
PMNs al inicio o durante la fase aguda de la infeccion
por Brucella. En primer lugar, se ha demostrado que
los PMNs no son esenciales en la lucha contra las
brucelas, ya que los ratones neutropénicos no mueren
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como consecuencia de la infeccion 4. En segundo lugar,
se demostro que durante el curso de la enfermedad,
los PMNs pueden disminuir la respuesta inmune
adaptativa contra la brucelosis (Figura 1). De hecho, los
ratones neutropénicos parecen eliminar la bacteria mas
facilmente como resultado de una mayor activacion de
la respuesta Th1 ¢7. En tercer lugar, el hecho de que los
PMNs infectados con Brucella mueran sin causar una
respuesta inflamatoria severa (Figura 1) “Y, propone que
estas células podrian funcionar como dispersoras de la
enfermedad (Figura 1), algo que ha sido previamente
descrito en otros patdgenos microbianos “43,
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Revisidon de los métodos moleculares para
la deteccidn del virus del papiloma humano
registrados en Costa Rica

Michael Zuniga-Rojas', Ana Cecilia Rodriguez-Céspedes"

Resumen:

El virus del papiloma humano (VPH) es causante del 5%
del cancer mundial; es el cuello uterino o cervical el sitio
anatémico mas afectado; la infeccion persistente con
alguno de los tipos oncogénicos del VPH es necesaria
para que se produzca el cancer cervical. El VPH también
se asocia con el cancer de vulva, vagina, pene, ano y
orofaringe. En Costa Rica, el cancer de cuello uterino
es el tercer cancer de mayor incidencia y el cuarto
en mortalidad. Los objetivos de este articulo son:
proveer un resumen de los métodos moleculares para
la deteccion del VPH autorizados en Costa Rica, realizar
una separacion segun sus principios, describir algunos
puntos importantes de cada prueba y mencionar ciertas
aplicaciones clinicas. El uso de técnicas moleculares para
la deteccidn del VPH tiene el propésito de identificar a las
mujeres con mayor riesgo de desarrollar cancer de cuello
uterino, con el fin de desarrollar nuevas estrategias de
tamizaje para la poblacién (independiente o en conjunto
con la citologia), y asi reducir los resultados erréneos y
gastos por procedimientos no necesarios. Dentro de los
ensayos moleculares, las pruebas de amplificacion de
acidos nucleicos son el estandar de oro para la deteccién
del VPH por su sensibilidad extremadamente alta, y por lo
tanto requieren pequeiias cantidades de ADN viral.

Palabras clave: Virus del papiloma humano, técnicas
moleculares, métodos de deteccion, genotipeo, Costa
Rica.

Abstract:

Human Papillomavirus (HPV) is the cause of 5% of global
cancer, being the cervix the most affected anatomic
site as persistent HPV infection with an oncogenic type
of HPV is a necessary cause for cervical cancer. HPV is
also associated with cancer of the vulva, vagina, penis,
anus and oropharynx. In Costa Rica, cervical cancer is
the third type of cancer in incidence and the fourth in
mortality. The objectives of this article are to provide
an overview of the molecular methods for detection of
HPV authorized in Costa Rica classified according to their
fundamentals, to describe relevant facts of each test
and to mention certain clinical applications. The use of
molecular techniques for the detection of HPV is intended
to identify women at increased risk of developing cervical
cancer, which aids the development of new strategies
for screening (independently or together with cytology),
reducing erroneous results and unnecessary expensive
procedures. Within the molecular assays, nucleic acid
amplification assays are the gold standard for HPV testing
and due to their extremely high sensitivity they require
only tiny amounts of viral DNA.

Key words: Human Papillomavirus, molecular test,
detection methods, genotyping, Costa Rica.
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Introduccion

os virus de papiloma pertenecen a la familia
Pavillomaviridae, la cual estd compuesta por
16 géneros diferentes y se han descrito mas
de 170 genotipos. Estos virus son especificos
de especie, tienen un tamafio de 50 nm, una estructura
icosaédrica compuesta por 72 capsoémeros formados
mayoritariamente por la proteina L1 y un genoma de acido
desoxirribonucleico (ADN). Los Virus del papiloma
humano (VPH) estan restringidos a ser hospederos en
seres humanos e infectan, principalmente, los epitelios
estratificados en mucosas o cutaneos y pertenecen a los
géneros alfa y beta. De estos géneros, el alfa incluye los
genotipos asociados con el desarrollo de tumores de la
mucosa en los seres humanos; y el beta, aquellos asociados
con el desarrollo de tumores cutaneos. Dentro de los
VPH alfa, se encuentran genotipos considerados como
de alto riesgo (VPH-AR) por su capacidad carcinogénica,
especialmente en el cuello del utero, y otros que causan
usualmente lesiones epiteliales no malignas (genotipos no
carcinogénicos). Los VPH-AR comprenden 13 genotipos
(VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 51, 56, 58, 59, 68). ¥

Se estima que el VPH es causante del 5.2% del cancer
a nivel mundial; es el cuello uterino el sitio anatdémico
mas afectado. El cancer de cuello del utero es el cuarto
cancer mas frecuente en mujeres a nivel mundial y para
que se produzca es necesaria la infeccion persistente con
alguno de los genotipos de alto riesgo. En otros sitios
anatomicos, la proporcion atribuida al VPH es variable:
cancer de vulva (69% casos estan relacionados con la
infeccion de VPH-AR), cancer de vagina (7.5 de cada
10 casos presentan VPH), cancer de pene (6.3 de cada
10 casos detectados tienen presencia del virus), cancer
anal (responsable del 91% de los casos de este cancer en
células escamosas) y cancer de orofaringe (este cancer
incluye la parte central de garganta, paladar blando,
amigdalas y base de la lengua; el 72% de casos detectados
representan el VPH). @

En Costa Rica, seglin estadisticas del 2012, el cancer de
cérvix es el tercer tipo de cancer de mayor impacto con
26.6 casos nuevos por cada 100 000 mujeres, superado
solamente por el cancer de piel (45.9 por 100 000) y el
de mama (44.1 por 100 000). Ademas, es el cuarto en
mortalidad (5.3 por cada 100 000 mujeres), lo que
conlleva a un estimado de un deceso cada dos dias. @

El descubrimiento del rol fundamental de la infeccion
por VPH-AR como factor etiologico del cancer de cuello
del utero ha generado, en las ultimas dos décadas, un
acelerado desarrollo de técnicas moleculares para la
deteccion de material genético del virus que permiten

su identificacion incluso por genotipo. Dada la
imposibilidad de poder cultivar el virus en el laboratorio,
el desarrollo de estas técnicas de deteccion ha permitido
avanzar en el conocimiento sobre el comportamiento
del virus y la historia natural de su infeccion en el ser
humano. En la actualidad, la citologia cervical continua
siendo el método mas usado para el tamizaje del cancer
cervical. Sin embargo, la inclusion de estas técnicas
moleculares como método de tamizaje para cancer de
cuello de utero permitira solventar problemas cronicos
de estos programas de tamizaje como son, entre otros:
el alto porcentaje de falsos negativos, la alta variabilidad
de resultados entre laboratorios para las citologias,
problemas para la deteccion de adenocarcinomas, la
poca especificidad para lesiones precancerosas en los
resultados de ASC-US (Atypical Squamous Cells of
Undetermined Significance) y la poca frecuencia en
el tamizaje por parte de las mujeres. Adicionalmente,
algunas de estas pruebas logran la identificacion del
tipo o tipos del VPH presentes (genotipeo) en una mujer
en particular, lo que permite una estratificacion mucho
mejor del riesgo para desarrollar cancer de esa mujer. ¢

Muchas son las pruebas de deteccion del VPH que se
han desarrollado a la fecha, y estas poseen distintas
caracteristicas y capacidades. Sin embargo, para que
un sistema de salud obtenga el mayor beneficio posible
de estas nuevas técnicas, la prueba que se seleccione
como método primario de tamizaje debe contar con
altos niveles de sensibilidad y especificidad, asi como
reproducibilidad *®. Los objetivos de este articulo es
proveer un resumen de los métodos moleculares para
deteccion del VPH autorizados en Costa Rica, realizando
una separacion segun sus principios, describir algunos
puntos importantes de cada prueba y mencionar ciertas
aplicaciones clinicas. Es de suma importancia, para
los microbidlogos quimicos clinicos y biotecnologos,
conocer las ventajas y limitaciones de cada prueba, con
el fin de poder escoger la mas apta para nuestro proposito
de estudio y nuestra realidad como pais.

Métodos moleculares parala deteccion del VPH

Debido a que el virus del papiloma humano no puede
propagarse en cultivos de tejidos, su identificacion se
basa unicamente en técnicas moleculares, las cuales se
fundamentan en el conocimiento de la doble cadena de
ADN (7900 pb), estructura de la capside y la organizacion
de sus genes .

En Costa Rica, el registro de las diversas técnicas
moleculares, para el uso clinico en la deteccion del
VPH, se debe realizar por medio del Ministerio de Salud
(informacion dada por la Dra. Gabriela Infante Herrera,
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del Departamento de Equipo y Material Biomédico,
correo electronico, 28 junio 2015). Segun el principio
de la técnica molecular, estas se pueden separar en tres
grupos (Figura 1):

1. Pruebas de hibridacion de acidos nucleicos o
hibridacion in situ (HIS)

2. Pruebas de amplificacion de sefial o de captura de
hibrido (SHC)

3. Pruebas de amplificacion de acidos nucleicos

fluctuacion hormonal afecta la exfoliacion de células del
cuello y vagina, lo que tiene consecuencias para determinar
la presencia/ausencia de ADN del virus ¢ influir en la
eficiencia de la deteccion del mismo, particularmente
cuando varios genotipos del VPH estan presentes en
diferentes concentraciones.

Por otra parte, los anticuerpos monoclonales son utilizados
para la localizacion microanatomica, lo que permite una
correlacion con los parametros morfologicos, resultando
un aumento en la sensibilidad y especificidad y la posible
colocalizacion con otro tipo de marcadores. Cuenta con

la desventaja de presentar diversas

Clasificacion de
Pruebas

de HPV registradas
en Costa Rica

tinciones con respecto al tipo de
corte y la cantidad de cortes que se
realizan en un tejido especifico. -1

Otra desventaja de las pruebas
HIS es que requieren de grandes
cantidades de ADN altamente
purificado, por lo que es de suma
importancia la estabilidad de la
muestra durante el transporte y
el almacenamiento, debido a que

el acido nucleico viral debe ser

preservado para evitar resultados
falsos negativos causados por la
degradacion de endonucleasas"?.
Ademas, se requieren idealmente

moléculas de tamailo completo, por lo
tanto no se puede hacer con cualquier

Figura 1. Diagrama de clasificacion de pruebas para la
deteccion del HPV registradas en Costa Rica

Pruebas de hibridacion in situ (HIS)

Las pruebas de hibridacion de acidos nucleicos o
hibridacion in situ son ensayos basados en el uso de sondas
radiomarcadas (is6topos) que hibridan especificamente
con el ADN intracelular del VPH. Actualmente, a
nivel mundial, no se comercializan kits para estas
pruebas, mas bien se utilizan protocolos y metodologias
bien establecidas, por lo que se requieren laboratorios
sofisticados con acceso a los reactivos necesarios y
personal calificado en técnicas avanzadas de laboratorio.
La sensibilidad es limitada, se ha reportado un 74-83%
en biopsias con grado histologico de infeccion por VPH
0 mayor (como grupo) y de un 35-44% para diagnoéstico
normal o cambios metaplasicos®.

El resultado de las pruebas de HIS puede variar
dependiendo del ciclo menstrual © 9, debido a que la

espécimen biologico (idealmente en
tejidos fijados en parafina).

Dado lo complejo de la prueba de HIS y la posible
alteracion de los resultados por factores externos a
los del laboratorio es que se han desarrollado pruebas
de amplificacion de sefial o amplificacion de acidos
nucleicos que permitan aumentar la sensibilidad asi
como la especificidad de la deteccion de ADN del VPH y
una alta reproducibilidad de los resultados.

Pruebas de amplificacién de seiial o de captura
de hibridos (SHC)

Estas pruebas se basan en la hibridacion de ADN-VPH
con sondas de ARN marcadas en solucion, las cuales
emiten sefiales no radiactivas. Tienen la ventaja de poder
incorporarse con mayor facilidad en los laboratorios y
no precisar de personal altamente calificado. Dentro de
las desventajas que presenta este tipo de pruebas es que
no permite la identificacion de genotipos especificos
del VPH (genotipeo) y el limite de deteccion es menos
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sensible que el de las pruebas de amplificacion de acidos
nucleicos.

Captura de hibridos 2 DNA Test (HC2)

La captura de hibridos 2 DNA Test es una técnica que
puede aplicarse con facilidad en los laboratorios, ya
que no requiere instalaciones especiales ni personal con
amplia experiencia en técnicas moleculares. Esta prueba
se basa en la hibridacion que utiliza sondas de ARN
complementarias a una secuencia comun de los trece
virus considerados de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68). Luego se realiza una captura
y deteccion del hibrido (ADN del VPH-ARN de la sonda)
con un anticuerpo conjugado con la enzima fosfatasa
alcalina y un sustrato, el cual reacciona con la fosfatasa
para la produccion de fotones que son medidos por un
luminémetro en unidad relativa de luz (RLU).(04!

Entre las limitantes principales de HC2 es su sensibilidad,
ya que se ha reportado una de 93.75% para la deteccion
de neoplasia intraepitelial cervical (NIC) grado 2
(NIC2) respecto a la prueba de COBAS!® y de 91.8%
para NIC3 con respecto a la Abbott Real Time!”, el
resultado obtenido (positivo o negativo a VPH-AR) y la
no distincién del tipo de virus detectado 3. En estudios
epidemioldgicos es muy importante conocer la presencia
de infecciones multiples, para identificar las posibles
asociaciones existentes entre una infeccion particular por
VPH-AR y el riesgo de progresion hacia diferentes grados
de severidad de las lesiones, lo que no puede demostrarse
con esta prueba, ya que solamente indica la presencia
del VPH (13 genotipos detectables), mas no asi a cual o
cuales corresponde (genotipeo). Ademas, esta prueba no
cuantifica la carga viral presente en la muestra, lo que
impide realizar analisis de riesgo de progresion de lesiones
segun carga viral.

La HC2, ademas, con alguna frecuencia, puede presentar
falsos negativos (afecta directamente la sensibilidad),
entre un 1 y un 8%, debido a cifras bajas de carga viral
del VPH (el umbral de deteccion es de 1 pg/ml que
corresponde a 5 900 genomas del VPH)®, a errores en la
manipulacion de la muestra o a la presencia de sustancias
que puedan interferir con la técnica (cremas antifungicas,
gel anticonceptivo, entre otras).*)

Por otro lado, algunos autores han demostrado reaccion
cruzada con genotipos del VPH no oncogénicos (6, 11,
26, 40, 42, 53, 66, 67, 71, 83, 84); aunque estos genotipos
pueden causar anormalidades celulares detectables
por citologia y llegar incluso a lesiones de alto grado
(principalmente NIC2, aunque pueden llegar a NIC3),
estas, escasamente, progresan a cancer.?>?3)

CareHPV

Debido al alto costo de la prueba de captura de hibridos
2, la Fundacion Gates y Qiagen crean una empresa
derivada entre los afios 2003-2007. Los primeros estudios
clinicos se llevaron a cabo en la India y China. El
objetivo era desarrollar una prueba rapida y econémica
para la deteccion de infecciones de alto riesgo asociadas
o no a lesiones precursoras del cancer uterino en regiones
de escasos recursos. Este método, llamado CareHPV,
consta de un kit de deteccion (captura de hibrido
quimioluminiscente) para ADN-VPH de alto riesgo, que
tiene la ventaja de estar disefiada para ser utilizado por
personas minimamente entrenadas, se puede realizar en
ambientes no estrictamente controlados, debido a que
cuenta con un rango de temperaturas flexibles, no requiere
equipo costoso y cuenta con su propia fuente de agua. 42>

La prueba CareHPV consiste en la captura rapida y
selectiva de ADN del VPH por medio de anticuerpos
unidos a perlas magnéticas, estos son detectados
utilizando una sefial quimioluminiscente. Permite la
deteccion de 14 genotipos del VPH, incluye los 13 de alto
riesgo y uno considerado potencialmente carcinogénico
(VPH-66). ©@® Esta prueba se considera superior a su
progenitora (HC2), tanto por el menor costo como por
su robustez en ambientes no controlados. Su principal
limitante es la sensibilidad, la cual es de 85.71% y de
91%, para NIC2+ y NIC3+, respectivamente, comparada
contra HC2 @9, Aunque la concordancia entre CareVPH
y HC2 es de 94.6%, se considera una limitante, ya que en
la actualidad las pruebas de concordancia son superiores
al 96% (GP5+/5+ PCR-EIA, qPCR E6/E7, Aptima, Cobas
4800) @7.

Larealizacion de la prueba CareHPV toma 2.5 horas hasta
obtener el resultado y esta automatizada solo parcialmente,
por lo que se pueden dar falsos resultados positivos por
errores de manipulacion. Esta disefiada para ejecutarse en
modo de lotes (placa de 96 pozos con controles negativos y
positivos), lo cual es un gran inconveniente para mantener
los costos bajos si se requiere hacer corridas con un menor
nimero de muestras. Finalmente, esta técnica no tiene
controles de contaminacion por arrastre, lo que puede
generar falsos positivos. ?7?

Pruebas de amplificacién de acidos nucleicos

Las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos se
basan en la multiplicacion de fragmentos de ADN a
partir de una secuencia diana de un gen, de este modo
proporciona muestras concentradas de una secuencia
genética especifica. Estas técnicas se caracterizan por la
alta sensibilidad y la posibilidad de conocer el genotipo
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especifico del VPH (genotipeo), asi como la deteccion de
infecciones multiples, lo que posibilita el seguimiento
de la persistencia de una infeccion en particular. No
obstante, también presentan desventajas como la
necesidad de contar con espacios adecuados, personal
con experiencia y alto costo de instalacion, factores que
limitan su incorporaciéon en muchos laboratorios.

XPERT HPV

La deteccion temprana de los oncogenes virales de
alto riesgo E6 y E7 es critica, ya que expresan las
oncoproteinas E6/E7 en las células cervicales, lo
que conduce a modificaciones del ciclo celular. Esta
expresion proteica propicia condiciones favorables
para la replicacion viral, lo cual se correlaciona con el
posible desarrollo del cancer cervical. XPERT HPV
es una prueba de PCR tiempo real multiplexado que se
dirige a los oncogenes E6 y E7 de 14 genotipos del VPH
incluyendo los de alto riesgo ?°3%. Se ha reportado una
sensibilidad del 90.8% para NIC2 o mayor comparado
con la prueba de HC2 y una mayor especificidad contra
Cobas (42.6% XPERT vs. 39.6% Cobas), lo que reduce la
aparicion de falsos positivos. ¢)

Esta prueba cuenta con la ventaja de obtener resultados
cualitativos en un periodo corto (60 minutos), pero a la
vez tiene la desventaja que no permite realizar genotipeo.
Otra ventaja comparativa es la posibilidad de correr
pruebas individuales, asi se eliminan retrasos asociados
con las pruebas en lotes y es totalmente automatizado,
lo que elimina los errores humanos @Y. Sin embargo, el
elevado costo del cartucho y los instrumentos necesarios
para la realizacion de la prueba siguen siendo una
limitacion importante para su adopcion generalizada. @

Cobas 4800 HPV

COBAS 4800 HPV es una prueba cualitativa
multiplexada in vitro para la deteccion del VPH por
medio de una amplificacion del ADN diana por reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) y la hibridacion de
acido nucleico para la deteccion de 14 genotipos, que
incluyen los VPH de alto riesgo en un Unico analisis.
Esta prueba permite identificar de forma individual los
tipos del VPH 16 y VPH 18, mientras que al resto de los
genotipos (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68) lo
hace en forma conjunta®*%, Una limitante de esta prueba
es que las muestras por ser analizadas por este método
tienen que ser conservadas en alguno de los siguientes
medios: Cobas® PCR Celular Coleccion Media (Roche
Molecular Systems, Inc.), PreservCyt® Solucion (Cytyc
Corp.) o SurePath® (no aprobado a la fecha en los EE.
UU.) (BD Diagnostics-TriPath).

Esta prueba posee uno de los porcentajes de sensibilidad
mas altos, del 90.8% (vs GenXpert) Yy del 98.3% (vs.
HC2)®% para NIC2 o mayor; ademas, de altos valores
de reproducibilidad intra e interlaboratorios (mayores
al 94%)643), Dentro de las ventajas de esta prueba es
que utiliza un cebador B-globina como control interno
para evaluar la calidad del espécimen e identificar las
muestras que contienen factores que inhiben el proceso
de amplificacion, lo que conlleva una disminuciéon de
falsos negativos por estas causas. Ademas, es facil de
usar, reduce los costos de mano de obra especializada y
tiempo de entrenamiento; sus resultados se obtienen en 4
horas y se presentan como resultados positivos, negativos
o no validos sin existir zona de resultado indeterminado
como en otras pruebas. Otra caracteristica importante es
que no tiene reactividad cruzada con VPH de bajo riesgo
cancerigeno. ¢339

Por otra parte, COBAS 4800 HPV es la primera prueba
genética para deteccion del virus del papiloma humano
aprobada por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de Estados Unidos (FDA, por sus siglas en
inglés) en mujeres mayores de 25 afios, y a ser utilizada
como método primario de tamizaje. La autorizacion
se ha basado en datos del estudio estadounidense
ATHENA, en el que participaron mas de 47 000 mujeres;
los resultados mostraron que una de cada 10 mujeres de
30 o mas afios que dieron positivo para los genotipos 16
o 18 en la prueba del VPH para COBAS presentaban
lesiones de NIC2 o mayor a pesar de que los resultados
de la citologia eran normales.®?

Digene HPV Genptyping LQ Test

Esta prueba fue registrada en el pais por Capris S.A.
como Digene HPV Genotyping LQ Test, aunque
actualmente se conoce a nivel internacional como
LMNZX Genotyping Kit GP HRG?- S¢basaenla hihridacion
inversa de los amplicones obtenidos por PCR del ADN
extraido de muestras clinicas por medio de una ADN
polimerasa (HotStarTaq Plus). Los amplicones biotinados
desnaturalizados, resultantes de la amplificacion de una
parte de la region L1 con los cebadores GP5+/6+, se
hibridan con sondas de oligonucledtidos especificas, que
se inmovilizan en microesferas (tecnologia xMAP). Cada
sonda de oligonucledtido se une a una microesfera de
color especifico, las cuales se detectan y se identifican en
un sistema de deteccion automatica de forma individual
(LiquiChip). Esta técnica detecta 18 genotipos del VPH
individualmente, por lo que es muy util en casos de
infecciones mixtas (VPH 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 53, 56, 58, 59, 66 , 68, 73 y 82). Ademas cuenta
con un control interno para la inhibicion de la PCR por
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medio de una beta-globina, con lo que se reducen los
falsos positivos. ¢839

Esta prueba tiene una sensibilidad del 96.1% y 98.2%
para NIC2 y NIC3, respectivamente, con respecto a la
prueba GP5+/6+ PCR-EIA (Diassay)®”. La especificidad
de la prueba Digene HPV Genotyping es alta; esta
se confirmé en un estudio en el cual se demuestra la
presencia de microorganismos del tracto anogenital
femenino en las muestras a pesar de lo cual no se redujo
la sensibilidad para detectar el VPH-AR. Ademas, posee
una reproducibilidad intra e interlaboratorio del 88%
y un grado de robustez bastante aceptable (x1°C para
temperatura de Amplificacion). ®>4)  La presencia de
sangre u otras sustancias potencialmente interferentes
(lubricantes vaginales, cremas antifingicas, talco,
analgésicos hemorroidales) no producen resultados
falsos positivos ni causa reduccion de la sensibilidad de
la prueba. “Y

La principal limitacion de esta prueba, al igual que las
anteriores pruebas de amplificacion de sefial de Qiagen,
es el alto costo de cada prueba individual, ya que esta
disefiada para ejecutarse en modo de lotes (placa de 96
pozos) y se obtienen resultados en 4 horas. Asi mismo,
el alto costo de diversos equipos especializados que
se requieren para poder realizarse en el laboratorio es
otra limitante (Thermomixer, LiquiChip, Microplato
calentador, Termociclador, entre otros).

Abbott Real Time HIGH Risk HPV

El PCR Real Time es una herramienta de diagnostico
fiable, sensible y especifica para la deteccion y genotipeo
del VPH especificos en muestras celulares. La prueba de
Abbott RT-HR-HPV es una PCR RT (GP5+/6+) in vitro
cualitativa, que se dirige a laregion L1 de 14 genotipos del
VPH entre los que estan los de alto riesgo u oncogénicos,
por medio de tecnologia de deteccion de ADN viral en
células cervicales recogidas en medios liquidos. Este
ensayo detecta, de forma simultanea e individualmente,
cada genotipo del VPH 16 y VPH 18 y de forma agrupada
los otros 12 genotipos (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66 y 68). @24

Esta prueba puede utilizar el equipo RT-PCR m2000rt
(totalmente automatizado) o se pude realizar la extraccion
de ADN de forma manual. En el proceso de RT-PCR se
utiliza el cebador modificado GP5+/6+ que consta de tres
cebadores directos y dos cebadores inversos disefiados
para hibridarunaregion de 150 bases del VPH. Las sondas
del VPH y de control interno (beta-globina humana) son
oligonucledtidos de ADN de cadena sencilla modificado
con un resto fluorescente unido covalentemente a un
extremo de la sonda y un extintor de fluorescencia en

el otro extremo, por lo cual solamente cuando se forma
un hibrido con secuencia complementaria se emite luz,
mientras que si no existe hibridacion, el extintor va a
suprimir la luz emitida por el extremo fluorescente. A
través de las distintas sefales, se puede reconocer el
VPH16, VPHI18, VPH-no-16/18 (incluye los otros 12
genotipos mencionados) y el control interno de forma
simultanea en una sola reaccion. ¢4+

Las ventajas de este método son la capacidad de detectar
la carga viral incluso en concentraciones muy pequefias
y posee un alto porcentaje de reproducibilidad. Ademas,
no muestra reactividad cruzada con otros tipos del
VPH de bajo riesgo ni reactividad no especifica con
otros microorganismos comunes en el tracto anogenital
femenino “#%. La prueba se valido oficialmente para
su uso con muestras cervicales recogidas en ThinPrep
PreservCyt, SurePath y Abbott CerviCollect Specimen
Collection Kit “4*); sin embargo, las muestras cervicales
recogidas en Qiagene Specimen Transport Media
(STM) también fueron aprobadas “”. Ademas de células
exfoliadas de muestras cervicales, puede detectar de
forma fiable e identificar los VPH especificos en el tejido
fresco, el tejido fresco congelado, y tejidos fijados con
formol y parafina o paraplast. “?

Se ha reportado una sensibilidad del 95.6% y 93.3%
para NIC2+ #4349 contra la prueba GP5+/6+PCR —EIA
y HC2, respectivamente; su reproducibilidad intra e
interlaboratorio es superior al 98%“); se asume que
los errores humanos se minimizan al maximo al ser
automatizada en su mayor parte.

Su principal desventaja es el disefio para correr la prueba,
debido a que debe ser utilizada en lotes de 96 muestras
y los resultados se obtienen en un lapso de 6 a 8 horas, y
va a depender del método utilizado para la extraccion de
ADN (44,46)

Kit HPV Direct Flow Chip

El Kit HPV Direct Flow Chip es un ensayo basado en
una membrana de oligonucledtidos para la deteccion
e identificacion de genotipos del VPH en muestras
cervicales. La prueba se basa en la amplificacion de
un fragmento de la region virica L1 mediante PCR
(amplicones biotinados), seguido de una hibridacion en
membrana con sondas especificas para el genotipeo del
VPH (dot blot inverso) mediante la tecnologia DNA-
FLOW. Esta permite diferenciar 36 genotipos del VPH
(6, 11,16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 44, 45, 51, 52,
53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 73,
81, 82, 84 y 89), por lo que lo convierte en un método
de genotipeo rapido y sensible para la deteccion de la
infeccion por el VPH.“®
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Esta tecnologia permite una uniéon muy rapida entre el
producto de PCR y su sonda especifica en un ambiente
tridimensional poroso, en contraste con la hibridacion
en superficie convencional. Una vez producida la
union, entre los amplicones especificos y sus sondas
correspondientes, la seflal se visualiza mediante
una reaccion inmunoenzimatica colorimétrica con
estreptavidina-fosfatasa y un cromégeno (NBT-BCIP) que
genera precipitados insolubles en la membrana en aquellas
posiciones en las que ha habido hibridacion. #%49

Dentro de sus principales ventajas se tiene que no requiere
la extraccion previa de ADN para el PCRy el corto tiempo
para obtencion de resultados (90 minutos); aunque tiene la
limitante de trabajar en lotes de 15 muestras (lo que limita
su uso a nivel macro o programatico)“’. Esta prueba tiene
la caracteristica de estar certificada por el OMS HPV
LabNEt Panel Proficiency 2011, como prueba con una
sensibilidad del 100% y especificidad para la deteccion
de todos los genotipos incluidos en el estudio; ademas, no
presenta reactividad cruzada entre los diversos tipos de
virus. 60

INNO-LiPA

Esta prueba se clasifica dentro de las técnicas in vitro
de hibridacion inversa y se basa en la coamplificacion
de la region de 65pb del gen L1 del VPH y el gen HLA-
DP1 humano (270pb) utilizando cebadores biotinilado
SPF10 para la hibridacion con sondas de oligonucle6tidos
especificos. Todas las sondas se inmovilizan como lineas
paralelas sobre tiras de membrana para la identificacion
de 28 genotipos diferentes del VPH (6, 11, 16, 18, 26, 31,
33, 35, 39, 40, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 66, 68,
69/71, 70, 73, 74 y 82). 4D

Esta prueba presenta una sensibilidad del 92.1% para
NIC2+ comparado con HC2 y una reproducibilidad inter e
intralaboratorio del 99% ©?. Ademas, es una de las pocas
pruebas que permite la toma de muestras con hisopos,
cepillos, tampones y lavado. INNO-LiPA constituye, por
ende, un método fiable para la identificacion del VPH y la
deteccion de multiples infecciones. Dentro de sus ventajas
estd la posible automatizacion del procesamiento por

medio del Auto-LiPA y la facilidad de la lectura visual.
(53,54)

Dentro de sus desventajas esta el que presenta una baja
sensibilidad para algunos genotipos cancerigenos como el
VPH 35, 39, 52, 56 y 59, y el posiblemente carcinogénico
VPH 66. Por otra parte, debido a lo laborioso para la
secuenciacion de varios subclones de plasmido, es que
no se recomienda en la practica habitual o en grandes

estudios epidemioldgicos, asi como por su alto costo por
muestra, ¢>657

Aptima HPV Assay

Aptima es una prueba que toma el ARN del VPH aislado
de células por medio de una reaccion en tubos AST
(Assay Speciment Transfer) que captan y amplifican
el ARN-VPH (oncogenes E6/E7). Esta reaccion se
detecta por la combinacién con reactivos que producen
quimioluminiscencia, por tanto, se mide con un
luminémetro para determinar la presencia de 14 tipos del
VPH en una muestra, incluidos los de alto riesgo (VPH 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45,51, 52, 56, 58, 59, 68 y 66). Ademas,
esta prueba tiene la opcion de genotipeo para los tipos VPH
16 y 18/45, proporcionando una ventaja de deteccion del
VPH 45, ya que muchas pruebas aprobadas por la FDA no
cuentan con esta genotipificacion.®%>

Esta técnica es la primera aprobada por la FDA en la que
se detecta el ARN mensajero de dos oncogenes virales del
VPH (E6 y E7). Al infectar la célula, estas oncoproteinas
interactiian con varias proteinas de la célula huésped (que
pueden inhibir o degradar), lo que lleva a la incapacidad
de la célula para inhibir la apoptosis y permitir la
reparacion del ADN. Por ejemplo, la proteina E6 provoca
la degradacion de la proteina p53 supresora de tumores,
lo que conlleva a un aumento de la tasa de mutaciones
aleatorias que pueden conducir a transformacion. E7, por
su parte, inhibe la funcion de la proteina Rb, que regula el
ciclo celular, la cual al inhibirse, también puede conducir a
la célula en un camino de transformacion neoplasica. Estos
hallazgos sugieren que los ARN mensajeros E6/E7 son
excelentes marcadores para la deteccion de la enfermedad
cervical subyacente y en desarrollo. 606162

La sensibilidad es de 96.3% para NIC2 con respecto a
HC26® y cuenta con una mayor especificidad que HC2
para NIC2, por lo que se recomienda tanto como prueba
de tamizaje primario o para clasificacion de citologias
anormales. Su reproducibilidad inter e intralaboratorio es
aproximadamente del 96% ©¥. Es importante reconocer
que esta prueba logra reducir en un 25% los falsos positivos
que se dan con pruebas de Citologia de base liquida y de
8% con pruebas basadas en ADN.®%

Esta prueba presenta ventajas en su procesamiento
debido a que un 90% es automatizado, y se obtienen los
resultados en 3.5 horas. Una desventaja que presenta es la
no diferenciacion entre el genotipo VPHI18 y el VPH45, ya
que su positividad puede darse por la presencia de uno o
ambos, pero se desconoce cual de los dos es el que esta
presente. Ademas, debe utilizarse alicuotas procesadas y



Rev. Colegio de Microb. Quim. Clin. Costa Rica, Volumen 21, N2 4, Octubre - diciembre, 2015  ISSN: 2215-3713

almacenadas en tubos AST de Hologic, los lubricantes personales que contienen polyquaternium 15 o medicamentos
antifingicos a concentraciones superiores a 0.025% y 0.075%, respectivamente, en la muestra, pueden interferir con
el rendimiento del ensayo.®*®

Cuadro 1. Resumen de métodos moleculares para la deteccién del VPH registrados en Costa Rica

Técnica
molecular

Proveedor

Clasificacion

Molécula
blanco

Principio

Aprobado

Deteccion

Genotipeo

Lotes /
Tiempo

Limitacion

Abbott Real
Time HR HPV

Aptima

Captura de
Hibridos 2

CareHPV Test

COBAS 4800

Digene HPV

Genotyping
LQ Test *

INNO-LiPA

Kit HPV Direct
Flow Chip

XPERT HPV

Prueba

16, 18, 31, 33,

Resultado

Tiempo para obtencién
resultado. La extraccién

Iy PCR Tiempo 35,39, 45, 51, 96 muestras
Abbott fnpllﬁcac@n ADN Real CE 52,56, 58, 59, 16,18 por lote/6-8 h manual ADN puede
acido nucleico acarrear problemas de
66, 68 Py
contaminacion.
Afectada por sustancias
16, 18,31,33 interferentes, no
Prueba P 1-250 g !
Hologic amplificacion ARNm a3 Re-ver.s,o FDA £, 8855, 8 16, 18/45 muestras por i Ie e VAR,
2 X Transcripcion 52, 56, 58, 59, solo usa AST para
4cido nucleico lote/3.5h X
66, 68 almacenamiento de
células.
16,18, 31, 33, Presenta falsos
Prueba de negativos, se afecta con
Qiagen amplificacién ADN SRR FDA K EE) (5 K, - D [NCETeE sustancias interferentes
8 pinca hibrido 52,56, 58, por lote/2.5 h ¢ J
de sefial reaccion cruzada con
59, 68 P
VPH no oncogénicos
Prueba de 115, 13, 210, 28, Pri)ss?;\tlzza:gs
Qiagen amplificacion ADN N EIEIES 5,585,458 —-e- 18 MEEES res:nta cont’roles de
& [P hibrido regiones | 52, 56, 58, 59, porlote/2.5h | P cont
de sefial contaminacion por
66, 68
arrastre.
Prueba . ), 163, B, K 24-96 Restringe medios de
Ry PCR Tiempo 35, 39, 45, 51, Iy 2
Roche amplificaciéon ADN FDA 16,18 muestras por | conservacion de células
acido nucleico el 57, 516, 513, 58 lote/4 h ara su analisis
66, 68 P :
16, 18, 26, 31,
Prueba 33, 35, 39, 45, Alto costo de equipos
A S 96 muestras .
Qiagen amplificacion ADN PCR CE --- 51, 52, 53, 56, or lote/4h especializados para
acido nucleico 58,59, 66, P realizar la prueba.
68,73, 82
6,11, 16, 18,
26, 31, 33, 35, Presenta una baja
Prueba de Reversa 39,40, 43, 20-48 sef15|b|I|dad p?ra
Innogenetics | amplificacién ADN line-blot CE - 6,68, 5, &, muestras por LB
de sefial 53, 54, 56, lote/3h (VPH 35, 39,52,56y
58, 59, 66, 59) y posiblemente
68, 69/71, 70, carcinogénico (VPH66).
73,74, 82
6, 11,16, 18,
26, 31, 33, 35,
39,40, 42, Necesita equipo
Master "r‘“.eb? , Microarray SH5CE, SEY, 15 muestras espgc1a|lzado para
Diagndstica amplificacion ADN ADN CE ---- 53, 54, 55, 56, or lote/1.5 h realizar la prueba.

E 4cido nucleico 58,59, 61, 62, 2 : Se deben correr 15
66, 67, 68, 69, muestras por lote.
70,71,73,81,

82, 84,89
16, 18, 31, 33
Prueba oo e Altos costos
. et 2 PCR Tiempo 35, 39, 45, 51, 1-80
Cepheid ?mpllﬁcac19n ADN Real CE 52,56, 58, 59, e (:.16 cartuchos e
4cido nucleico instrumentos.

66, 68
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Utilidad de las técnicas moleculares de deteccion
del VPH

Las técnicas moleculares descritas anteriormente son de
gran utilidad a nivel clinico para la deteccion del VPH, en
la prevencion y el control del cancer cervical. Es por ello
que actualmente se utilizan, cada vez con mayor frecuen-
cia, en los programas de tamizaje como método primario
para la deteccion y tratamiento de las lesiones precurso-
ras de cancer cervical. En programas que ain usan la
citologia como método primario de deteccion, se utilizan
las pruebas de deteccion de VPH-AR para la clasificacion
de mujeres con resultados citologicos equivocos (células
escamosas atipicas de significado indeterminado [ASC-
US]) o de baja calidad y en el seguimiento de mujeres con
resultados anormales en la citologia y en las que no se de-
tecta lesion en la colposcopia/biopsia. Otro de los gran-
des usos, independiente del método de tamizaje primario,
es en la prediccion del resultado terapéutico después del
tratamiento de NIC2+.

e Meétodo primario de tamizaje para los
precursores de cdancer cervical

Esta es, sin duda, la principal aplicacion de las técnicas
moleculares: la prevencion y el control del céncer
cérvico-uterino; es una prioridad en salud publica por su
alta incidencia y mortalidad. Las técnicas moleculares
ofrecen enormes ventajas técnicas y de flexibilidad
programatica en comparacion con la citologia . Sin
embargo, aun falta trabajo por realizar para lograr
obtener el mayor beneficio potencial de estas pruebas;
es necesario encontrar el método/prueba secundaria
que permita aumentar la especificidad programatica
(menor cantidad de mujeres referidas a especialistas), asi
como llegar a un consenso sobre el manejo de mujeres
con prueba de VPH-AR positivas en las que no se
logran visualizar lesiones que requieran tratamiento.
Idealmente, para obtener el mayor beneficio de salud
publica a nivel mundial, se deberia poder disefiar un
programa de tamizaje que utilice la determinacion con
VPH-AR como método primario, seguido de una prueba
secundaria que le confiera una especificidad aceptable
para realizar el tratamiento de forma inmediata.

e Confirmacion de citologias no concluyentes
ASC-USy LIEBG

Enlosprogramas detamizaje queutilizan lacitologiacomo
método primario, los resultados tipo células escamosas
atipicas (ASC-US) corresponden a un resultado incierto
que amerita revaloracion, debido a que un porcentaje
importante son positivos por VPH-AR y pueden
corresponder a lesiones de alto grado. Por esta razon, las

pruebas moleculares son aliadas en el diagnostico para
confirmar y lograr una mejor clasificacion del riesgo para
NIC2+ en mujeres con citologias con resultado ASC-
US. Por otra parte, la determinacion y genotipeo de los
VPH de alto riesgo permite, en el caso de las lesiones
intraepiteliales escamosas de bajo grado (LIEBG), la
identificacion de mujeres con mayor posibilidad de
desarrollar lesiones NIC2/NIC3.6¢67

e Fallas en la deteccidn de lesiones en
colposcopia de citologias anormales

La colposcopia es uno de los métodos secundarios mas
utilizados para la deteccion y tratamiento de lesiones
precancerosas en las mujeres, aunque no es el mas
confiable. Esto debido a que al ser un método visual
esta sujeto a la variabilidad intra e interpersonal para la
interpretacion de posibles lesiones precursoras y errores
a la hora de la toma de la biopsia. Ademas, solo puede
detectar las lesiones que son visibles (tamafio suficiente
y en el exocervix o area expuesta); es por ello que, en
mujeres en la posmenopausia, son mas frecuentes las
interpretaciones erroneas por la atrofia epitelial y el
desplazamiento de la unién escamocolumnar hacia
el interior del canal endocervical. En las mujeres
embarazadas se dificulta la interpretacion colposcopica
de las lesiones acetoblancas por el color violaceo de la
mucosa. 6%

Las técnicas moleculares nos ayudan a resolver cada
una de las situaciones anteriores con la deteccion de
VPH-AR, debido a que si la lesion fue erroneamente
interpretada, se puede confirmar la presencia de
algin VPH-AR e indicar algin otro procedimiento
diagnostico/terapéutico, aun en situaciones donde es
dificil de observar la lesion.

e Establecer la efectividad de los tratamientos
colposcopicos

Se considera como un éxito del programa de tamizaje
cuando se logra la deteccion y tratamiento oportuno
de las mujeres, es decir, cuando se detectan y tratan
a nivel ambulatorio las lesiones precursoras (NIC2/
NIC3), ya sea por escision (LEEP) o por ablacion
(eliminacion del tejido por frio o calor). Sin embargo,
luego de estos tratamientos, se ha reportado una
recurrencia de las lesiones luego de tratamiento del
5-15%. Estas recurrencias, de no ser detectadas y
tratadas, conllevan a una alta probabilidad de avance
a cancer invasor. La determinacion del VPH de alto
riesgo confirma la erradicacién o persistencia del
VPH-HR postratamiento, el cual es necesario para el
progreso de la lesion a cancer. ©
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Conclusiones

El uso de técnicas moleculares para la deteccion del
VPH, como parte de los programas de tamizaje, tiene
como objetivo identificar a las mujeres con mayor riesgo
de desarrollar cancer de cérvix, y asi definir nuevas
estrategias de tamizaje para la poblacion (independiente
o en conjunto con la citologia), para reducir los resultados
erréneos y gastos por procedimientos no necesarios. Por
otra parte, estas técnicas son indispensables en ensayos de
vacunacion, epidemiologia y estudios de historia natural,
debido a que en estos son necesarias pruebas altamente
sensibles y reproducibles con un amplio espectro de tipos
del VPH.

Dentro de los ensayos moleculares, las pruebas de
amplificacion de acidos nucleicos son el estandar de oro
para la prueba del VPH, por su elevada sensibilidad y
porque requieren pequefias cantidades de ADN. La
posibilidad que brindan estas pruebas de identificar
tipos especificos de VPH-AR, permiten hacer una mejor
estratificacion del riesgo para desarrollar cancer en
una persona en particular y asi adecuar el seguimiento
y tratamiento necesario, lo que conlleva a una mejora
econdémica (rentabilidad) para los programas de salud
publica. Asi mismo, es importante no olvidar todas
las otras alternativas en estas técnicas moleculares,
que aunque mantienen sensibilidades inferiores o altos
costos, han sido precursoras de las ultimas pruebas
desarrolladas.
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La importancia de las estrategias de mercadeo
social en la captacion de donantes de sangre

Resumen:

Los avances técnicos y cientificos en el campo de la
medicina transfusional serian de poca relevancia sin
la participacion del actor mds importante del proceso
transfusional: el donador de sangre. Los bancos de sangre
deben realizar esfuerzos para atraer nuevos donadores
y conservar los actuales. Los conceptos del mercadeo
social pueden utilizarse para el estudio de lo que piensan
las personas sobre la donacién sanguinea, en cuanto
a sus aspectos positivos y negativos. A partir de este
conocimiento, se elaboran estrategias de mercadeo
de la donacién sanguinea, con el fin de aumentar el
numero de donaciones y mantener un abastecimiento
adecuado de hemocomponentes. Al dia de hoy, no se
tiene conocimiento certero sobre las motivaciones de la
poblacidn costarricense para donar sangre.
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Abstract:

Technical and scientific advances in transfusion medicine
field would be irrelevant without the participation of the
most important character in the transfusion process:
the blood donor. Blood banks have to make efforts
to attract new blood donors and keep their present
donors. Concepts from social marketing could be used
for studying what people think about blood donation,
including positive and negative aspects, and from this
knowledge, construct new marketing strategies for blood
donation, in order to raise donation numbers and keep
a sufficient blood component supply. Currently, we don’t
have the knowledge concerning the motivations for the
Costa Rican population to donate blood, or in the other
hand, to what keeps possible blood donors away from the
blood banks.

Key words: Social marketing, blood
component, blood banks.
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a transfusion sanguinea, como estrategia

terapéutica, ha sido empleada desde hace

muchas décadas, aunque en la mayoria de los

casos, los intentos incipientes resultaron poco
exitosos. Fue hasta el descubrimiento de Karl Landsteiner,
en 1901, del Sistema Sanguineo ABO, que la transfusion
sanguinea inicid6 como ciencia, y que, poco a poco, con
la consecucion de nuevos descubrimientos como los
otros sistemas de grupo sanguineo, las estrategias de
almacenamiento, la mejora en los procesos técnicos de
analisis y la implementacion finalmente de las pruebas
serologicas para enfermedades infecciosas, que se
consolida como terapia contra multiples padecimientos y
en muchos casos resulta determinante para preservar la
vida del paciente.

Sin embargo, pese a los avances antes mencionados, la
terapia transfusional resultaria imposible sin el elemento
mas importante en este proceso: el donador de sangre.
El éxito de cualquier sistema de medicina transfusional,
ya sea en centros de salud particulares como en las redes
de bancos de sangre que abastecen a toda una region o
pais, depende de la capacidad de adquirir y mantener
un suministro de hemocomponentes suficiente para
satisfacer la demanda de la poblacion que atiende, segiin
la complejidad de las patologias que presenta dicha
poblacion. El suministro de hemocomponentes dependera
de la cantidad de personas que acuden a los centros de
donacioén y que acceden a someterse a este procedimiento,
pensando en que, tal como lo dicta la Organizacion
Mundial de la Salud en sus recomendaciones, no
obtendra ningin beneficio econémico o en especie por
su donacion. Es decir, la recompensa que alcanza el
donador, no va mas alla de la satisfaccion por ayudar a
otro ser humano.

Dado este escenario, es imprescindible para los centros
de salud y para las redes de recoleccion de sangre,
disenar estrategias que les permitan atraer efectivamente
a los posibles donadores, apelando a los valores de
solidaridad y conciencia social de los individuos. Para tal
cometido, es importante conocer las posibles variables que
definen y estimulan su intencion por realizar la donacion,
o por el contrario, causan el rechazo hacia la idea de donar
sangre V. A partir de este conocimiento, es posible elaborar
estrategias dirigidas a la atraccion de nuevos donadores
de sangre y a mantener la fidelidad de los donadores
actuales.

La promocion de la donacion altruista no remunerada
ha demostrado que aumenta la seguridad de las
transfusiones sanguineas por la menor probabilidad de
transmision de enfermedades contagiosas a través de

los hemocomponentes. La Organizacion Panamericana
de la Salud, en su resolucion CD4 R15/9, de 1999,
expreso6 la necesidad de que los servicios de transfusion
“tuviesen como base la donacion altruista y repetida
de sangre”. La donacion por reposicion demuestra dos
debilidades importantes, por un lado “la alta prevalencia
de patogenos de transmision sanguinea, y por el otro, el
cuestionamiento ético que surge de la obligatoriedad de
este sistema” @,

Un estudio presentado por la OMS, en el 2005, muestra
evidencia de mas alta prevalencia de serologia positiva
paraenfermedades transmitidas por productos sanguineos
en los paises cuya donacion de sangre esta compuesta por
menos de un 50% de donadores voluntarios comparado
con los paises que reportan mas de 50% de donadores
voluntarios y repetitivos ©.

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud,
para mantener un abastecimiento adecuado de
hemocomponentes, es necesario que del 4 al 5% de la
poblacion de un pais done sangre de forma regular @.

La Organizacion Mundial de la Salud designo, a partir del
2004, el dia 14 de junio de cada afio para la celebracion
del Dia Mundial del Donador de Sangre Voluntario. La
OMS alienta a sus paises miembros para que desarrollen
actividades destinadas a llamar a nuevos donadores de
sangre. Las estrategias planteadas por la OMS presentan
un especial énfasis en la realizacion de actividades
educativas, el premiar en forma publica a los donadores
de sangre regulares e involucrar a toda la comunidad, a
los medios de comunicacion y la empresa privada en la
organizacion de actividades de estimulo de la donacion
de sangre. Sin embargo, es comun el hecho, en numerosos
paises, que la oferta de donaciones de sangre no sea
suficiente para satisfacer la demanda de transfusiones,
por lo que se puede deducir que no se atraen suficientes
personas a los bancos de sangre para hacer la donacion.
Esta situacion representa un reto importante para los
centros de recoleccion de sangre que deben encontrar
los mecanismos para aumentar las donaciones, y que
los individuos se sientan motivados para convertirse en
donadores de sangre voluntarios y repetitivos ©.

Las circunstancias que determinan que un individuo
acuda a donar sangre o que por el contrario no lo haga,
varian de persona a persona y pueden estar influenciadas
por factores sociales y educativos. Las personas pueden
manifestar miedo a las agujas, sensaciones desagradables
al ver sangre, miedo a sentirse mareado o enfermo o
considerar desagradables los centros de donacion @,

122




123

Rev. Colegio de Microb. Quim. Clin. Costa Rica, Volumen 21, N2 4, Octubre - diciembre, 2015 ¢ ISSN: 2215-3713

El mercadeo social

Para los bancos de sangre, es valioso tener conocimientos
sobre la forma de pensar o de comportarse de los
donantes regulares y de los posibles donantes, para
disefiar estrategias que permitan atraer esas personas
a los centros de donacion. Para el disefio de estas
estrategias, es posible utilizar el conocimiento existente
en el campo del mercadeo, aplicado al contexto social.
El mercadeo social naci6 en los aflos setentas, como una
ciencia dedicada a influenciar sobre el comportamiento
humano y social (. Kotler y Zaltman acufiaron el término
cuando se dieron cuenta que los mismos principios de
mercadeo que eran usados para vender productos a los
clientes, podian ser usados para vender ideas, actitudes
y comportamientos . El mercadeo social sigue una
serie de acciones que deben ser planeadas en forma
ordenada como la investigacion del consumidor, analisis
de mercado, segmento del mercado, determinacion
de los objetivos, escoger los canales de comunicacion
adecuados, identificacion de tacticas y estrategias, e
implementar estrategias a largo plazo. La aplicacion de
estos conceptos para la atraccion de donadores de sangre
implica, desde luego, el conocimiento de los individuos
o grupo social al que sera dirigido el programa de
promocion, sabiendo de antemano que es un segmento
de mercado dinamico y que el programa debe estar en
constante evaluacion. Es necesario un conocimiento
exhaustivo del proceso de comportamiento de los
donantes de sangre para establecer nuevas estrategias de
comercializacion que mejoren la eficacia y la eficiencia
de los bancos de sangre ©.

A inicio de los afios noventa en Chile, se inicio el proceso
de centralizacion de la donacion sanguinea, ya que a
partir de un trabajo de diagnoéstico, se pudo demostrar
la alta tasa de donacion por reposicion que prevalecia,
el bajo fraccionamiento de las unidades y la alta pérdida
del inventario por vencimiento ®. En una investigacion
realizada entre los estudiantes la Universidad de Talca
en Chile, en el 2002, sobre lo que pensaba esta poblacion
respecto a la donacion de sangre, se supo, entre otros
resultados, que el deseo de ayudar a un familiar o un
amigo es una fuerte motivacion para donar (97.6%). Por
otro lado, como factores que desmotivan la donacién se
encuentran la desconfianza en la esterilidad del material
que se usa (73.4%), el rechazo al ambiente hospitalario
(48%), el temor a contraer alguna enfermedad (94.6%) y
el riesgo a quedar con anemia (73%).

En investigaciones realizadas en Estados Unidos y
Canada en diferentes grupos de poblacion, se obtuvieron

resultados consistentes que mostraron que las personas
de mayor nivel educativo y de ingresos econdomicos
altos tenian mas probabilidades de donar sangre ®. Este
resultado es consistente con lo obtenido por el programa
Eurobarémetro en Europa, en el afio 2002, en donde este
tipo de personas se encontrd con mayores probabilidades
de donar. En este mismo estudio, se observo que el temor
a contraer enfermedades como el HIV/sida es una de las
principales razones para que la gente no done sangre ©.

Segun la investigacion conducida por Nielsen en el
2004 para la Cruz Roja de Singapur, respecto a las
motivaciones de los individuos para donar sangre,
reveld entre otros motivos: ayudar a otras personas
(47%), el deseo de salvar vidas (22%), es un buen acto
(17%) y contribuir con la sociedad (16%) @. A partir
de los resultados obtenidos y utilizando los conceptos
teoricos del mercadeo social, se elabordé un programa de
promocion de la donacion que fue lanzado en el 2008
con el nombre de “Eres tu mi tipo”. El impacto de esta
campaiia fue medido a través del interés de las personas
mostrado en Internet con el nimero de busquedas hechas
del tema en Google. Ademas del seguimiento en la
red sobre los comentarios de la poblacion, se observo
un aumento del 5% en el nimero de nuevos donantes,
10% mas de donantes regulares y el aumento de 20% de
donadores jovenes con edades entre 16 y 25 afios, esto
para el afio 2008 .

Como seguimiento del trabajo de Nielsen, se desarrollo
un programa de mercadeo para los bancos de sangre
llamado “Blood Program Manager”, que integraba el
conocimiento sobre la forma de pensar de los donadores
asi como los fundamentos del mercadeo social. Como
parte de estos fundamentos, se encuentran la definicion
del producto, el precio, el lugar y la promocion. Para este
programa, se definié como producto objeto de mercadeo
al acto de donar sangre. En este sentido, se estudio lo
que la poblacion piensa del producto, mas que hablar del
producto en si. Respecto al precio, que se define como lo
que el cliente debe dar a cambio para obtener el producto,
se busco la estrategia de vender la donacion de sangre
como algo que los donadores deben hacer y pueden hacer.
Como el lugar, tenemos a los centros de recoleccion de
sangre, sitio donde el cliente puede encontrar el producto
y que debe ofrecer la mayor satisfaccion y comodidad
para incentivar a los “clientes” a regresar. La promocion
se refiere a todas las estrategias de divulgacion de la
informacion, para vender el producto, en este caso,
difundir la idea de que la donacion de sangre es un acto
de benevolencia.
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El mercadeo de la donacidén de sangre
en Costa Rica

Los bancos de sangre en Costa Rica, tanto publicos como
privados, desarrollan como parte de sus actividades
diferentes estrategias para atraer donadores de sangre;
para esto emplean material impreso, campaias en
localidades y centros de trabajo, y comunicaciones en
los medios de prensa y las redes sociales. Sin embargo,
tales actividades parecen ser insuficientes, ya que el
abastecimiento de sangre en los hospitales parece no llenar
las necesidades y esto es debido a la limitada cantidad
de donadores que se reciben. Segun el documento de
la Organizacion Panamericana de la Salud, Estandares
de Trabajo para Servicios de Sangre de 2011, la tasa de
donacion reportada para Costa Rica en el afio 2009 es
de 129.6 por cada 100 000 habitantes ?. Esto indica que
solo el 1.3% de la poblacion dona sangre, nimero que
esta por debajo del 4% recomendado por la OMS.

No tenemos conocimiento veraz sobre los factores que
motivan a la poblacion costarricense para donar sangre,
0 mas importante aun, las razones por las cuales una
proporcion importante de la poblacion no dona sangre.
Las razones pueden ser similares a las observadas
en otros paises, en que el nivel educativo, factores
socioeconomicos, la distancia que debe recorrerse para
llegar a los centros de donacion y los temores y mitos que
rodean a la donacion son los factores contra los cuales
deben luchar los trabajadores de los bancos de sangre.
Un factor dificil de determinar, pero con una influencia
historica importante en otros paises, es la prevalencia
de conflictos bélicos. Debido a la atencion de victimas
de guerra, en muchos lugares del mundo, la donacion
de sangre es manejada por la Cruz Roja y la poblacion
tiene un sentido mas arraigado sobre la importancia de
la donacion de sangre. Este factor ha estado ausente en
nuestro pais por muchas afios (afortunadamente).

La experiencia recogida en otros paises sobre el
impacto del mercadeo social en la recoleccion de sangre
debe ser utilizada en Costa Rica, y deben conducirse
investigaciones sociales que nos permitan conocer la
percepcion de nuestra poblacion acerca la donacion de
sangre.
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Caso clinico

Endocarditis causada por
Granulicatella adiacens en paciente adulto

Oscar Roberto Quesada- Pacheco !, Sergio Calderén- Bejarano"
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Resumen:

Se reporta el primer caso clinico confirmado de
una endocarditis infecciosa causada por la bacteria
Granulicatella adiacens, en el Hospital San Rafael de
Alajuela, en un paciente masculino de 44 afios de edad que
consulta por cuadros de fiebre recurrentes sin respuesta a
los antibidticos prescritos. A través de un ecocardiograma
transesofagico, se documentan dos vegetaciones en
la arteria coronaria derecha. Los hemocultivos fueron
positivos a las catorce horas de incubaciéon y se obtuvo
identificacion bioquimica de la bacteria Granulicatella
adiacens. El paciente es intervenido quirirgicamente para
realizar un reemplazo valvular adrtico y mitral mecanico.
Posteriormente, el paciente cursa con un choque
cardiogénico de origen obstructivo con compromiso de la
valvula mitral, lo que finalmente ocasiona su fallecimiento.

Palabras clave: Streptococcus de variante nutricional
(SVN), endocarditis infecciosa, reemplazo valvularadrtico.

Introduccion

on el avance de la ciencia y técnicas de
laboratorio, se ha logrado identificar nuevos
microorganismos responsables de patologias
infecciosas que antes eran clasificados en
grupos de microorganismos tradicionales. Segun Tleyjeh
y colaboradores ), en la endocarditis infecciosa, el 44%
de los casos es frecuente el aislamiento de Streptococcus
viridans. Muchos casos quedan sin identificacion por

Articulo recibido el 09/11/2015 / Aceptado para su publicacion el 12/12/2015.
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Abstract:

The first confirmed case report of infective endocarditis
caused by the bacterium Granulicatella adiacens in the
Hospital San Rafael de Alajuela is reported in a 44 year
old male who consulted for recurrent fever episodes that
did not respond to antibiotic treatment. By the use of a
transesophageal echocardiogram two vegetations were
found in the right coronary artery. Blood cultures were
performed turning out positive after fourteen hours of
incubation.Successively, theidentificationof Granulicatella
adiacens was obtained by biochemical testing. The patient
was surgically intervened by performing a mechanical
aortic and mitral valve replacement. Later on, the patient
suffered from a cardiogenic shock of obstructive origin
which compromised the mitral valve and consequently
caused his decease.

Key words: Nutritionally variant streptococci (NVS),
infective endocarditis, aortic valve replacement.

el laboratorio, y son mal llamados “endocarditis con
cultivos negativos” ¥

Frenckel y Hirsch @, en 1961, describen por primera vez
un caso de estreptococos no hemoliticos que crecian
alrededor de otras bacterias en muestras de pacientes con
endocarditis bacterianas. Posteriormente, estas bacterias
fueron descritas como Streptococcus de variante
nutricional (SVN), las cuales son responsables de
aproximadamente el 5 a 6% de los casos de endocarditis
bacterianas. ® Estos microorganismos crecen en
presencia de L-cisteina o piridoxal. En los hemocultivos
y en agar chocolate, tienen muy buen crecimiento, ya que
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los eritrocitos lisados proveen suficiente piridoxal para
el desarrollo.

Granulicatella es parte de la microbiota normal de la
mucosa oral y urogenital, © estd presente en la placa
dental y puede llegar a causar bacteriemia en casos
de patologia gingival. ©® Dentro del grupo de los
SVN, el género Granulicatella ha sido el mas descrito
en la literatura médica, y es la especie G. adiacens el
microorganismo mas frecuentemente aislado.

Granulicatella spp. es un coco gram positivo, no movil,
no formador de esporas, catalasa y oxida negativas. Crece
como colonias satélite adyacentes a Staphylococcus
epidermides en agar sangre. Su identificacion y
diferenciacion usualmente se realiza con pruebas
bioquimicas o por confirmacion molecular.

Se describe a continuacion el primer caso clinico descrito
en el Hospital San Rafael de Alajuela de una endocarditis
causada por la bateria Granulicatella adiacens.

Caso clinico

Paciente masculino de 44 afios de edad, con antecedentes
de etilismo cronico y tabaquismo de larga data (consumo
de un paquete diario), presenta antecedentes de
hipertension arterial que fue tratada con irbesartan mas
hidroclorotiazida; presenta, ademas, obesidad grado I y
no refiere historia de procedimiento dental reciente.

El paciente refiere haber tenido cuadros febriles no
cuantificados seis meses previos a su hospitalizacion, lo
cual lo llevd a consultar al médico de la empresa donde
laboraba. Se le diagnosticé faringoamigdalitis aguda,
y fue tratado con antibidticos por dos meses, pero al
concluir el tratamiento los cuadros febriles reaparecian.

Ante la persistencia del cuadro, acude a la medicina
privada donde es abordado aparentemente como una
infeccion del tracto urinario, por lo cual vuelve a recibir
un nuevo esquema de antibidtico, sin mostrar mejoria.

Es referido al Hospital San Rafael de Alajuela por el
médico privado con el fin de ser estudiado por fiebre
de origen desconocido. Ingresa al Saléon de Medicina
de Hombres con una presion arterial de 125/65 mm
Hg, frecuencia cardiaca 112 latidos por minuto y una
temperatura corporal de 36°C. Al examen fisico se
encuentra soplo sistolico grado II sin tercer ni cuarto
ruido.

Se le realizd ecocardiograma transesofagico, el cual
revelo la presencia del ventriculo izquierdo dilatado, con
factor de eyeccion del 48%, insuficiencia adrtica severa,

ISSN: 2215-3713

insuficiencia mitral severa, y se documentd, ademas, dos
vegetaciones en la arteria coronaria derecha de 8x1.2
mm adyacente al anillo y en la valvula mitral anterior
region comisural de 18x9 mm. Se inicia tratamiento con
2 gramos de vancomicina, por endocarditis infecciosa y
se trasladada al Hospital México donde es intervenido
quirurgicamente y se le practica un reemplazo valvular
aortico y mitral mecanico. Posteriormente, es trasladado
al Servicio de Cirugia de Toérax y recibe tratamiento
antibiotico con cefotaxime por 10 dias y penicilina sddica
por 14 dias. En ese tiempo presenta una candidemia
por Candida albicans, para la cual recibe tratamiento.
Continua evolucionando aparentemente estable y a
los veintidos dias de su cirugia cursa con un choque
cardiogénico de origen obstructivo con compromiso de
la valvula mitral, lo que ocasiona su fallecimiento.

Hallazgos de laboratorio

A suingreso al Hospital San Rafael de Alajuela, se toman
dos frascos para hemocultivos y se envian al laboratorio
clinico para su estudio, los cuales son incubados en el
equipo Bact/Alert 3D (bioMérieux, Francia). A las
catorce horas de incubacion el equipo indica crecimiento
bacteriano. Se realiza un frotis de ambas botellas y se
colorea con la técnica de Gram: se observan cocos gram
positivos en cadenas (figura 1).

Figura 1. Tincién de Gram de hemocultivo positivo.

Se hacen repiques en agar chocolate, donde se obtienen
colonias de muy pequeflo tamafio color gris verdoso,
catalasa y oxidasa negativas. El aislamiento fue
identificado como Granulicatella adiacens en el equipo
Vitek 2 — compact (bioMérieux, Francia).

En el Hospital México se toman nuevamente muestras
para hemocultivos, de las cuales se aislan cocos en
cadena gram positivo. Se realiza la prueba de satelitismo
empleando cepas de Staphylococcus aureus, esta resulta
positiva y se identifica nuevamente la bacteria como
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Granulicatella adiacens, en el equipo Vitek 2 — compact
(bioMérieux, Francia).

Discusion

La bacteria Granulicatella adiacens pertenece al grupo
de los Streptococcus de Variante Nutricional (SVN); son
cocos gram positivos inmoviles, catalasa negativa, los
cuales se desarrollan en cadenas en medios liquidos en
condiciones nutricionalmente permisivas. Por su aspecto
microscopico y fenotipico, estas bacterias pueden ser
confundidas con otros géneros mas comunes como los
Streptococcus 'y Enterococcus, 1o que conduce a un
diagnostico erroneo del microorganismo causante de una
patologia cardiaca.

En 1999, Collins y Lawson ® proponen la creacion del
género Granulicatella, el cual incluye las especies G.
adiacens, G. balaenopterae y G. elegans.

Frecuentemente, a los caldos de hemocultivos se le
adicionan nutrientes, los cuales actiian en forma sinérgica
con la sangre del paciente, permitiendo el desarrollo de
las SVN en los hemocultivos.

En la revision realizada por Stein y Nelson® de 30 casos
clinicos de endocarditis producidas por SVN, publicados
hasta 1987, los pacientes presentaban una enfermedad
subaguda, de curso lento e indolente y un 90% de los
pacientes eran portadores de alguna enfermedad cardiaca
de base. Cheng-Hsin y Ron-Bin, P en su estudio, reportan
cuatro casos de endocarditis causada por Granulicatella
adiacens y mencionan la importancia de una intervencion
quirurgica rapida para evitar el deterioro de las valvulas
cardiacas. Reyes y Barthel han vinculado el género
Granulicatella spp. como responsable de diversos
cuadros clinicos que difieren de su presentacion habitual.
(Y Shailaja y colaboradores reportan un caso similar
utilizando la misma metodologia que describimos en este
caso. 12,

Aunque los aislamientos de SVN representan un pequefio
porcentaje de los aislamientos de hemocultivos positivos,
es importante su identificacion para el diagnéstico
correcto del agente causal de la enfermedad.
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Carta al editor

Descubra su relacion con los microbios

Rafael Jiménez-Bonilla®

on este titulo, la distinguida vir6loga Libia
Herrero Uribe, PhD, escribi6 un libro para
todo tipo de lector y quisiera hacer algunos
comentarios al respecto.

Deseo empezar diciendo que me encantan los cientificos
que escriben obras para ser entendidas por personas
que no dominan las ciencias. Su labor en la sociedad
ha sido y es uno de los trabajos mas importantes para
que las comunidades puedan desarrollarse. Sin ellos, la
vida de los seres humanos estaria todavia en tiempo de
las cavernas y como ejemplo podriamos citar miles de
descubrimientos.

Los cientificos son las personas que mas escriben en la
vida. Ellos saben muy bien que lo que no se escribe en
las editoriales respectivas no llega a trascender. Es mas,
los hombres de ciencia son conocidos precisamente por
sus escritos. Si no lo hicieran se mantendrian siendo unos
desconocidos en el mundo. Las personas que dominan un
tema a profundidad, cuando escriben obras para el vulgo
(y con vulgo quiero abarcar a todos aquellos que no
dominamos determinados campos de la ciencia), ayudan
grandemente a entender lo intrincada que es la vida en
nuestro planeta.

En segundo lugar, quiero manifestar que a los hombres
prehistoricos, posiblemente desde que tuvieron uso
de razoén, debid haberlos asombrado el universo o al
menos lo que cada dia y noche admiraban en el cielo. En
aquellas comunidades némadas y sin mas luz artificial
que el fuego, observar una puesta de sol, un eclipse,
un arcoiris, las fases de la luna o la Via Lactea con sus
sombras, clasificadas por ellos como grandes agujeros
negros y que hasta les dieron nombres segin su forma,
debid haber sido impresionante.

(*) rafael jimenezb@yahoo.com.mx

En la actualidad, los seres humanos hemos perdido la
capacidad de asombro, sin embargo, aiin existen muchas
personas que nunca han visto un eclipse solar completo,
ni han admirado la Via Lactea; tampoco estrellas fugaces
ni auroras boreales. Encerrados bajo techos de concreto
o de laminas de zinc, con iluminacion y temperatura
reguladas, es imposible observar lo que ocurre en el
firmamento.

Al mismo tiempo que existe ese mundo externo y
lejano del cual el planeta Tierra es apenas un pequefio
punto, también se encuentra un ambiente microscopico
en constante efervescencia, que tardd muchisimo mas
tiempo en ser descubierto por los hombres. De manera
increible, ese mundo comprende el 80% de la masa
viva de nuestro planeta y lo mas llamativo es que esos
microorganismos vivieron solos (sin la presencia de otras
especies) durante dos billones de afios.

El mundo microscopico, al igual que la observacion del
universo, nos coloca en dos habitats muy particulares,
porque tanto el espacial como el microscopico forman
una simbiosis para que los seres humanos podamos
sobrevivir en nuestro planeta azul; llamado asi por las
fotos que hemos descubierto al ser tomadas desde el
espacio, pero que para nosotros deberia ser el planeta
verde, porque corrientemente cohabitamos con las
plantas gracias a la fotosintesis microbiana.

Si el sol no calentara todos los dias, la vida en el planeta
seria inhdspita y posiblemente no podria llevarse a cabo.
De igual manera, si los microbios no actuaran todo el
tiempo sobre las condiciones fisicas y quimicas de la
superficie de la Tierra; la atmodsfera y los océanos serian
muy distintos y no podriamos vivir. Los organismos
celulares o més pequefios realizan reacciones quimicas
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a favor de nosotros y de muchas otras especies animales,
beneficiandose también de las nuestras.

La doctora Herrero explica en su libro como nuestro
planeta es en realidad un organismo gigantesco en el que
coexisten los seres humanos junto a los microbios, y con
palabras muy sencillas nos da distintas explicaciones
de la manera en que se producen las enfermedades que
afectan o han afectado a la humanidad a lo largo de
tantos siglos.

En una época en la que las computadoras han invadido
todos los ambitos de la rutina de los seres humanos,
donde el conocimiento se ha descentralizado de las
universidades al ambito personal, el hecho de que los
cientificos escriban libros a nivel popular toma cada
dia maés relevancia. Unicamente de esta manera, el
conocimiento especializado se hara mas comprensible
para las grandes masas poblacionales que no son duchas
en esos temas.

El libro Descubra su relacion con los microbios
es sencillamente estremecedor, no solo para los que
dominamos alguna parte de las ciencias, sino para
aquellos que ignoran las nuevas palabras usadas por
los cientificos, como priones, epigenética, hantavirus y
muchas otras; todo lo cual lo aclara la autora en el texto
con gran calidad.

Los aspectos del libro que cabe mencionar son muchos,
sin embargo, voy a tratar de incluir algunos pocos.

Ya expliqué que la doctora Herrero demuestra que
el planeta Tierra es un superorganismo capaz de
autorregularse para que la vida continiie manteniéndose
en el sitio donde todos los humanos tenemos nuestros
amores eilusiones, pero lo curioso es darnos cuenta—como
ella lo hace admirablemente— que la vida no significa solo
la de nosotros, sino la de todos aquellos seres presentes
en el mundo invisible, que constantemente interactiian y
modifican el ambiente para que los mamiferos y demas
criaturas que habitamos este planeta consigamos seguir
viviendo.

A este respecto, la doctora Herrero explica como los
microorganismos que producen enfermedades son en
realidad un porcentaje muy pequeiio de los millones de
seres que conviven en nuestro cuerpo. Lo mismo ocurre
con el firmamento, donde la eventual causa de muerte de
nuestro planeta, como fue la de los dinosaurios, podria
deberse a la caida de un meteorito gigante, que representa
apenas una infima cantidad de los astros que pueblan el
universo.

Libia expone de manera muy simple lo que son los
hospederos, y como los virus de la influenza habitan
muchas especies de animales. También sefiala que esos
virus, ademas, presentan gran variacion antigénica, lo
que hace que muestren cantidad de mutaciones, que nos
obligan a tener que vacunarnos cada afio contra la gripe.

Asi como la caida sobre la Tierra de un meteorito
gigantesco es una posibilidad muy remota, pero que ya se
presentd, la mutacion de los virus de la influenza podria,
eventualmente, acabar con gran parte de la poblacion
humana, lo que también ya ocurri6 a principios del siglo
XX con la pandemia de gripe espaiiola.

Me gustan mucho los datos que la doctora Herrero recaba:

1. En el agua de mar hay entre medio millén y un
millon de bacterias por mililitro.

2. Las heces de un humano excretan mas de 100
millones de bacterias por dia.

3. El virus de la viruela podia mantenerse hasta por
seis meses en la escama de la piel de una persona
afectada.

4. Las bacterias se duplican cada 20 minutos, y en las
células, los virus producen de 10 000 a 1000 000
particulas infecciosas por célula cada ocho horas.

5. E1 73% de las enfermedades emergentes son
ZOONOSis.

Estos datos son apabullantes, y para terminar, deseo
mencionar que resulta dificil para una viréloga irrumpir
en el campo literario y escribir un ensayo a nivel popular.

Para redactar un ensayo se requieren dos cualidades:
dominio del tema y manejo del idioma. La escritura
cientifica es muy diferente a la literaria, y para mencionar
lo distintas que son ambos tipos de redacciones, citaré
como ejemplo la principal diferencia que existe entre
poesia y ciencia: la primera nunca miente (porque todo
lo que se dice en ella es verdad: las hormigas hablan, los
arboles caminan, etc.); en cambio, la ciencia no puede
mentir, al menos jamas deberia hacerlo, porque una de las
caracteristicas de los cientificos es su gran responsabilidad
y la publicacion de solo datos veridicos. Por eso, un libro
escrito por una cientifica simplemente resulta apasionante
y muy informativo.

Felicito efusivamente a la doctora Libia Herrero, y la
animo a que en el futuro nos regale mas obras de este tipo.
Estoy seguro de que seran el deleite de sus lectores. 4
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a Revista del Colegio de Microbidlogos y Quimicos
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la revision del articulo para su publicacion. En esta se
debe consignar el nombre del articulo, el nombre del autor
principal y coautores, titulo profesional o grado académico,
el sitio o institucion donde se realiz6 la investigacion y su
lugar de trabajo actual, el puesto profesional que ocupa en el
momento del sometimiento, direccion electronica y nimero
de teléfono. Este ultimo servira de vinculo con la revista,
pero no sera publicado en caso de ser aceptado el trabajo.
Esta carta debe venir firmada por el autor y los coautores.

Al someter el original del articulo a revision, el autor y
los coautores deben asegurar que el manuscrito no ha sido
previamente publicado y que no esta siendo analizado
simultaneamente por otra revista. Todos los autores deben
firmar la Declaracion de Responsabilidad y Conflicto de
Intereses; de este modo asumen, formalmente, la autoria
del articulo y que, ademds, en el caso de trabajos de
investigacion, observacionales o descriptivos, cumplen
con los requisitos de la Ley Reguladora de Investigacion
Biomédica (Ley 9234, publicada en La Gaceta N.o 79 del
25 de abril de 2014), y en caso necesario, con la Normativa
para la Aprobacion de Estudios Observacionales en
los Centros Asistenciales de la Caja Costarricense de
Seguro Social. El texto completo de esta normativa se
encuentra en la direccion http://www.cendeisss.sa.cr/etica/
MODIFICACION-Y-ADICIONnNORMATIVA.PDF. Este
documento se enviara por correo electronico después de
haber presentado la solicitud de revision del articulo y debe
ser devuelto a las oficinas del Colegio de Microbiologos y
Quimicos Clinicos de Costa Rica. Este debe ser escaneado
y enviado a la direccion revistacmqc@gmail.com.

Las opiniones, informacion y conclusiones emitidas en los
articulos publicados, asi como la veracidad de los resultados
y las citas bibliograficas, son responsabilidad exclusiva del
autor y coautores.

Todos los articulos deben ser presentados de forma digital
en formato de Word.doc o .docx, letra Times New Roman
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12, interlineado a 2 lineas, justificado, a la direccion
electronica revistacmqc@gmail.com. Las cartas al editor
no deben ser mayores de dos paginas. Las tablas, cuadros y
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inglés de no mas de 250 palabras y las palabras clave.

1. Eltitulo del articulo debe ser conciso, pero informativo,
y debe despertar el interés del lector. En el titulo no se
deben emplear abreviaturas.

2. El resumen debe incluir el proposito de la
investigacion, los materiales y métodos, los resultados
y las conclusiones mas importantes. Las Cartas al
Editor no llevan resumen ni palabras clave.

3. La Introducciéon debe resumir los antecedentes del
estudio y explicar la hipotesis que se pretende analizar.
Si usa abreviaturas debe explicar su significado la
primera vez que las mencione.

4. Al describir los materiales y métodos, debe explicar
correctamente los equipos empleados, métodos y
reactivos usados en la investigacion. En el caso de
estudios con poblacion humana, deben explicarse las
caracteristicas de esta, asi como el procedimiento de
la obtencion del consentimiento informado para la
participacion en el estudio. La explicacion detallada
es fundamental para que los resultados puedan ser
reproducibles por otro investigador.

5. Los resultados deben ser presentados de una forma
cuidadosa y congruente con el texto escrito. Se pueden
usar graficos, cuadros o fotografias para explicarlos.

6. La discusion debe ser referida al trabajo realizado;
se deben destacar los hallazgos encontrados y
compararlos con otros estudios revisados.

7. Si se incluyen conclusiones, estas deben ser breves y
precisas.

8. Las referencias se citaran siguiendo el formato de
normas APA (American Psychologycal Association),
que se pueden encontrar en: Www.normasapa.com.

El Comité Editorial se reserva el derecho de aceptar,
solicitar modificaciones o rechazar los articulos sometidos
a su consideracion y su fallo es inapelable.

Los articulos aceptados seran enviados de forma anénima
a dos revisores externos especialistas en el tema, quienes,
si es del caso, haran las sugerencias necesarias para que se
corrija y se publique. Este sera devuelto al autor principal y
se volvera a someter a revision.

La revista garantiza la confidencialidad en el proceso de
revision de los articulos y contara con un plazo maximo de
60 dias para dar su veredicto.

Los articulos aceptados para su publicacion pasaran a ser
propiedad intelectual de la revista. Los articulos rechazados
se destruyen y no se conservara copia de estos. 4
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