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TLPO1. Evolucion y variabilidad genética del virus Influenza A/H1N
pandémico circulante en Uruguay

Victoria Comas*t, Martin Séfora*, Monica Cappettat, Rosario Uriartet, Susana Boschit,
Pilar Moreno*, Gonzalo Moratorio*, Alvaro Fajardo*, Juan Cristina*

Introducciéon. En el 2009, una nueva variante del virus de la Influenza A (VIA) HIN1 ingresé a la poblacién humana
causando la primer pandemia del siglo XXI, reemplazando a las vatiantes VIA/HIN1 que citculaban anteriormente.
VIA posee un genoma de ARN vy su variabilidad genética radica en la alta tasa de error en la replicacion, debido a la
baja fidelidad de su polimerasa. Esta caracteristica da lugar a que este virus circule como un conjunto de variantes es-
trechamente relacionadas desde el punto de vista genético denominadas cuasiespecies. Esto permite a la poblacion ser
capaz de emerger y adaptarse a nuevos ambientes representando blancos moviles para la intervencion terapéutica, como
la resistencia a drogas antivirales. La caracterizacion molecular de los VIA circulantes es esencial para la deteccion de
mutaciones que puedan incrementar la virulencia, la resistencia a antivirales y el escape a la respuesta inmune.
Objetivo general. Estudiar la variabilidad genética del VIA/HINT1 circulante en Uruguay.

Metodologia. Se analizaron 56 muestras obtenidas entre 2009 y 2013. Se amplificé y secuencio el segmento codifican-
te para la neuraminidasa y se procedio a la realizacién de diversos analisis filogenéticos.

Resultados. Se observé la existencia de dos sublinajes de VIA circulantes en Uruguay, siendo la mutacién S299A la
responsable de ésta diversificacion. Esta mutacion ha sido reportada dnicamente en Italia y Marruecos, no asi en varian-
tes de la region sudamericana.

Conclusiones. Los estudios evidencian que la relacion filogenética entre las cepas circulantes en Uruguay y la cepa

vacunal es muy distante.

*Laboratorio de 1irologia Molecular, CIN, Facultad de Ciencias, UdelaR, Montevideo, Urnguay. tLaboratorio de Biologia Molecular, AEPSM, Montevideo, Urnguay. +Contacto: veomas@cin.edu.ny

TLPO2. Evaluacion de la PCR multiplex en tiempo
real para la deteccion de 13 virus respiratorios

Angela Maria Diaz*t, Yamile Celis*t, Liliana Diaz*§, Sandra Gémez*+ ||, Daniel Toledo* **, Herndn Vargas* ++

Introduccion. las infecciones por virus respiratorios representan la primera causa de consulta y hospitalizacion en la
poblacion pediatrica. El empleo de técnicas moleculares, principalmente aquellas basadas en PCR multiple en tiempo
real, supone un importante avance para su deteccion.

Objetivo general. Evaluar la metodologia analitica y la aplicabilidad en el diagnéstico clinico de la PCR mdltiple en
tiempo real para la identificacion de 13 virus respiratorios presentes en muestras de pacientes captados por la vigilancia
epidemiolégica de enfermedad respiratoria aguda en el Distrito.

Metodologia. En este estudio se estandarizo, validé e implement6 una PCR mdltiple en tiempo real para la detec-
cién de 13 virus respiratorios, incluyendo virus respiratorios emergentes. Se seleccionaron un total de 434 muestras
respiratorias analizadas inicialmente por inmunofluorescencia indirecta (IFI), en las que se aplic la técnica de PCR
multiple en tiempo real.

Resultados. Se identificaron virus en 295/434 muestras (67,98%) y 139/434 (32,04%) fueron negativas. En 82/205
muestras (40%) negativas por IFI, fueron detectados virus, de estos 59,76% nuevos virus tales como coronavirus 229E
y OC43, bocavirus, metapneumovirus y rinovitus. Con la nueva técnica se detectaron coinfecciones en 42/434 muestras
(9,7%), mientras que por IFI 16/434 muestras (3,7%). Asi, mientras IFI fue capaz de detectar un maximo de 2 virus
(0,46%), por muestra; mas de dos virus fueron detectados por PCR multiple en tiempo real en las mismas 2 muestras,
demostrando mayor sensibilidad.

Conclusiones. Todos los virus fueron detectados en la tamizacién de las muestras clinicas, demostrando una mejora
en la sensibilidad con esta técnica para detectar los virus respiratorios, en comparacion con la inmunofluorescencia
de rutina. Los resultados aqui presentados muestran un gran potencial del presente ensayo como una importante

herramienta de diagndstico, la cual puede llegar a ser aplicada en otras ciudades o regiones que buscan una mejor

vigilancia de los virus respiratorios.

MD, MSe. ++Ph.D. Contacto: Hernan.va hoo.com. Grupo de Laboratorio de Salud Piiblica.

Secretaria de Salud de Bogotd.
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TLPO3. El Virus Sincitial Respiratorio entra a las células del epitelio bronquial
respiratorio humano usando un mecanismo similar a macropinocitosis

Lisandro Pacheco-Lugo*, Yirys Diaz-Olmost, Homero San Juan-Vergara*

Introduccion. El Virus Sincitial Respiratorio (VSR) es el principal patégeno viral del tracto respiratorio en nifios me-
nores de 5 aflos. El proceso de entrada del VSR al epitelio bronquial respiratorio se desconoce y todavia se debate si la
fusion del virus ocurre en la membrana plasmatica o a nivel de la membrana endosomal. Y si es esto dltimo, todavia se
desconoce cudl via endosomal utiliza el virus para entrar.

Objetivo general. Determinar el mecanismo de entrada del VSR en células bronquiales humanas de origen primatio.
Metodologia. Células NHBE fueron tratadas antes, durante y después de la incubacién con el virus con los inhi-
bidores de rutas endociticas: dinasore, IPA-3, NSC23766 y EIPA. El VSR utilizado en estos estudios estd ingeniado
genéticamente para expresar la proteina fluorescente verde (PFV). Por tanto, 16-20 horas pos-infeccién evaluamos
la infeccion mediante citometria de flujo contabilizando el porcentaje de células verdes en presencia y en ausencia
de los inhibidores.

Resultados. Los datos generados indican que el virus podria estar utilizando macropinocitosis como ruta de
entrada: 1) El tratamiento de células NHBE con dinasore, un inhibidor de la GTPasa dinamina, no redujo la infec-
cién de manera significativa. Segundo, la inhibicién de Pak1 y Racl condujo a una reduccién en los porcentajes de
infeccion. Tercero, el tratamiento con EIPA, un inhibidor especifico de macropinocitosis que bloquea la bomba
Na+/H+, también redujo los porcentajes de infeccion en células NHBE. Cuarto, células NHBE pre-incubadas con
el virus mostraron una ingesta potenciada de Dextran en fase fluida, una reconocida propiedad de los virus que
activan vias macropinociticas.

Conclusiones. Nuestros resultados indican que el VSR utiliza una ruta parecida a macropinocitosis para infectar célu-
las del epitelio bronquial humano. La informacién que se ha derivado de esta investigacion indica que macropinocitosis
puede constituirse en una diana terapéutica en el caso de infecciones causadas por el VSR.

*Grupo de Investigaciones en Biotecnologia, Universidad del Norte. Barranguilla-Atldntico. Grupo de E.
Universidad del Norte. Barranquilla-Atlantico.

nfermedades Tropicales, Universidad Simin Bolivar. Barranguilla-Atlantico. +Grupo de Investigaciones en Biotecnologia,

TLPO4. Variabilidad genética del virus influenza A H3N2
circulante en Uruguay en la temporada invernal 2011-2012

Martin SéAora*, Victoria Comas*, Pilar Moreno*, Gonzalo Moratorio*,
Alvaro Fajardo*, Susana Boschit, Rosario Uriartet, Juan Cristina*

Introduccion. Los virus Influenza pertenecen a la familia Orthomyxoviridae. Estos virus son envueltos y presentan
un genoma segmentado de ARNSss, polaridad negativa. De los 3 tipos conocidos de Influenza: A, B y C, solo los tipos
Ay B ocasionan frecuentemente enfermedades severas en humanos. Los Virus Influenza A (VIA) estan ampliamente
distribuidos en la naturaleza e infectan una gran variedad de especies animales. Este virus causa 500.000 muertes
anuales. Durante el afio 1968 se generd un nuevo virus humano de origen aviar, subtipo H3N2 pandémico causante
de la llamada “gripe de Hong Kong”. El virus fue generado por reordenamiento génico entre un virus humano
H2N2 y uno de origen aviar H3N?.

Objetivo general. Estudiar el grado de variabilidad genética y antigénica del VIA H3N2 circulante en Uruguay durante
la temporada invernal 2011-2012.

Metodologia. Comparacion del virus con la cepa vacunal recomendada por la OMS para nuestro hemisferio.
Resultados. El presente estudio muestra que las cepas recolectadas se agrupan en un clado notoriamente alejado
del clado donde se encuentra la cepa vacunal. Por otro lado, se muestra que todas las cepas uruguayas de VIA
H3N2, correspondientes a las temporadas invernales 2011-2012 presentan los polimorfismos asociados a la resis-
tencia a adamantanos.

Conclusiones. Estos estudios confirman ampliamente la necesidad de monitorear la variabilidad genética de las cepas
que circulan en nuestro pafs y en la region Sudamericana, con el objetivo de obtener vacunas mas relacionadas con las

cepas circulantes y por lo tanto, mas efectivas.

de Biologia M, y Asociaciin E

spaiiola Primera de Socorros Mutuos,

Montevideo, Urugnay.
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TLPO5. Conocimientos, actitudes y practicas sobre dengue en acudientes
de escolares de instituciones educativas de la ciudad de Medellin. Colombia

Ivony Yireth Agudelo*, Juliana Moralest, Daniela Gémezt, Leidy Diana Piedrahita*, Berta Nelly Restrepo*

Introduccién. Los conocimientos, actitudes y practicas (CAP) que tengan sobre dengue los acudientes de escolares,
son una fortaleza importante ya que de allf parte el reconocimiento de su responsabilidad en cuanto a la prevencion y
control al requerirse de practicas de saneamiento doméstico que devienen de los conocimientos que la poblacién posee
frente a la enfermedad.

Objetivo general. Evaluar el nivel de conocimientos, actitudes y practicas del dengue que tienen los acudientes de
escolares de tres instituciones educativas de la ciudad de Medellin.

Metodologia. Se aplic6 una encuesta tipo CAP para evaluar el nivel de conocimiento sobre el modo de transmi-
sién, signos y sintomas del dengue, medidas de prevenciéon y manejo de los pacientes con dengue a los acudientes
de los escolares.

Resultados. Se aplicé un total de 1 996 encuestas en acudientes de escolares tres instituciones educativas distri-
buidas 739 (37%) en la Institucién A, 740 (37,1%) en la Institucion B y 517 (25,9%) en la institucién C. El 79,9
% de los encuestados eran madres, 12,2% ecran padres y 7,2% eran otro acudiente. Se observo que mas del 70 %
de los encuestados conocia los sintomas del dengue, fiebre, cefalea y dolor en el cuerpo. E1 90% respondié que la
transmision es vectorial y que el mosquito se reproduce en aguas limpias estancadas. Sin embargo el 35,5 % afir-
man otros mecanismos de transmisién incorrectos. En cuanto al manejo el 95,2% reconoce que los pacientes con
dengue deben ser atendidos por el médico. Como medidas de prevencion el 63,7% dijo que lavan los tanques de
agua y 50,6% fumigan.

Conclusiones. Los conocimientos sobre sintomas y signos, mecanismo de transmisiéon y manejo de dengue fueron
adecuados, aun asf las practicas de control no son optimas. Se requiere incentivar acciones que motiven a las personas

a mejorar sus conocimientos y llevarlos a la practica.

*Instituto Colombiano de Medicina Tropical- Universidad CES. Sabaneta, Colombia. t1nstitucion Universitaria Colegio Mayor de Antioguia. Medellin, Colombia.

TLP06. Caracterizacion entomoldgica del dengue en Risaralda, Colombia, 2011-2012

Jeison Andrés Agudelo-Ospina*, Catalina Alzate-Carvajal*, Andrés Felipe Arroyave-Castario*, Santiago Manrique-
Castano*, Camilo Andrés Quiroga-Mendoza*, Daniela Sarria-Gémez*, Maria Camila Yepes-Echeverri*,
Alberth Christian Herrera-Giraldot, Shirley Boterot, Alfonso J. Rodriguez-Morales*

Introduccién. El dengue es una enfermedad metaxénica, endemoepidémica en diferentes regiones de Colombia.
Sin embargo pocos estudios entomoldgicos se realizan, por lo cual es importante la caracterizacion del vector por
diferentes indicadores.

Objetivo general. Caracterizar el vector del Dengue en Risaralda, Colombia.

Metodologia. Se realiz6 un estudio observacional evaluando la presencia de larvas y/o pupas de Aedes aegypti y los
indices aédico, de depositos, de Bretau, en barrios de los municipios de Risaralda, Colombia, en 2011-2012.
Resultados. Se evalué un total de 2.420 barrios, en los 14 municipios (14,8% La Virginia; 12,7% Santuatio y 9,7%
Marsella). Se inspeccionaron 57.352 casas (mediana 12/batrio, minimo 1-maximo 324), de las cuales 2.645 fueron
positivas (4,6% indice aédico crudo). Se evaluaron 70.657 depdsitos (mediana 17/battio, 0-399) de los cuales 2.987
fueron positivos (4,2% indice de depésitos crudo; 5,2% indice de Bretau crudo). Para Pereira (capital) se tuvo un
indice aédico promedio de 11,76% (9,13% depositos y 23,24% Bretau), seguido por La Virginia (municipio parte
de la zona metropolitana de Risaralda) con 9,76% (8,24% dep6sitos y 11,1% Bretau) y Belén de Umbtia con 6,72%
(4,66% depositos y 6,76% Bretau).

Conclusiones. Como se esperaba los mayores indices correspondieron a las zonas mas urbanas (Pereira y La Virginia).
Esto concuerda con lo que reportan otros estudios a nivel epidemiolégico donde dichas zonas muestran las mayores
tasas de incidencia del dengue, por lo cual se desprende la importancia de relacionar las tasas entomoldgicas con las epi-
demiolobgicas para evaluar su importancia en términos de la transmisioén vectorial en la region, asi como otras variables

ecoldgicas y sociales de importancia en dicho comportamiento.

*Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Tecnoligica de Pereira, Pereira, Risaralda, Colombia. tSecretaria de Salud Risaralda, Pereira, Risaralda, Colombia.
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TLPO7. Actividad Antiherpética y anti- DENV-2 in vitro de hibridos basados
en combretastatina A4 y derivados diterpenos. (+) - Labdadienedial:
posible mecanismo de accion

Lee Agudelo-Gémez*, Francielle Cardozot, Claudia Simbest, Juan Gallego-Gémez,
Hamlet Acevedo-Ospinaz, Miguel Gonzdlezs, Liliana Betancur-Galvis*

Introduccion. Los Virus Herpes Simplex tipo 1y 2 (HHV-1 y HHV-2) son virus con genoma DNA que pertenecen a la
subfamilia .A/phaberpesvirinae, estos virus neurotroficos humanos infectan cominmente la zona oral y genital. Aislados vi-
rales resistentes al aciclovir se pueden observar especialmente en pacientes inmunocomprometidos. Esta situacion ha dado
lugar a la bisqueda de nuevos agentes antiherpéticos, especialmente aquellos con un mecanismo de accién diferente de
los andlogos de nucledsidos. El Virus Dengue (DENV), con genoma RNA, perteneciente a la familia Flaviviridae, presenta
cuatro serotipos (DENV 1-4). La infecciéon por DENV se manifiesta en diversas enfermedades, que van desde la fiebre del
dengue no grave, a la fiebre hemorragica de dengue grave y el sindrome de choque por dengue. Actualmente, no hay vacunas
o tratamientos especificos. La Combretastatina A-4 (CA-4, 1) es un producto natural aislado del arbol de sauce africano Coz-
bretum caffrum, se ha obtenido un hibrido de combretastatina al mezclar farmacéforos importantes de la combretastatina
A4, con esqueletos terpenoides como el labdadienedial, el cual presenté previa actividad citotoxica, antiviral y antifingica.
Objetivo general. Determinar la actividad antiherpética y anti-DENYV de la combretastatina A4, el labdadienedial y
un hibrido de ambas moléculas.

Metodologia. La actividad antiviral, definida por la concentracién efectiva 50% (EC, ) para las diferentes moléculas y
controles se evalu6 contra los virus HHV-1 (KOS y 29R, HHV-1 obtenido en el Centro de Control de Enfermedades
(Atlanta, GA); HHV-2 (333 y VR-734 (G aciclovir) y DENV-2, mediante el ensayo de reduccioén de placas con diferen-
tes estrategias metodologicas en las etapas pre y post-infeccién. Para determinar los indices de selectividad (IS) antiher-
péticos y anti-DENV (IC_ /EC, ), en paralelo, se evalué la concentracion citotoxica 50% (IC, ) por el método del MTT.
Resultados. El (+) labdadienedial, DEX-S y HEP inhiben las fases iniciales del ciclo de replicacion viral para HHV a
concentraciones <7 uM, 2 pg/mL y 2 pg/ mL, respectivamente. El labdadienedial mostté actividad virucida, de inhibi-
cion de la adherencia y entrada frente a las cepas de HHYV, definiéndolo como un posible candidato para el desarrollo
de farmacos topicos.

Conclusiones. Estos datos deben ser confirmados mediante ensayos 7z vivo. Tanto el (+)-Labdadienedial como el
hibrido presentaron actividad anti-DENYV en etapas pre y postinfectivas, respectivamente.

*Grupo de Investigacion D igica, Facultad de Medicina. Universidad de Antioquia, Medellin-Colombia. +1.aboratério de Virologia Aplicada, Departamento de Ciéncias Farmacénticas, Universidade Federal de Santa
Catarina, Floriandpolis-SC, Brazil. £Grupo de Medicina Molecular y de Traslacion. Facultad de Medicina. Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia. §Departamento de Quimica Organica, Universidad de Valencia,
Burjassot, Valencia, Esparia.

TLPO08. Impacto potencial del clima en la epidemiologia
del dengue en Risaralda, Colombia, 2010-2011

Sergio Bernal-Gutiérrez*, Erika Vanessa Cdrdenas-Giraldo*, Edwin Andrés Guerrero-Matituy*, Anderson Homero
Molina-Delgado*, Cindy Paola Montoya-Arias*, Liseth Lorena Quintero-Herrera*, Valeria Ramirez-Jaramillo*,
Jhon Alejandro Rico-Gallego*, Alberth Christian Herrera-Giraldo*, Shirley Botero*, Alfonso J. Rodriguez-Morales*

Introduccion. El dengue continta siendo la enfermedad metaxénica mas importante en el mundo, en la cual se ha
evidenciado, especialmente en otros pafses, influencia del clima en su epidemiologfa.

Objetivo general. Evaluar el impacto potencial de variables climaticas en la epidemiologia del dengue en Risaralda,
Colombia, 2010-2011.

Metodologia. Estudio ecolégico con datos semanales de la vigilancia epidemiolégica: numero de casos y tasas de incidencia
de dengue (casos/100.00 hab,). Utilizando modelos de Poisson se evalué la influencia de ONT (Indice de Oscilacién Nifio) y
pluviometria sobre las tasas de incidencia, ajustados por afios y semanas. Nivel de confianza 95%. Se analiz6 con Stata 11.0.
Resultados. En 2010 se reportaron 12.651 casos y en 2011, 998. La variabilidad climatica en 2010 fue mas alta (ONI,
1,6 El Nifio a -1,5 La Nifia) que en 2011 (ONI, -1,4 L.a Nifia a -0,2 Neutral). La pluviometria media fue 248,45 mm
(minimo 135,9-maximo 432,84). Durante El Niflo, el nimero de casos promedios fue significativamente mayor (433,81)
que en los demas perfodos (142,48 Neutral, 52,80 La Nifia; ANOVA F=606,59, p<0,001, Bonferroni post-hoc p<0,01).
Los modelos de regresion mostraron que el ONI (coef 0,329; 1C95% 0,209-0,450) y la pluviometria (coef 0,003;
1C95% 0,002-0,004) fueron variables independientes altamente significativas en cuanto a la asociacion con las tasas de
incidencia, luego de ajustatlo por afios y semanas (p<0,001, pseudo £*=0.6913).

Conclusiones. Ia marcada influencia de El Nifio en el nimero de casos y la tasa de incidencia de dengue en Risaralda
en 2010 lleva a considerar la posibilidad de desarrollar medidas preventivas tomando en cuenta la estacionalidad climatica.
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TLPO09. El virus del dengue procesa un miRNA contra
un blanco celular putativo en células vero infectadas

Natalia Campillo-Pedroza*, Juan P. Franco-Salazar*, Juan C. Gallego-Gémez*

Introduccion. El virus dengue es el responsable de una de las enfermedades transmitidas por artrépodos con mayor
impacto en salud publica a nivel mundial, principalmente en los paises tropicales. Este virus tiene genoma RNA de ca-
dena positiva con replicacion citoplasmatica. Se ha planteado, que este tipo de virus al no presentar localizaciéon nuclear
durante su ciclo de replicacion, dificilmente podrian procesar miRNAs no artificiales. Sin embargo a la fecha existen
algunos reportes sobre el procesamiento de miRNAs en virus con estas caracteristicas donde se plantean posibles rutas
no canodnicas de procesamiento.

Objetivo general. Validar el procesamiento de un miRNA predicho en el genoma del virus Dengue-2, dnv-mR170.
Metodologia. Se utiliz6 la técnica Northern Blot no radioactivo en células Vero infectadas.

Resultados. Se observé una banda con marcaje especifico de 30nt correspondiente al dnv-mR170 a las 24 y 48 horas
post infeccion. Interesantemente el blanco celular putativo es el Receptor del Factor de Crecimiento Fibroblastico tipo
2. En recientes publicaciones se ha demostrado que el mecanismo de internalizacién de este receptor se realiza por
endocitosis mediada por Clatrina, lo que podtia sugerir que la regulacion de la expresion de esta proteina puede estar
relacionada con la entrada del virus.

Conclusiones. Este resultado aporta una evidencia mas al nuevo planteamiento donde se propone que los virus RNA
citoplasmaticos procesan miRNAs naturales durante su ciclo de replicacién por vias no canoénicas, adicionalmente con-
tribuye a la comprension de la interaccion virus-hospedero, la cual potencialmente puede ser util en el establecimiento

de blancos terapéuticos de la enfermedad del dengue.

TLP10. Seroprevalencia de Chikungunya, Hantavirus y Rickettsia
en la poblacion indigena del municipio de Tuchin, Cérdoba

Camilo Guzman*, Samia Barrera*, Surly Martinez*, Vaneza Tique*, Jorge Miranda*, Salim Mattart

Introduccion. Los patdgenos emergentes y zoondticos como el virus chikungunya, hantavirus y rickettsias han toma-
do gran importancia debido a su reciente asociacion con brotes en poblaciones humanas y con altas tasas de mortalidad.
Objetivo general. Establecer la seroprevalencia de los virus chikungunya (VCHIK) y Hanta (VHANT) y de Rickettsia
sp. del grupo de las fiebres manchadas en la poblacion indigena del municipio de Tuchin, Cérdoba.

Metodologia. Se analizaron 200 sueros de personas afiliados a la entidad prestadora de salud indigena Manexka
que voluntariamente participaron en el estudio. Para hantavirus se utilizo la prueba IgG-Dx-Select™ (Focus Techno-
logies, California, USA Cat:EL1600G); para Chikungunya ELISA anti-IgG VCHIK (Nova-Tech-inmunodiagnostica
GmbH, Germany Cat: CHIG0590) y para Rickettsia la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IgG) estandarizada
en el IIBT.

Resultados. La seroprevalencia para hantavirus fue del 9.1% (7/87), para Rickettsia sp., del grupo de las fiebres man-
chadas fue del 5.2% (10/190) y para el virus Chikungunya del 0% (0/190). No se encontraron diferencias significa-
tivas (p= <0.05) entre los seropositivos de hantavirus y Ricketfsia sp., para las variables género, edad y ocupacion. Se
evaluaron nueve factores de riesgo que presentaron la siguiente distribucion: contacto con animales domésticos 84.7%
(161/190), contacto con roedotes 65.3% (124/190), tipo de material de construccién de la vivienda (bareque y batro
(56.3%), techo de palma (56.8%) y la disposicion final de desechos a campo abierto (55.3%). No obstante, la correlacién
de los factores de riesgo y la presencia de anticuerpos no mostré6 asociacion (p= <0.05).

Conclusiones. Los hallazgos demuestran la circulacién de patégenos como Rickettsia sp., y hantavirus en poblacion in-
digena del municipio de Tuchin. Aunque no se hallaron seropositivos para CHIK, este es el primer estudio de vigilancia

epidemiolégica realizado en Colombia sobre CHIK.

*Universidad de Cérdoba, Instituto de Investigaciones Bioldgicas del Trdpico. Cérdoba, Colombia. +Contacto: mattarsalin@hotmail.com
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TLP11. Evaluacion de las regiones del gen E en la reconstruccion
de las relaciones filogenéticas del dengue

Cinthy Jiménez-Silva*, Susana Ortiz-Baez*, Raquel E. Ocaziones-Jiménez*, Daniel Miranda-Esquivel*

Introduccion. Alinicio de los 90s los analisis de epidemiologfa molecular del virus del dengue empleaban una regién
corta de 240 pb correspondiente a la unién de los genes E/NS1. Estudios postetiores seflalaron el uso de secuencias
del gen E (1485pb) como los datos mas apropiados para observar la diversificacion del virus, mientras que Domingo et
al. (2000) plantearon que una zona de 306pb de la region carboxilo-terminal del gen E recuperaba topologfas iguales o
muy similares a aquellas reconstruidas a partir del gen E.

Objetivo general. Evaluar la informacion filogenética de las regiones del gen E con respecto al gen E completo.
Metodologia. A partir de secuencias del gen E disponibles en GenBank se realizé un alineamiento multiple y se
extrajeron las cuatro particiones correspondientes a las regiones que traducen los tres dominios y la regioén transmem-
brana de la proteina. Para cada particion se reconstruyeron las relaciones filogenéticas bajo los criterios de Parsimonia y
Andlisis de Maxima Verosimilitud. Se compararon las topologfas reconstruidas contra la topologia del gen E completo
a partir del calculo de la resolucion, las distancias topologicas, y el nimero de nodos iguales.

Resultados. La comparacion de las relaciones filogenéticas entre el gen E completo y las diferentes particiones, mos-
traron diferencias a nivel de resolucién filogenética, patrén de relaciones y reconocimiento de patrones temporales.
Las particiones del gen E permitieron reconocer serotipos, pero no todas identificaron los genotipos. Adicionalmente,
ninguna particién resolvié las relaciones inter-genotipicas recuperadas con el gen E, siendo la region carboxilo- terminal
la menos informativa.

Conclusiones. Las topologfas basadas en las particiones del gen E constituyen herramientas utiles a nivel diagnostico.
Sin embargo, no son apropiadas para inferir relaciones filogenéticas, aspectos evolutivos o establecer vigilancia de los

genotipos circulantes del dengue.

*Grupo de Investigaciones en Enfermedades Tropicales (CINTROP) y La jo de Sistemitica y Bingeografia. Universidad Industrial de S. . B 15, Colombia.

TLP12. ;Podemos tipificar y reconstruir la filogenia
con cualquier gen en el virus del dengue?

Cinthy Jiménez-Silva*, Ayda Ortiz-Baez*, Juliette Gualdrén-Diaz*,
Raquel E. Ocaziones-Jiménez*, Daniel Miranda-Esquivel*

Introduccion. Ia mayoria de las reconstrucciones de la historia evolutiva del virus del dengue se han basado en el ana-
lisis de algunas secuencias génicas (preM/E, E, E/NS1). No obstante, los recientes avances en biologia molecular y la
creciente disponibilidad de secuencias genémicas ofrecen una gran oportunidad para reevaluar la filogenia del dengue.
Obijetivo general. Evaluar el potencial filogenético de los genes con respecto al genoma, para la tipificacioén y evalua-
cion de la filogenia del virus (DENV).

Metodologia. Se construyé una base de datos depurada a partir del total de secuencias genémicas de DENV dis-
ponibles en GenBank (16-03-2013). A partir del alineamiento multiple, se extrajeron los genes y se reconstruyeron
las relaciones filogenéticas bajo los criterios de Parsimonia, Distancia genética y Analisis de Maxima Verosimilitud.
Para evaluar la discrepancia entre reconstrucciones se cuantificé el numero de nodos comunes, la distancia y la
resolucion topolégica.

Resultados. Todas las reconstrucciones permitieron la serotipificacion del virus; sin embargo, los patrones de relacio-
nes intra e inter-genotipicas fueron incongruentes entre genes y métodos. Aunque la resolucién depende del tamafio del
gen, no existe una fuerte dependencia entre el tamafo y la similaridad topolégica con respecto al patrén generado por
el genoma completo. Dadas las métricas usadas, los genes NS5, NS3 y NS1 son los mejores descriptores del genoma,
mientras los genes C y preM son los menos informativos.

Conclusiones. Las reconstrucciones hechas a partir de genes estructurales no son la aproximacién mas eficiente para
evaluar las relaciones filogenéticas en dengue, en comparacion con el genoma total. Por lo tanto, queda en evidencia la
importancia de la informacién que revelan los datos y el buen analisis de los mismos.

*L jo de Sistentica y Biog ia. Universidad Industrial de S ;, B 1ga, Colombia.
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TLP13. Lainfeccion de células epiteliales con virus dengue promueve la expresion
de proteinas que favorecen la replicacion de algunas cepas virales

Viviana Martinez-Betancur*, Marcel Marin-Villa*, Marlén Martinez-Gutiérrez*

Introduccion. El Virus Dengue (DENYV) es el agente causal del Dengue y Dengue Grave. Los estudios usando he-
rramientas de proteémica pueden ayudar a mejorar la comprension de la interaccion virus-hospedero, pero hasta el
momento son pocos los que se han realizado en esta area.

Objetivo general. Determinar las proteinas celulares cuya expresion es modificada debido a la infeccion por DENV.
Metodologia. Se realizo la evaluacion de la viabilidad celular en células infectadas y la cuantificacion del genoma viral
y de las particulas virales infecciosas. Finalmente, se realiz6 una comparacion de la expresion de proteinas de células
VERO infectadas con cepas de DENV serotipo 2: DENV/NG (asociada a Dengue) y DENV/16681 (asociada a Den-
gue Grave) mediante espectrometria de masas.

Resultados. Se determiné la viabilidad de las células infectadas, encontrandose que ninguna de las cepas empleadas
induce muerte celular a las 48 h. Adicionalmente, se encontré que la replicacion del genoma de la cepa DENV-
2/16681 es mayor que la de la cepa DENV-2/NG. Al identificar las proteinas expresadas se encontré que en los
cultivos infectados con la cepa DENV-2/NG o DENV-2/16681 hubo cinco y seis proteinas respectivamente con
expresion diferencial en comparacion con el control sin infeccion. Los resultados mas importantes se encontraron
en la comparacion entre los cultivos infectados (DENV-2/NG Vs DENV-2/16681), en la que se identificaron 18
proteinas con expresion diferencial. Muchas de estas proteinas debido a la funcién que cumplen, se asociaron a un
aumento en la eficiencia de replicaciéon del DENYV, entre ellas se encuentran la calreticulina, la acetil Coenzima A
acetil transferasa y la proteina de unién a acidos grasos.

Conclusiones. La infeccién de células VERO con DENV/NG o DENV/16681 modifica diferencialmente la expre-

sién de algunas proteinas celulares las cuales pueden facilitar el desarrollo de la infeccion.

*Programa de Estudio y Control de I Tropic PECET. Universidad de Antioguia. Medellin, Colombia.

TLP14. Caracterizacion molecular y epidemioldgica
de un Hantavirus detectado en Necocli (Colombia)

Carolina Montoya-Ruiz*, Francisco J. Diazt, Juan D. Rodas*

Introduccion. Aunque el sindrome pulmonar por hantavirus ha sido reportado en muchos pafses de Sur América,
Colombia aun no ha reportado ningun caso. Esta situacion probablemente se asocia tanto a la escasa caracterizacion de
estos agentes en nuestro medio, como a la carente disponibilidad de recursos diagnodsticos.

Obijetivo general. Caracterizar las relaciones filogenéticas de un Hantavirus previamente detectado en Necocli (An-
tioquia), y explorar su transmision y potencial patogénico para los seres humanos.

Metodologia. La caracterizacion filogenética se realizé a partir de las secuencias completas de los segmentos S y M
obtenidas del pulmén de un Zygodontomys cherriei capturado en Turbo. Se exploré la transmision a humanos a través de
la busqueda de IgG reactiva para el virus Maciel en una muestra de la poblacién general en la zona de Uraba. En la
actualidad se esta adelantado un muestreo de pacientes con sindrome febril en la misma region, para probarlos con una
nueva ELISA y RT-PCR para el virus autoctono.

Resultados. La comparacion de las secuencias del virus “Necocli” con otros del GenBank, indica que se podria tratar
de un agente nuevo, de alta identidad con el virus Calabazo (Panama); del que poco se conoce y aun no es aceptado
como una nueva especie. El estudio serolégico en poblacién general mostré una seroprevalencia del 1.3% IC [0.327-
2.300], lo que demuestra circulacién de un hantavirus en humanos, que se desconoce si serfa Necocli y si estarfa gene-
rando alguna patologfa.

Conclusiones. Se ha detectado un hantavirus circulando en roedores silvestres y humanos, pero atn es necesario rea-
lizar pruebas seroldgicas en los pacientes con sindrome febril e intentar amplificar en estos el genoma viral y conocer
las posibles implicaciones clinicas en la infecciéon humana.

*Grupo Centanro, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Antioguia. Medellin (Antioquia), Colombia. +Grupo I irologia, Facultad de Medicina, Universidad de Antioguia. Medellin (Antioquia), Colonbia.
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TLP15. Migracion celular y actividad metaloproteasa
de matriz extracelular inducida por virus dengue

Elizabeth Orozco-Garcia*tt, Diego Alvarez*+, Juan Carlos Gallego-Gémez++

Introduccion. El dengue es la enfermedad producida por arbovirus mas comuin del mundo, 40% de la poblacién vive
en areas endémicas con cerca de 230 millones de infecciones anuales. El DENV causa alteraciones en la barrera vascular
endotelial como sindrome de shock por dengue (DSS) y fiebre de dengue hemorragico (DHF). De 500.000 pacientes que
desarrollan DHF mueren mas de 20.000 anualmente, emergiendo el DENV como prioridad sanitaria con altos impactos
socioeconémicos, el endotelio debe ser estudiado a fondo ya que su alteracion se presenta en los casos de dengue severo.
Objetivo general. Identificar los efectos celulares-funcionales de la infeccion por DENV en células endoteliales de
microvasculatura humana en presencia o ausencia de inhibidor de CDKS5. Especificos. 1) Determinar las etapas del ciclo
de replicacion del DENV en células HMEC-1. 2) Evaluar el patrén de migracion, actividad metaloproteasa durante las
etapas de replicacion del DENV en células HMEC-1.

Metodologia. Curvas de crecimiento, ensayo formacion de placas, microscopia fluorescencia, ensayo migracion, test
LDH, RT-PCR, zimografia.

Resultados. La dinamica de crecimiento viral sincronizada a MOI 15 durante 48 hpi, revel un pico de produccion
viral 36 hpi que desciende entre 42-48 hpi. En puntos criticos del ciclo de replicacion viral (3, 12, 24, 36 y 48 hpi) se
evalué migracion celular y se cuantificaron genomas virales. DENV aument6 entre 275%-325% la migracion celular
con respecto a células no infectadas, se encontr6 actividad metaloproteasa en sobrenadantes de células infectadas a
diferentes tiempos post-infeccién. Estudios conducidos por Alvarez D,, et al., 2013 (datos sin publicar) mostraron un
perfil de citoquinas que se sobreexpresan en horas tardfas las cuales se correlacionan con los patrones de migracion y
actividad metaloproteasa. Se establecieron concentraciones adecuadas de roscovitin (5, 10, 20, 30 uM) por MTT, para
tratar células infectadas. El roscovitin redujo los efectos de la infeccion por DENV en ECs.

Conclusiones. La infecciéon por DENV genera patrones de expresion diferencial de citoquinas que promueven
migracion y actividad metaloproteasa en ECs, y esta contribuye a un cambio en la dinamica endotelial, que puede
estar asociada con los signos de dengue grave. Este efecto fue reducido por el roscovitin, ofreciendo una prueba
de concepto en el marco de medicina de traslacion, para posibles candidatos terapéuticos enfocados a controlar la
severidad de la enfermedad.

*Grupo de Medicina Molecular y de Traslacion, Universidad de Antioguia, Medellin-Colombia. +Grupo Nenrociencias de Antioguia, Universidad de Antioquia, Medellin-Colombia. £ Contacto: lizornga@gmail.com

TLP16. Deteccidon de los cuatro serotipos de dengue a partir de mosquitos Aedes
aegyptirecolectados en area rural de dos municipios de Cundinamarca, Colombia

Rosalia Pérez*, Jaime Castellanos* | , Victor Olanot, Maria Matizt, Juan Jaramillot,
Sandra Vargast, Diana Sarmientot, T.A. Stenstrém§, H.J. Overgaard:

Introduccion. Ia deteccion del virus dengue en mosquitos de areas endémicas en Colombia podria ser una herra-
mienta atil para la vigilancia en salud publica, debido a que el dengue es la enfermedad arboviral mas importante en el
mundo que genera incapacidad y muertes.

Metodologia. En los municipios de Anapoima y I.a Mesa, Cundinamarca, se recolectaron mosquitos Ae. aegypti me-
diante aspirador portatil en 600 viviendas pertenecientes a 38 veredas y 5 inspecciones rurales. El material fue transpor-
tado en hielo seco y congelado a -80°C hasta su procesamiento. Una vez identificados y seleccionadas las hembras, se
extrajo el RNA en grupos de al menos 20 hembras en cada vial. El RNA fue procesado por retrotranscripcion y PCR
multiplex para la deteccién del virus dengue y la actinal como indicador de la calidad de la muestra. Se presentan resulta-
dos del 10% de las hembras; 8 viales de siete localidades (4 de Anapoima y 4 de LLa Mesa), restan por procesar 72 viales.
Resultados. En Anapoima en 3 de 4 muestras se detecté RNA de virus dengue (una DENV2, una DENV1 y DENV2,
y una DENV2 y DENV4). Cuatro muestras de LLa Mesa fueron positivas (dos DENV1, una DENV3, y una DENV2
y DENV4). Se recolectaron 1368 hembras y 1338 machos Ae. aegypti en las que se obtuvieron cantidades adecuadas de
RNA total (312-1136 ng/ul), el mRNA de actinal fue amplificado en las 8 muestras procesadas.

Conclusiones. Por primera vez se reporta dengue en Ae. aegypti capturados en area rural en Colombia. La deteccién
de los 4 serotipos de dengue en el 10% de los viales de hembras de Ae. aegypti recolectados en areas rurales de los mu-
nicipios de Anapoima y L.a Mesa en Cundinamarca Colombia, permite pensar que el sistema RT-PCR podria ser usado
como alerta temprana de brotes de dengue.

*Grupo de V'irologia, Universidad El Bosque, Bogotd, Colombia. tInstituto de Salud y Ambiente, Universidad E Bosque, Bogota, Colombia. £D of M. jcal and Tt ngical Sciences, Norwegian University of
Life Sciences, A5, Norway. §$SARCH, Durban University of Technolagy, Durban, South Afvica. || Contacto: castellanogiaime@unbosque.cdn.co
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TLP17. Caracterizacion estructural y anotacion de regiones candidatas a ser RNAs
no codificantes (ncRNAs) en los genomas de los cuatro serotipos del virus dengue

Andrés Puerta*t, Clara Bermtdezt, Juan Gallego-Gémez*

Introduccion. El virus dengue pertenece al género de los Flavivirus de la familia Flaviviridae. Existen cuatro serotipos
y numerosos genotipos, que producen diversos cuadros clinicos (leves, severos y graves), con alta incidencia en pafses
tropicales de todo el mundo y en particular alto impacto en Colombia. En los genomas del género Flavivirus, se han
reportado regiones estructuradas capaces de producir RNAs no codificantes (ncRNAs), que modulan las respuestas de
las células hospederas, o estan involucrados en la replicacion misma del virus.

Objetivo general. Caracterizar las regiones estructuradas candidatas a procesar ncRNAs, en los genomas de los cuatro
serotipos del dengue.

Metodologia. Estas regiones se proponen como regiones potenciales para la regulacion del ciclo viral, y posibles mar-
cadores moleculares en diagnostico y prondstico.

Resultados. Para la caracterizacién de estas regiones se utilizan alineamientos genémicos bajo tres criterios diferen-
tes (NcDialign, Dialign y Mugsy), de diferentes aislados clinicos de los cuatro serotipos reportados en el GenBank.
Adicionalmente, a partir de los alineamientos genémicos, se identificaron regiones estructuradas termodinamicamente
estables, como potenciales candidatos a ser ncRNAs utilizando el software RNAz.

Conclusiones. Se presenta una primera aproximacion de anotacion utilizando los modelos de covarianza de familias
de RNAs virales reportadas en Rfam.

“Grupo de Medicina Molecular y de Translacion, Instituto de Investigaciones Meédicas, Facultad de Medicina, Universidad de Antioguia, Medellin. +Grupo Rudmica Tedrica y Computacional, Departamento de Biologia, Facultad

de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia. Bogotd. T Contacto: apuertag@gmail.com

TLP18. Seroprevalencia en humanos contra el virus dengue (familia Flaviviridae)
e indice pupal y larval de Aedes aegypti, en la poblacion urbana de los municipios
ubicados por encima de 1700 msnm en el departamento del Quindio

Sthepanie Roman*, Jhon Carlos Castaio*

Introduccion. Ias variaciones climaticas producidas por el calentamiento global han favorecido la dispersion de en-
fermedades y sus vectores como el dengue.

Obijetivo general. Determinar la situacion vectorial y la seroprevalencia en los municipios ubicados por encima de los
1700 msnm, considerada como el limite de altura para la presencia del mosquito vector.

Metodologia. Con un tamafio de muestra de n= 378 personas, se realizé un muestreo bietdpico, aleatorio simple de
manzanas en la primera etapa y sistematico de tramo 5 en la segunda etapa. Se eligieron al azar 78 manzanas, distribui-
das en los municipios a estudio de acuerdo al nimero de habitantes. Para la determinacion de los anticuerpos sétricos
tipo IgG contra dengue se tomé una muestra de sangre venosa, previa firma del consentimiento informado. Se utilizé
el estuche de ELISA indirecta VIRCELL Ref. G1018. Ademis, se identifico la presencia de pupas y larvas estadio 4 de
Aledes aegypti en los recipientes que pudieren significar reservorios del mosquito.

Resultados. Se pudo evidenciar la presencia del vector de Aedes aegypri, en la poblacioén urbana de Circasia Quindio.
La seropositividad para IgG anti Dengue en los municipios fue Circasia 44,2%, Filandia 26,2%, Pijao 29,3%, Salento
30,5%. El indice larval y pupal de Breteau fue para Circasia 62,5% y 40% Salento 2,1% y 1,05%, respectivamente, mien-
tras en Filandia y Pijao ambos indicies fueron del 0%.

Conclusiones. La presencia de Aedes aegypti y anticuerpos contra el virus Dengue en los municipios situados a alturas
superiores a los 1700 m.s.n.m en el departamento, pueden explicar que el cambio climatico esta favorecido la dispersion

del vector del dengue en el departamento.

*Grupo de Inmunologia Molecular, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad del Quindio, Armenia, Colombia.
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TLP19. Uso del Docking molecular para identificar compuestos capaces
de inhibir la actividad de la metiltransferasa del virus dengue

Andrea Trujillo-Correa*t, Rodrigo Ochoa*, James Wegert,
Carlos Muskus*, Ivdn D. Velez*, Jorge E Osorio*t, Sara Robledo*

Introduccion. En ausencia de una vacuna licenciada, es fundamental el descubrimiento de antivirales dirigidos contra
el virus del dengue (DENYV). Herramientas bioinformaticas se han utilizado para encontrar posibles inhibidores espe-
cificos contra el DENV.

Obijetivo general. Evaluar el mecanismo antiviral de compuestos derivados de Docking, sobre la infeccién por DENV
en un modelo 7 vitro e in vivo.

Metodologia. Ensayos de Acoplamiento molecular o Docking fueron utilizados para identificar ligindos tedricos para
el dominio metiltransferasa de la proteina NS5 en més de 50.000 moléculas provenientes de la base de datos ZINC.
Las coordenadas de la proteina se obtuvieron de la base de datos de proteinas (PDB: 2P41), y junto con los ligaindos se
prepararon en AutoDock 1.5.4. Las moléculas se acoplaron utilizando AutoDock Vina software.

Resultados. Tres de las moléculas con mayor afinidad fueron seleccionadas. La citotoxicidad de los compuestos se
evalué en células VERO y U937 utilizando el ensayo MTT. La actividad antiviral fue evaluada para los cuatro serotipos
DENV bajo diferentes estrategias de tratamiento, PRE, TRANS y POST. Uno de los compuestos mostrd bajos nive-
les de citotoxicidad y una actividad antiviral significativa a diferentes MOIs en diferentes lineas celulares, con algunas
variaciones dependiendo del serotipo viral. En el modelo animal de ratén A129 se observa disminucion de la viremia
con algunos cambios clinicos e histopatoldgicos significativos entre el tratamiento y el control. De las 60485 moléculas
analizadas nuestros resultados muestran que uno de los compuestos puede unirse al sitio catalitico de la actividad me-
tiltransferasa de NS5, y de esta manera inhibir la infeccién i vitro e in vivo.

Conclusiones. Los resultados de nuestro estudio demuestran que la combinacién de un estudio virtual y la validacién
en el laboratorio es un enfoque viable para el descubrimiento de nuevos agentes antivirales.

*Programa de Estudio y Control de F; dades Tropi PECET, Universidad de Antic . Medellin, Colombia. +Department of Pathobiological Sciences, School of Veterinary Medicine, University of Wisconsin. Madison,
W1, United States.

TLP20. Evaluacion de la capacidad replicativa del virus dengue serotipos 1y 3
en poblaciones de Aedes aegypti de zonas de alta y baja incidencia de dengue
en Medellin: estudio in vitro e in vivo

Alexander Uribe-Yepes*, Carolina Quintero-Gil*, Marta Ospinat, Marlen Martinez-Gutiérrez*

Introduccion. La transmision urbana del Virus Dengue (DENV) se debe principalmente al mosquito Ae. aegypzi. Esta
transmision esta modulada por maltiples factores, definidos como capacidad vectorial, en donde se incluyen una amplia
gama de caracteristicas asociadas al vector, definidas como competencia vectorial.

Obijetivo general. Evaluar la capacidad replicativa (como indicador de la competencia vectorial) de aislados clinicos de
DENV-1 y DENV-3 en tres poblaciones de Ae. aegypti: dos poblaciones silvestres, recolectados en zonas de alta y baja
incidencia de dengue y la tercera poblacion de laboratorio (Rockefeller).

Metodologia. Mosquitos Ae. aggypti fueron infectados artificialmente por via oral con DENVV-1 y DENV-3. A los 7,
14y 21 dias post-infeccion se realizé extraccion de RNA total de los mosquitos alimentados para cuantificar RNA viral
por RT-qPCR. Asi mismo se compat6 la capacidad teplicativa de ambos serotipos en células de insecto (C6/36 HT) y
la viabilidad celular en condiciones de infeccién con alguno de los serotipos.

Resultados. Se encontré que las poblaciones de mosquitos derivadas de zonas de alta y baja incidencia de la enferme-
dad son mas competentes a la transmisién de ambos serotipos de DENV que los mosquitos de la colonia de referencia.
De igual manera se determiné que DENV-1 se replica de manera mas eficiente que DENV-3 en mosquitos de campo
y laboratorio. Asi mismo se observé como el efecto citopatico de DENV-1 sobre la linea celular derivada de Aedes
albopictns (C6/36 HT) es mayor que para DENV-3; y como la capacidad replicativa del serotipo 1 también es mayor en
comparacion con el serotipo 3 de DENV.

Conclusiones. La importancia de estos hallazgos radica en que diferencias en la capacidad de DENV replicativa en
los vectores podtfa estar asociado con variaciones en el riesgo de transmision del virus, el cual afecta directamente el
comportamiento epidemiolégico de la enfermedad.

*Programa de estudio y control de enfermedades tropicales —PECET, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia. +1 o D de Salud de Antioguia, Medellin, Colombia.
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TLP21. Uso de oligonucledtidos degenerados para la deteccion molecular
y tipificacion del virus dengue por RT-PCR y PCR anidada

José A. Usme-Ciro*t1, Alba M. Gémez-Castahedat, Lissethe C. Pardof, Juan C. Gallego-Gémez*+

Introduccion. El virus dengue (DENV) posce altas tasas de sustitucién nucleotidica, que conllevan una rapida acu-
mulacién de cambios en su genoma en corto tiempo. Por ello, técnicas moleculares como la RT-PCR, deben ser cons-
tantemente re-evaluadas para garantizar mayor sensibilidad en el diagnéstico.

Objetivo general. Redisefar los oligonucledtidos utilizados convencionalmente para la deteccion y tipificacién del
DENV y evaluar su desempefio sobre ARNs extraidos de muestras clinicas.

Metodologia. Utilizando el programa ClustalW se alinearon secuencias disponibles en GenBank (Release 155.0) para
la regién C-prM /M de cada serotipo del DENV. Se analizaron las regiones de hibridacién de los oligonucleétidos repor-
tados por Lanciotti et al., 1992 (J Clin Microbiol 30: 545-51) en el contexto de toda la variabilidad presente y se realiza-
ron modificaciones teniendo en cuenta los disefios obtenidos por el programa HintPCRv3.0, asi como la posicion de
codon del nucledtido correspondiente al extremo 3’ de cada oligonucledtido, frecuencia de polimorfismos en la matriz
de secuencias, entre otros. LLos oligonucleétidos se evaluaron a diferentes concentraciones sobre ARNs extraidos de
cultivos celulares infectados y sueros de pacientes con sospecha de dengue.

Resultados. En la modificacion de los oligonucle6tidos D1, D2, TS1, TS2, TS3 y TS4 se utilizaron matrices de 795,
910, 85, 151, 335 y 201 secuencias, respectivamente. Fueron necesarias modificaciones en el extremo 3" de los oligo-
nucleétidos TS1, TS3 y TS4 por coincidir con terceras posiciones de codon, sitios con alta variabilidad reflejada en los
alineamientos y por ser determinante para la amplificacién. Los oligonucleétidos modificados amplificaron especifica-
mente cada serotipo del DENV, tanto desde sobrenadantes de cultivo como desde muestras clinicas.

Conclusiones. El redisefio de oligonucledtidos tuvo en cuenta la variabilidad genética acumulada en mas de 15 afios,
demostrandose experimentalmente su utilidad en la deteccién y tipificacion del DENYV, garantizando una mayor sensi-
bilidad en el diagnéstico y vigilancia del DENV por laboratorio.

*Unidad de Vectores Virales y Terapia Geénica, Grupo de Ne jencias, Sede de I gacion Universitaria, Universidad de Antioquia, A.A. 1226. Medellin - Colombia. +Grupo de Medicina Molecular y de Translacion, Facultad
de Medicina, Universidad de Antioguia. Medellin - Colombia. £Grupo de V'irologia, Direccion de Redes en Salud Piiblica, Subdireccion Red Nacional de Laboratorios, Instituto Nacional de Salud. Bogotd D.C. - Colombia.

TLP22. Deteccion del virus de la hoja amarilla (Sugarcane yellow leaf virus, SCYLV)
en cana de azucar mediante PCR en tiempo real

Y. Carolina Acosta V.*t, Marcela Cadavid O.*, Juan C. Angel S.*, Jorge |. Victoria K.*, Carlos A. Angel C.*

Introduccion. La cafia de azicar es uno de los cultivos mas importantes en Colombia utilizado para producir azicar,
panela, etanol y cogeneracion de energfa. El virus de la hoja amarilla (SCYLV), es una enfermedad importante y de
alta prevalencia mundialmente, detectada en Colombia en 1998. SCYLV (Polerovirus, Luteoviridae) tiene un genoma de
cadena simple de ARN transmitido mediante semilla vegetativa infectada y por afidos vectores. El efecto de SCYLV en
la produccion de cafia y sacarosa entre vatiedades es variable, dependiendo del ambiente y del manejo; por tanto, no se
puede generalizar su nivel de dafio. Cenicafa utiliza técnicas serologicas como TBIA (Tissue-Blot Engyme Immunoassay)
y moleculares como RT-PCR para su diagnéstico en muestras de lotes semilleros y comerciales, pero dadas las bajas
concentraciones y los limites de deteccién de ambas técnicas, se pueden generar diagnésticos falsos negativos.
Objetivo general. Adaptar métodos mas sensibles, rapidos y especificos en el diagnéstico, y preferiblemente cuantita-
tivos para usarse en estudios sobre tresistencia en las variedades.

Metodologia. Se esta adaptando PCR en tiempo real (RT-qPCR). Se amplific6 un fragmento especifico entre los
marcos de lectura 0 y 1 del genoma de SCYLYV, y se evaluaron iniciadores para cuatro genes de referencia de la planta:
O-Met, Actina, 3-Tubulina y GAPDH.

Resultados. El rango dindmico para SCYLV fue reproducible y consistente desde 1X (100 ng de ARN total) hasta
1x107%; y para 3-Tubulina fue hasta 1x10*. No se observaron diferencias significativas (x= 0.05) en la expresion y efecto
de la dilucién para 8-Tubulina tanto en muestras sanas como enfermas, pero si se dieron para SCYLV. $-Tubulina no
vari6 entre plantas de una misma variedad ni entre variedades, cumpliendo como gen normalizador. Se logré detectar
SCYLV en hasta 1.0 pg de ARN total de una planta infectada.

Conclusiones. Se valid6 la mayor sensibilidad del RT-qPCR respecto al TBIA y RT-PCR.

*Area de Fitopatologia, Centro de Investigacion de la Cana de Aziicar de Colombia -CENICA NA, Cali, Colombia. +Contacto: cangel@cenicana.org
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TLP23. Analisis filogenético del Virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo
Porcino (PRRSV) en granjas porcicolas intensivas de Colombia

Jennifer Castro*, Claudia Calderén*, Andrea Castillo*, Maria Antonia Rincént

Introduccién. El Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRS), es de importancia para los porcicultores,
por el comercio internacional de porcinos y productos de origen porcino. Las primeras evidencias serologicas en Co-
lombia se registraron en 1996. Posteriormente se realizaron estudios de aislamiento y de caracterizacion filogenética en
cepas aisladas entre 1998 y el 2002. Debido a la aparicion de brotes reemergentes en algunas zonas del pafs, es necesario
actualizar la informacion de la epidemiologfa molecular del VPPRS en Colombia.

Objetivo general. Analizar filogenéticamente secuencias correspondientes a la region ORF5 del Virus del Sindrome
Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRSV), obtenidas a partir de muestras de campo provenientes de granjas por-
cicolas intensivas de diferentes regiones de Colombia.

Metodologia. Inicialmente se realizard la deteccioén del fragmento ORF7 (QRT-PCR) para detectar la presencia del
virus y cuantificar el nimero de copias virales, en muestras de suero, tejidos y fluidos orales. Posteriormente, se realizara
estudios de secuenciacion sobre el fragmento ORF5 para la clasificacion de las cepas.

Resultados. Hasta el momento se han analizado muestras provenientes de los departamentos de: Quindio, Cundi-
namarca, Santander, Sucre, Antioquia y Valle del Cauca, de las cuales se han detectado siete casos positivos asociados
con cuadros clinicos reproductivos y respiratorios. Las secuencias analizadas tienen una relacién directa con secuencias
reportadas pertenecientes al genotipo 2; incluidas dentro de los grupos virales VR2332 y 184. Por otro lado, las secuen-
cias analizadas no son totalmente idénticas a las reportadas en afos anteriores por el ICA, observandose variaciones
nucleotidicas entre cepas procedentes de una misma granja y region geografica.

Conclusiones. Se detecto la presencia de cepas americanas del virus del PRRS en explotaciones potcinas intensivas de

diferentes zonas del pafs. Se detect6 la aparicion de variantes a nivel de granja y regiones.

Lo jo de Biolgia M 5y jo de Medicina Porcina. 1 jo Nacional de Diagnéstico Veterinario (LNDV) - Instituto Colombiano Agrapecuario (ICA). Bogotd, Colombia.

TLP24. Primer reporte de recombinacion en
Potato yellow vein virus (PYVV) en Colombia

Giovanni Chaves-Bedoya*, Karen Cubillost, Ménica Guzmdn-Barney+t

Introduccion. Potato vein yellow virus (PYVV) clasificado como tentativo Crinivirus con genoma RNA ss(+) tripar-
tita es re-emergente ¢ importante en Colombia y otros paises andinos pues ocasiona pérdidas de produccion
de mas del 50%.

Objetivo general. Analizar la variabilidad genética en 60 aislados virales colectados en el departamento de
Narifio-Colombia.

Metodologia. Se utiliz6 analisis bioinformatico de las secuencias de genes involucrados en la proteccion y en la trans-
mision viral, que codifican para la proteina mayor de la capside (CP) la proteina de choque térmico 70 (Hsp70) y la
proteina menor de la capside (CPm).

Resultados. De los tres genes en la CPm se detecté mayor diversidad con los valores de substitucion nucleotidica mas
altos y con evidencia de recombinacion en seis aislados. Con base en el analisis del mapa de haplotipos empleando la
secuencia nucleotidica de la CPm, se propone un modelo de recombinacioén en esta region genémica. Los segmentos
no recombinantes se respaldan por los resultados del programa GARD (Genetic Algorithm for Recombination Detec-
tion), los arboles filogenéticos y los valores pareados de las distancias genéticas de cada segmento no recombinante. El
modelo muestra claramente que la regién amino de la CPm tiene tendencia a recombinacion.

Conclusiones. Los resultados sugieren que la mutacién y recombinacién son procesos importantes en la evolucién
de la CPm, pero a pesar de estos mecanismos, el polimorfismo genético de PYVV es muy bajo considerando que es un
virus de ARN. Faltan estudios de repercusion biolégica.

srupo de investigacion PLANTAE, Departamento de Biologia, Universidad Francisco de Panla Santander, Cricuta-Colombia. +Grupo de investigacion Biologia Molecular de Virus, Instituto de Biotecnologia, Universidad

Nacional de Colombia, Bogotd.
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TLP25. Evidencia filogenética de un nuevo linaje del Virus del Distemper
Canino en perros domésticos del Valle de Aburra, Antioquia, Colombia

Maria Espinal*, Francisco Diazt, Julidn Ruiz-Sdenz*}

Introduccion. El Virus del Distemper Canino (CDV) es el agente causal de una enfermedad altamente contagiosa
que afecta a poblaciones caninas domésticas y silvestres. El gen de la hemaglutinina (H), que codifica para la proteina
de membrana que determina el tropismo viral y que constituye el principal antigeno viral, presenta gran variabilidad
genética entre las cepas existentes, identificindose hasta la fecha 8 linajes distintos distribuidos alrededor del mundo.
Objetivo general. Determinar el o los linajes del CVD circulantes en las poblaciones caninas del Valle de Aburra
(Antioquia, Colombia).

Metodologia. Se realizé6 RT-PCR del gen de la fosfoproteina en 46 perros con signos compatibles de CDV para de-
teccion viral inicial. Posteriormente se hizo RT-PCR del gen H en muestras clinicas (suero y secrecién ocular) de 23
perros positivos para el P con el fin de amplificar el gen H en su totalidad. Los productos obtenidos fueron purificados
y secuenciados. Posteriormente, se infirieron las relaciones filogenéticas de las cepas obtenidas con las de aislamientos
de otras partes del mundo a través del método bayesiano.

Resultados. Fue posible obtener la secuencia completa del gen H en 15 muestras. A nivel aminoacidico, estas exhibfan
una identidad de 99.7% - 99.8% entre ellas pero se distanciaban en mas del 4% con los otros aislamientos silvestres
reportados alrededor del mundo y en mas del 10% con las cepas vacunales pertenecientes al linaje americano 1. En el
arbol filogenético, las secuencias obtenidas se agruparon monofiléticamente con una alta probabilidad posterior (100%0)
y por fuera de los linajes previamente descritos.

Conclusiones. Los anteriores resultados sugieren que en las poblaciones caninas del valle de Aburra circula una nueva
y Unica variante genética del CDV, altamente divergente de las cepas vacunales. El cual acorde con la distribucion filo-
geografica reportada en el mundo deberia denominarse Sur América-3.

*Grupo de Investigacion en Ciencias Veterinarias Centanro, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Antioguia. Medellin, Colombia. +Grupo Inmunovirologia, Facultad de Medicina, Universidad de Antioguia. Medellin,
Colombia. +Contacto: julianruizsaenz@gmail.com

TLP26. Patrones evolutivos de poblaciones de
Parvovirus Canino circulantes en Rio de Janeiro

Alvaro Fajardo*, Tatiana de Castrot, Martin Sérfora*, Gonzalo Moratorio*, Rita Cubeht, Juan Cristina*

Introduccion. El Parvovirus Canino (CPV-2) es un miembro de la familia Parvoviridae, género Parvovirus. Este virus
es causante de cuadros de gastroenteritis hemorragica y miocarditis en perros, siendo una de las principales causas de
muerte de cachorros. Su genoma consiste de una cadena simple de ADN de aproximadamente 5000 nucle6tidos que
contiene dos grandes marcos abiertos de lectura. Su principal proteina de superficie se denomina VP2 y representa
aproximadamente el 90% de la capside viral, que es el principal determinante de la gama de huéspedes. Unas pocas
diferencias aminoacidicas en esta proteina distinguen a los 3 genotipos conocidos de este virus, denominados CPV-2a,
CPV-2b y CPV-2c¢, que circulan con diferentes prevalencias alrededor del mundo.

Objetivo general. Investigar los patrones evolutivos de vatiantes de CPV-2 circulantes en Rio de Janeiro, Brasil.
Metodologia. Se realizaron analisis bayesianos de coalescencia mediante la aproximacion de cadenas de Markov Mon-
te Carlo (MCMC), analizando 98 secuencias de la regién VP2 correspondientes a variantes aisladas entre 1995 y 2011.
Resultados. Estos estudios revelaron que la emergencia del genotipo CPV-2b alrededor del afio 2002, contribuyé a un
importante aumento poblacional de CPV en Rio de Janeiro. Por su parte, la emergencia del genotipo CPV-2c¢ no alterd
los patrones epidemiolégicos en Rio de Janeiro, a diferencia de otras regiones geograficas donde se establecié como el
genotipo predominante.

Conclusiones. CPV-2ay CPV-2b se mantienen como los genotipos mas frecuentes en esta region, siendo unicamente

reportadas infecciones por el genotipo CPV-2c¢ de forma esporadica.

*L jo de Virologia 5 Centro de Inv

sidade Federal Fluminense, Niteroi, Rio de Janeiro, Brazil.
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TLP27. Distribucion del Peruvian Horse Sickness Virus (PHSV)
y Yunnan Orbivirus (YUOV) en el norte del Peru

J. Christian Floridn-Carrillo*, Rosario Méndezt, Charles Calisher,
Houssam Attoui§, David Florin || , Stephanie Monterot

Introduccion. Los Orbivirus Peruvian Horse Sickness (PHSV) y Yunnan (YUOV) son de reciente descubrimiento,
ambos han sido aislados tanto en Perd, como en Australia y China, respectivamente. Estos virus se han encontrado
implicados en patologfas neuroldgicas de equinos (PHSV) y de bovinos, equinos, ovinos y canidos (YUOV), su trans-
mision es por picadura de mosquitos. El norte del Perd parece ser el lugar de circulacion, ya que es de donde provienen
los primeros casos registrados y aislamientos virales.

Objetivo general. Determinar la extension de la distribucién de PHSV y YUOV en el norte del Perd, en sueros de
bovinos, equinos y ovinos, ademas de mosquitos.

Metodologia. Suero y tejidos de bovinos, ovinos, equinos y de un canido afectado, ademas de mosquitos fueron
monitoreados en los departamentos de Piura, San Martin y Ucayali, a los cuales se les paso a cultivos celulares para el
aislamiento de ARN viral y mediante sus electroferrotipos obtener el nimero de segmentos y pesos moleculares para
su identificacién como perteneciente al grupo de los orbivirus, posteriormente fueron secuenciados para una identifi-
cacioén viral exacta.

Resultados. Se confirmo la presencia del virus en las especies animales muestreadas tanto en los sueros como en los
mosquitos en las zonas de muestreo. Los mosquitos donde se encontrd su presencia fueron Ochlerotatus scapularis para
YUOV y Anopheles albimanns, Ochlerotatus serratusy Psorophora ferox para PHSV.

Conclusiones. El patron de distribucion de ambos virus va desde el departamento de Piura cerca de la frontera con
Ecuador hasta Ucayali en el este del Peru cerca a Brasil, la circulacion de estos virus parece seguir las rutas de comercio
entre la selva y la costa, quedando por dilucidar la direccionalidad que sigue.

[ niversidad Nacional Mayor de San Marcos. Facultad de Farmacia y Bioguimica. tInstituto de Investigacion de la Facultad de Medicina Humana, Universidad de San Martin de Porres, Av. Alameda del Corregidor 1561, La
Molina. Lima, Peri. £ D of Microbiology, 1 gy and Pathology, College of Veterinary Medicine and Biomedical Sciences, Colorado State University, Fort Collins, CO, USA. § Department of Vector-Borne Diseases,
nstitute for Animal Health, Pirbright, W’okmg, Surrey, United Kingdom. | mem}zed Services University of the Health Sciences. Preventive Medicine and Biometyics, Bethesda, MD. USA.

TLP28. Caracterizacion de un aislamiento colombiano de granulovirus
aislado de Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae)

Juliana Gomez*, Gloria Barrera*, Laura Villamizar*

Introduccion. Tuta absoluta, es una plaga invasiva devastadora que afecta plantas de tomate, llegando a provocar
pérdidas hasta del 100%. El alto uso de plaguicidas quimicos para su control, el riesgo de contaminacién y la gene-
racién de resistencia hacen que sea necesario encontrar alternativas de control. Una herramienta interesante es el
uso de virus entomopatogenos de la familia de los baculovirus, los cuales son especificos y no generan impactos al
medio ambiente. A pesar de su alto potencial, su uso sobre larvas de T. absoluta ha sido poco estudiado. Se cuenta
con un aislamiento colombiano de granulovirus (GV) el cual debe ser caracterizado para ser empleado como posi-
ble agente biocontrolador.

Obijetivo general. Caracterizar morfologica, biologica y molecularmente el aislamiento de granulovirus (VG012).
Metodologia. La caracterizacion morfoldgica se realizé6 mediante microscopia electronica. La caracterizacion mole-
cular se realiz6 mediante andlisis REN comparando con otros aislamientos de granulovirus y determinando el tamafio
del genoma. Adicionalmente se realiz6 el analisis filogenético para su clasificacion utilizando los genes gran, lef-8 y lef-9.
Mediante bioensayos en laboratorio se determinaron las concentraciones letales y la productividad.

Resultados. Los granulos de VG012 fueron de forma ovoide con un tamafio aproximado de 514 nm x 250 nm, con
unico virién en su interior. El analisis REN mostré el mismo patron con respecto al GV de Phthorimaea operculella pero
diferente comparado con el GV de Tecia solanivora, aunque se clasificaron en el mismo grupo monofilético. El tama-
fio de genoma estimado fue de 130 Kb. La concentracion letal 50 del virus fue 2x10* y 1a 90 de 1,2x107 cuerpos de
inclusion/mlL, con una productividad de 2,5x10" CI/g de tejido.

Conclusiones. Considerando el alto potencial del uso de GV para el control de T. absoluta, el aislamiento VG012 ca-
racterizado constituye una herramienta promisoria para el desarrollo de un bioplaguicida.

*Laboratorio de Control Bioligico. Centro de Bi ja y Bioii

70



Hechos Microbiol. 2013; 4(2 Suppl 1).

TLP29. Excrecion del VHE en cerdos de granjas antioquenas
Cristian C. Gutiérrez \/*, Jorge E. Forero D.*, Julidn E. Mejia V.*, Jaime Parra S.*, Albeiro Lépez H.*

Introduccion. Ia hepatitis E es una enfermedad producida por el Virus de la Hepatitis E (VHE), el cual es considera-
do el agente virico con mayor produccion de hepatitis agudas en humanos alrededor del mundo. Este virus puede llegar
a producir brotes epidémicos o casos esporadicos de la enfermedad. Se han determinado 4 genotipos y 24 subtipos de
VHE en mamiferos. La presencia de las mismas cepas virales tanto en humanos como en especies animales ha sugerido
que este virus es zoonotico y que existen reservorios, siendo el cerdo uno de ellos.

Obijetivo general. Debido a esto y por ser Antioquia el principal productor y consumidor de cerdos en Colombia se
definio investigar la excrecién en heces de este virus en porcinos de diferentes granjas del departamento.
Metodologia. Se realizaron pruebas moleculares (RT-PCR), para determinar un segmento del ORF1 del genoma de
VHE. Este procedimiento se realizé en heces de 300 cerdos de 30 piaras distribuidas en 10 municipios del departa-
mento de Antioquia.

Resultados. Mediante esta técnica se logré determinar el marcador molecular ORF-1 de VHE en el 24.33% de las
muestras (73 heces); ademas, en todas las granjas evaluadas, al menos una muestra fue positiva para VHE en heces.
Conclusiones. Esta evidencia demuestra que el VHE esta presente en las granjas porcicolas evaluadas en este estudio,
constituyéndose esta informacion en un llamado de alerta para los programas de bioseguridad en la produccién porci-
cola de Antioquia. Ademas, debido a que este virus es considerado como zoonotico, se debe tener precaucion con los

diferentes efluentes de los sistemas de produccion, y realizar mas investigaciones en este campo.

ersidad Nacional de Colombia sede Medellin. Calle 594 No. 63-20, Medellin, Colombia.

*Grupo Biodiversidad y Genética Molecular BIOGEM, Departamento de Produccion Animal, Facultad de Ciencias Agrarias,

TLP30. Evaluacion clinica y molecular del Parvovirus Canino en Antioquia
Ana Molina*, Manuela Echeverri*, Yeison Duque*, Julian Ruiz-Saenz*+

Introduccion. El Parvovirus Canino (CPV) fue reportado en Colombia en 1984 y desde entonces es considerado
uno de los principales patégenos de poblaciones Caninas. Su alta tasa de mutacién ha llevado a la emergencia de un
nuevo subtipo (CPV-2c) hasta ahora reportado en al menos 15 paises. La aparicion y propagacion de esta variante
con diferentes propiedades epidemioldgicas, antigénicas y patégenas, supone una amenaza sanitaria mundial. En
Colombia se han reportado los subtipos CPV-2a y CPV-2b, sin embargo no se han realizado estudios recientes que
permitan identificar los subtipos virales circulantes. Adicionalmente, el aumento de cuadros diarréicos hemorragicos
en individuos adultos y con esquema de vacunacién completo, plantea la posibilidad de que la nueva variante 2c esté
presente en el pafs.

Objetivo general. Caracterizar clinica y molecularmente los CPV en pacientes con diagnéstico presuntivo de parvo-
virrosis en Antioquia.

Metodologia. Se realiz6 un estudio descriptivo de corte transversal. Para la identificacién de CPV se recolectaron
muestras de materia fecal de pacientes caninos con diarrea hemorrigica y que se presentaron a consulta a diferentes
Hospitales veterinarios. Se realiz6 extraccion del DNA y PCR usando cebadores dirigidos contra la capside viral.
Resultados. De la poblacién analizadas el 54% de los casos fueron hembras y el 46% machos, se encontraron
individuos de 18 razas diferentes, siendo mds frecuente los individuos cruzados y los de las razas Schnaucer y
French Poodle; el promedio de edad fue de 6,2 meses, encontrandose caninos infectados hasta de 3 afios. Se en-
contraron individuos infectados aun con esquemas vacunales completos. Se reportan los principales subtipos de
CPV predominantes.

Conclusiones. Se confirmé la presencia del CPV en los pacientes; contrario a lo reportado en la literatura, se encontré6
la presencia de CPV no solo en cachorros sino también en individuos adultos, y mas importante atn, en pacientes con

esquemas vacunales completos.

*Grupo de Investigacion CENTAURO, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Antioguia. Medellin, Colombia. +Contacto: julianrnizsaenz(@gmail.com
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TLP31. Filogeografia en el Virus Distemper Canino (Morbillivirus)

Yanina Panzera*, Nicolds Sarute*, Gregorio Iraola*, Lucia Carrau*,
Victoria Delgado*, Martin Herndndez*, Rubén Pérez*

Introduccion. El Virus Distemper Canino (CDV) produce una severa enfermedad que afecta a todos los carnivoros
terrestres. La enfermedad se describié por primera vez en Sudamérica en 1748 y en 1905 fue aislado por Carré. En 1950
la introduccion de vacunas atenuadas permiti6 el control de esta enfermedad, una de las mas mortales en canes hasta
ese momento. Recientemente se han registrado diversos brotes revelando el caracter re-emergente de la enfermedad: La
naturaleza del genoma (RNA) de CDV hace que se encuentre sometido a altas frecuencias de mutacion, diversificando
las variantes virales circulantes. Estas variantes genéticas se agrupan en nueve linajes altamente divergentes de las cepas
vacunales, por lo cual podrian eventualmente evadir la respuesta inmune generada por éstas. A pesar del conocimiento
acerca de CDV existe poca evidencia de su historia evolutiva y su distribucion espacio-temporal.

Objetivo general. Analizar el origen, distribucion y filogeografia global de CDV.

Metodologia. Para ello secuencias nucleotidicas del gen de la hemaglutinina de diferentes Morbillivirus se obtuvieron
del Genbank y se sometieron a andlisis bayesianos.

Resultados. La tasa evolutiva, el ancestro comun mis reciente (MRCA), y la dindmica espacio-temporal de CDV se
determiné con los software MAFFT y FastML, y se visualiz6 con Google Earth. Nuestros analisis revelan que CDV
presenta una elevada tasa de sustitucién de 4.8X10 por sitio/afio. El MRCA surgié en EEUU alrededor del 1800, y
posteriormente se dispersé al resto del mundo a través de siete rutas de migracién que incluyen Africa, Sudamérica,
Groenlandia y diferentes regiones de Asia y Europa. Italia constituye uno de los principales centros de dispersion hacia
otros pafses de Europa y hacia Sudamérica.

Conclusiones. Nuestros estudios ofrecen nueva informacioén sobre el origen y dispersion de CDV y evidencian el

efecto de las rutas de migracion sobre la distribucion espacio-temporal actual de esta relevante enfermedad.

*Grupo de investigacion: Genética de Microo ismos. Institucion: Seccion Genética Evolutiva - Facultad de Ciencias — Universidad de la Repiiblica. M jdeo — Urnguay.

TLP32. Invitro evaluation of U3-cap LTR of Caprine Arthritis
Encephalitis Virus (CAEV) transcriptional response undergoing
hormonal challenges -a compared retrovirology perspective-

RA. Roa-Castellanos*, E. Gomez-Lucia*, A. Domenech*, RN. Ariez*

Introduction. Hormone levels associated with different productive moments may affect retroviral infective capacity.
Thus, chronic Illnesses such those induced by Caprine Encefalitis Virus (CAEV) would be altered by host’s reiterative
physiological episodes.

General objective. This study had the objective to determine whether or not transcriptional changes would be obser-
ved after varying steroid hormones facing retroviral segments known as Long Terminal Repeats (LTRs).
Methodology. Hormone Response Elements (HRE) included along U3-Cap CAEV LTRs were replicated by means
of 4 different plasmids (§4B, GSbB, GN¢B y GLB) derived from CAEV wild type viruses. Transfection was performed
in 293T cells. In turn, transfected cells were exposed to different concentrations of cortisol, progesterone (P4), estradiol
(E2), and dehydroepiandrosterone (DHEA). Each plaque was evaluated at 24 and 48 hours. Colorimetric analysis using
B-galactosidase reaction, ELISA assay, and cellular counting were statistically processed.

Results. Sequencing allowed detecting HRE and some other transcripts at U3-cap. Hormonal promoters and enhan-
cers were discovered 7 silico for the first time in CAEV. Plasmids GLLB and GNc¢B had the strongest basal response. SbB
and GSbB, coming from a symptom-expressing goat, presented more discrete transcriptional responses considering
other plasmid mean values and standard deviations (SD).

Conclusion. Variations were present related to hormonal concentration and incubation time. In addition, distinctive
transcriptional responses related to particular hormones were observed according to LTR mutations. Comparisons with

other Lentiviruses pathogeny were reviewed.

*Departamento de Sanidad Animal. Unidad de Retrovirus Animales. Universidad Complutense de Madrid.
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TLP33. Interferon responses related to the transcriptional activity at U3-cap from
LTR region of the Caprine arthritis encephalitis virus (CAEV)

Ricardo Roa-Castellanos*, Ana Domenech*, Rafael Afiez*,
Diego Castillot, Brian Murphyt, Esperanza Gémez-Lucia*

Introduction. Caprine arthritis encephalitis virus (CAEV) is a lentivirus that infects goats and sheep and causes mainly
arthritis and encephalitis, but also chronic mastitis and interstitial pneumonia. As seen in other studies, the proviral LTR
of retrovirus can be influenced by many different cellular factors.

General objective. Our aim was to analyze how type I interferons may modify transcriptional activity of the CAEV
promoter U3 region located within the proviral LTR.

Methodology. Using Clustal Omega software, our research group has identified the interferon sequence response ele-
ments (ISRE) 5- A/GNGAAANNGAAACT in the U3 region within the proviral LTR of four different CAEV field
isolates. These ISRE sites have been shown in other cellular promoters to respond to interferon molecules. In order
to evaluate whether or not this lentiviral ISRE site is transcriptionally functional, the U3 region of these four CAEV
isolates was cloned into the the pBlueTOPO plasmid 5’ to the B-galactosidase (8-gal) reporter gene. To study whether
these ISRE were functional, the human 293T cell line was transfected using JetPrime with these recombinant reporter
plasmids and incubated with tenfold dilutions of IFNa(A/D) (a hybrid that crosses the species barrier; 0.04-40 TU/
mL). Experiments were performed in triplicate.

Results. The expression of the 3-gal gene driven by the CAEV LTR was assessed colorimetrically by a standard bio-
chemical assay (Sambrook, 2001). Exposure of 293T cells transfected with the CAEV-8-gal constructs to IFNa for 48
h resulted in twofold promoter activation in the range 0.4 IU/mL-4 IU/mL relative to transfected but untreated cells.
The expression of B-gal severely dropped when cells wete treated with 40 IU IFN/mL. Differences wete observed
between the plasmids.

Conclusion. These results demonstrate that the ISRE sites in the U3 region of the proviral LTR of CAEV
field isolates are functional, although the complex role of the ISRE site in lentiviral pathogenesis remains

incompletely understood.

TLP34. Caracterizacion molecular de cepas del virus de
la enfermedad de Gumboro en ponedoras comerciales

Andrés Santander~§ ||, Diana Alvarez:§, Javier Jaimest§, Arlen P. Gémezt§

Introduccion. El Virus de la Enfermedad de Gumboro (IBDV) es de gran importancia econémica para la industria
avicola, debido a la alta tasa de mortalidad que puede generar por su afeccion al sistema inmunolégico de las aves y por
su presentacion recurrente. En Colombia hay reportes del IBDV y se han detectado cepas de tipo muy virulento (vvIB-
DV). E1IBDV pertenece a la familia Birnaviridae, género Avibirnavirus el cual posee dos serotipos (1 y 2); estas particulas
virales poseen un genoma que consiste en una doble hebra de RNA. Dentro de las proteinas virales, la proteina VP2 es
considerada la de mayor importancia antigénica por codificar para una region hipervariable, por lo que las mutaciones
en este gen producen un gran numero de cepas con lo cual se pueden diferenciar antigénicamente entre éstas.
Objetivo general. Evaluar la presencia del IBDV por medio de RT-PCR para la deteccion de la proteina VP2 en po-
nedoras comerciales de Fémeque (Cundinamarca).

Metodologia. Se tomaron muestras de bolsa de Fabricio de 14 aves a las semanas 8 y 16 de edad en nueve granjas del
municipio de Fémeque.

Resultados. En las nueve granjas analizadas se evidenciaron cambios macroscépicos en la bursa de Fabricio de
las aves seleccionadas. Se obtuvo un total de 4 muestras positivas al virus (granja 1, 2y 3 en la semana 8 y granja 6
en la semana 10).

Conclusiones. La deteccion del virus se puede relacionar con las lesiones observadas a la necropsia y los titulos de
anticuerpos detectados en las granjas. La presencia del agente podtia asociarse a la recirculacién de cepas de campo y/o
vacunales dentro de las producciones. Se realizara la secuenciacion de las cepas detectadas para determinar su origen.

*Estudiante Programa de Maestria en Ciencias |V eterinarias, Facultad de Ciencias Agropecuarias. +Docente Investigador. Programa de Medicina Veterinaria. Facultad de Ciencias Agropecuarias. tInvestigadora. Facultad de Ciencias
Agropecunarias. §Grupo de Investigacion Epidemiologia y Salud Piiblica. Universidad de 1.a Salle. Bogota, Colonsbia. || Contacto: asantander00@unisalle.edu.co
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TLP35. Rotavirus, como candidato a virus oncolitico, induce
muerte celular por apoptosis en lineas tumorales U937 y Reh

Catalina Castario*, Carlos Guerrero*, Orlando Acosta*

Introduccion. El cancer en la actualidad es una de las principales causas de muerte en el mundo, por lo cual se bus-
can nuevas alternativas de tratamiento. Se han propuesto virus que selectivamente infectan y se replican en células
tumorales, provocando su destruccion. Trabajos previos de nuestro laboratorio seleccionaron 5 cepas de rotavirus que
infectan y lisan varias lineas tumorales. Actualmente intentamos aclarar los mecanismos de muerte celular del rotavirus
seleccionado previamente denominado WTEW.

Objetivo general. Determinar marcadores de muerte celular y produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en
lineas U937 y Reh infectadas con rotavirus WTEW.

Metodologia. Las lineas U937 y Reh se infectaron y se evalu6 el porcentaje de infeccion, la generacion de viriones, la
expresion de las proteinas celulares IKB, COX, NFKB, PPARy, HSP90 y PDI, la fragmentacion y rupturas del DNA,
la activacion de caspasas, potencial de membrana mitocondrial y morfologfa celular por microscopia electronica. Igual-
mente, se evaluo la generaciéon de ERO mediante dihydroethidium.

Resultados. Encontramos que las lineas U937 y Reh se infectaron y generaron viriones. La expresion de las proteinas
celulares IKB, COX, NFKB, PPARy, HSP90 y PDI aumentan con la infeccién y disminuyen cuando las células son
tratadas con N-acetilcisteina. Los niveles de ERO aumentan en células infectadas y disminuyen en células pretratadas
con N-acetilcisteina. Se encontraron marcadores de muerte celular asociados con apoptosis como aumento de la frag-
mentacion, rupturas del DNA y actividad de caspasas.

Conclusiones. Rotavirus induce marcadores de muerte celular en lineas tumorales U937 y Reh, relacionados con

apoptosis apoyando la idea que la cepa seleccionada WTEW puede ser candidato a virus oncolitico.

*Laboratorio Biologia Molecular de Virus, Univers i/ de Colombia.

TLP36. Asociacion de infeccion con virus Epstein-Barr y cancer
de cuello uterino en mujeres del departamento de Antioquia

Victor Flérez*, Armando Baena*, Ménica Gaviria*, Astrid Bedoya*, Arianis Ramirez*, Luis J. Gomezt,
Michael Hangeseet, Mauricio Borrero5, René Pareja5, Fredy Rojas | Carlos Cérdoba, Gloria Sdnchez*

Introduccién. Virus del Papiloma Humano de Alto Riesgo (VPH-AR) es la causa necesaria de cancer cervicou-
terino (CaCu). El Virus Epstein-Barr (VEB), es considerado un carcinégeno para humanos y se ha detectado en
biopsias de CaCu.

Obijetivo general. Estimar el riesgo de cancer cervical asociado a la infeccion por Virus Epstein-Barr.

Metodologia. Se incluyeron 96 mujeres con diagnéstico de CaCu obtenido mediante biopsia dirigida por colposcopia
y 186 mujeres con citologia normal o LIE-BG, emparejadas con los casos por edad. Informacién sobre factores de
tiesgo se recogié mediante cuestionario. E1 VPH se detect6 con la PCR GP5+/GP6+ ¢ hibridacion inversa con sondas
especificas para 37 genotipos. El VEB se detecté mediante PCR de un segmento de la region W BamHI que contiene
parte del antigeno nuclear 2 de VEB. Razones de Odds e intervalos de confianza, del riesgo de CaCu asociado a la infec-
cién con VPH y VEB, se estimaron por regresion logistica. Se estimé el riesgo asociado a VEB, incluyendo solamente
casos y controles VPH+.

Resultados. Se observo un mayor riesgo de CaCu asociado con el VPH (OR: 131, 1C95%: 47.7-360) y EBV (OR:
6.1, 1C95% 2.8-13.1). Restriccion del analisis de regresion incluyendo casos y controles VPH+, mostré un incremen-
to significativo del riesgo asociado a la infeccién con VEB (OR: 7.13, 1C95%, 0.92-150). Las variables que tuvieron
el mayor efecto sobre esta asociacion fueron el nimero de parejas sexuales y edad de la primera relacion sexual (OR:
3.45: 1C95%: 1.29-9.2). Este incremento del riesgo de CaCu asociado a infeccion con VEB, se observo cuando ade-
mas de las variables mencionadas se incluy6 la infeccion de VPH en el modelo (OR: 3.37, 1C95%: 0.72-15,64), este
estimado no fue significativo.

Conclusiones. Se observo asociacion entre la infeccion con el virus Epstein-Bar y CaCu, aun después de restringir el
analisis entre casos y controles VPH+.

*Grupo Infeccion y Cancer, Facultad de medicina - Universidad de Antioguia. Medellin, Colombia. + Dindmica IPS. Medellin, Colombia. t1ousiana State University. Lousiana, USA. §San Vicente de Panl Fundacion. Medellin,
Colombia. " Instituto de Cancerologia 1as Américas, Colombia.
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TLP37. Identificacion molecular del Virus Papiloma Humano (VPH) y virus respiratorios
en muestras respiratorias de ninos menores de 5 ainos en Bogota, Colombia

Juan Sebastidn Lozano*{, Yamile Celis*t, Liliana Diaz*§, Sandra Gémez*+, Angela Diaz*+, Herndn Vargas*t ||

Introduccién. Estudios previos han detectado al Virus del Papiloma Humano (VPH), en presencia de infeccion respi-
ratoria aguda. No se conoce aun con certeza su impacto en poblaciones menores a mediano y largo plazo.

Objetivo general. Identificar VPH 16, 18,y 6/11 en muestras respiratorias de nifios menores de cinco afios y su po-
sible asociacion con alguno de los 13 virus respiratorios detectados por PCR multiple en tiempo real.

Metodologia. En este estudio observacional, se detectaron previamente los 7 virus de notificacion obligatoria por
medio de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI). Las muestras fueron analizadas por PCR convencional para la identi-
ficacion del VPH genérico y especificos. En muestras positivas para el VPH genérico, se realizé por PCR multiple en
tiempo real desarrollada iz house, la deteccién de 13 virus incluyendo los emergentes.

Resultados. Se encontr6 en 28/219 muestras (12,78%) positividad para cualquier tipo de VPH. En la deteccion es-
pecifica para los tipos 6/11, 16 y 18, el 50% (14/28) fueron positivas para VPH 6/11, el restante correspondio a otros
tipos no identificados. Se determiné VSR B en el 14,29% de las muestras (4/28), Adenovirus en el 10,71% (3/28). Se
presentaron coinfecciones en el 7,14% (2/28) pot VSR y Adenovirus y en una muestra (3,57%) coinfeccién de VSR A,
Adenovitrus y Parainfluenza 3. E1 53,57% (15/28) fueron negativas para virus. Se evidencié asociacién entre el VPH con
virus tales como Adenovirus (X?= 6,09 p<0,014). Asi como la positividad de VPH con la presencia de infiltrados neu-
monicos, siendo esta una de las vatiables clinicas analizadas (X*= 10,91 p<0,001). La técnica de IFI mostt6 en 123/219
(56,16%), positividad para alguno de los virus.

Conclusiones. La determinacion de la positividad de VPH, presente en las muestras respiratorias en nifios menores
de cinco afios, permite establecer a este virus como un factor de riesgo adicional en presencia de infeccion respiratoria
aguda en esta poblacion.

*Grupo de Laboratorio de Salud Piiblica. Secretaria de Salud de Bogota-Colombia.

TLP38. Estudio de laintegridad del genE2y
la diversidad genomica del gen E6 de VPH16

Maria Gonzdlez*, Oscar Hau*, Diana Basulto*, Laura Conde*, Marylin Puerto*, Guadalupe Ayora*

Introduccion. El genoma de los Virus de Papiloma Humano (VPH) estd formado por ADN circular de doble
cadena; puede encontrarse episomal o integrado al genoma celular, la integracion es un requisito indispensable para
la transformacion celular. La ruptura del gen E2 es un paso previo obligado a la integracion. L.os VPH se clasifican
en tipos, subtipos y variantes, una variante es cuando existe una diferencia en el genoma menor al 2% en cepas de
un mismo tipo.

Obijetivo general. Identificar la integridad del gen E2 y las variantes del gen E6 de un grupo de muestras con VPH 16.
Metodologia. Se estudiaron 50 muestras de cérvix uterino; 8 de mujeres sanas, 30 de mujeres con Lesiones Es-
camosas Intraepiteliales y 12 de cancer invasor. La integridad de E2 se evalué utilizando 3 juegos de iniciadores
que amplifican segmentos sobrelapados de 457pb, 477pb, y 276pb. Para identificar las variantes se amplificé un
segmento de E6 de 610 pb, el producto fue purificado y secuenciado. L.os cromatogramas se compararon con la
cepa prototipo NC_001526.

Resultados. 23(46%) muestras en gen completo de E2, en 27 (54%) al menos uno no amplific6. En todos los gru-
pos estudiados se encontré ambas formas del gen E2. De las 50 muestras estudiadas a 35 se les asigné variante; en
13 el gen E2 estaba incompleto y en 22 integro. En las muestras con el gen E2 completo la variante E se encontrd
en el 77% y AA en el 23%. En el caso de las muestras con el gen E2 incompleto en el 70% se identific6 variantes
E yen el 30% AA.

Conclusiones. La ruptura del gen E2 de VPH 16 se presenté desde estadios iniciales de la infeccién, se encontré una
distribucion similar de las variantes en muestras con gen integro ¢ incompleto.

*Universidad Aunténoma de Yucatan, México.
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TLP39. Lainfeccion con Virus del Papiloma Humano (VPH)
afecta el pronéstico del cancer orofaringeo

Leidy Motta*, Adriana Garcia*, Andrei Morenot, Andrés Chalaz, Alvaro Herrera§

Introduccion. El Cancer Orofaringeo (CECO) ocupa el sexto lugar de todos los tumores a nivel mundial, afecta
principalmente a personas jovenes y el 80% se asocia a la infeccion por el Virus de Papiloma Humano (VPH), debido
principalmente a las practicas sexuales y el 20% restante se asocia principalmente al consumo de cigarrillo y alcohol. En
el pafs son escasos los trabajos en este tipo de tumor.

Objetivo general. Contribuir en la relacion entre la infeccion por VPH y CECO vy el pronéstico del paciente.
Metodologia. El presente trabajo fue una revision exhaustiva de la literatura, utilizando diferentes bases de datos,
desde 1995 hasta la fecha, en donde se analizaron resultados de diferentes publicaciones, en relacion al pronéstico de
pacientes con CECO que presentan o no infeccién por VPH.

Resultados. El CECO, se asocia a personas de menor edad, y se presenta con mayor incidencia en hombres que en
mujeres. El tipo viral mas frecuente es el 16. Los pacientes con tumores positivos para VPH han mostrado una mejor
respuesta a la quimioterapia y radioterapia que los tumores VPH negativos, adicionalmente han mostrado una mejor
tasa de supervivencia de 3 a 5 aflos en un 75% comparada con un 25% para pacientes negativos para la infeccion. Sin
embargo los mecanismos moleculares que conllevan a esta mejor respuesta atin no es clara.

Conclusiones. La infeccién por el VPH en tumores orofaringeos afectan el prondstico de los pacientes, sugiriendo
que la deteccion viral en éste tipo de tumores es importante para un mejor manejo y decision de estrategias terapéuticas,
ademas que la vacunacion contra el VPH puede ser util también en poblacién masculina, ya que luego de introducirla

para prevenir el desarrollo de cancer de cuello uterino se logré disminuir el nimero de casos.

*Centro de Investigaciones O igicas. Pontificia Universidad Javeriana. Bogotd, Colombia. +Cirngia de cabeza y cuello. Hospital Universitario San Ignacio. Bogotd, Colombia. tFacultad de ciencias de la salud. Universidad de
Caldas. Manizales, Colombia. §Centro médico Carlos Ardila Lulle. Bucaramanga, Colombia.

TLP40. Genotipos de HPV en lesiones precancerosas de cuello uterino
Soledad Valsangidcomo*, Victoria Goytino*, Laura Urtardn*, Pedro Cladera*, Laura Garcia*

Introduccién. El Cancer de Cuello Uterino (CCU) es producido por la accion persistente de las proteinas oncogénicas
EG6/E7 del Virus del Papiloma Humano (HPV). Los genotipos de HPV encontrados en los CCU uruguayos son el 16
(67.6%) y 18 (8.5%) seguidos por el 45 (6.8%) y el 33 (3.4%). Nos preguntamos si los genotipos de las lesiones eran
compartidos con los del cancer.

Obijetivo general. Analizar los genotipos encontrados en las lesiones precancerosas de alto (H-SIL) y bajo (L-SIL) grado.
Metodologia. Se analiz6 la presencia y tipo de HPV en muestras endocervicales de 54 pacientes con lesiones pre-
cancerosas de cuello uterino (38 H-SIL, 26 L-SIL). Se usé el kit comercial Papillocheck (Greiner). Las muestras con
lesiones de alto grado en las cuales no se detecté HPV, se amplificaron con los primers genéricos MY09/MY11 y fueron
secuenciadas. para la determinacion del genotipo.

Resultados. Se detecto la presencia de HPV en 29 (80%) muestras de H-SIL y 20 (71%) muestras I.-SIL. Los geno-
tipos encontrados para H-SIL fueron: 16(55%), 18(17%) y 31(17%). Sélo el 20% de los de genotipo 18 y 31 se pre-
sentaron como genotipo Gnico, a diferencia del 53% de los de genotipo 16. Para las lesiones L-SIL los genotipos mas
frecuentes fueron el 16(33%), el 18(11%) y el 31(11%). El 58% de las lesiones H-SIL presentaba un genotipo, mientras
que el 19% correspondia a 2 y 3 genotipos concomitantes. L.a comparaciéon con mujeres sin lesion de cuello uterino
arroja una diferencia significativa en cuanto a la prevalencia de los genotipos. La amplificacién de las muestras HSIL,
negativas para HPV, revel6 en 7 de ellas la presencia de HPV; 4 con genotipos unicos (26, 81, 71 y 52) y 3 que presen-
taban mas de una secuencia.

Conclusiones. El perfil de genotipos de las lesiones H-SIL es similar al encontrado en los canceres de cuello y distante

del hallado en pacientes sin lesiones.

*La jo de Biologia Molecular. D de Patologia Clinica. Centro Hospitalario Pereira Rossell. Administracion de Servicios de Salud del Estado (ASSE). Montevideo. Uruguay.
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TLP41. Evaluacion de los Inmunoblots disponibles en Colombia para el diagnéstico
de la infeccién por VIH-1: Western blot e inmunoensayos en linea

Esther Cristina Barros*, Mauricio Beltrdnt

Introduccién. Los Inmunoblots son el grupo de pruebas mas utilizadas para el diagndstico de la infeccién por VIH.
Los inmunoblots incluyen los ensayos de Western blot, los cuales utilizan como antigenos las proteinas nativas del
virus. En contraste, los inmonoensayos en linea son pruebas que tienen como antigenos péptidos sintéticos y protei-
nas recombinantes. En Colombia el Western blot es la prueba aprobada por la normatividad vigente, sin embargo los
inmunoensayos en linea cada vez son mas utilizados como alternativa diagndstica.

Objetivo general. Evaluar el desempefio analitico de los resultados de diagnéstico de VIH obtenidos por Western blot
y por Inmunoensayos en linea.

Metodologia. Se utilizaron 255 muestras de suero caracterizadas: 58 muestras con anticuerpos detectables contra
VIH y 197 muestras sin estos. L.as muestras fueron procesadas con dos estuches comerciales de Western blot y uno de
Inmunoensayo en linea de acuerdo con las recomendaciones de los fabricantes.

Resultados. De las 58 muestras con anticuerpos detectables contra VIH, 54 (93%) fueron detectadas como positivas
por los tres estuches. De las 197 muestras sin anticuerpos detectables contra VIH 195 (99%) fueron negativas y 2 (1%)
indeterminadas por inmunoensayo en linea, 129 (65%) fueron negativas y 68 (35%) indeterminadas por Western Blot
estuche 1, y 54 (27%) fueron negativas y 143 (63%) indeterminadas por Western Blot estuche 2.

Conclusiones. Los inmunoensayos en linea demostraron una mayor resolucion diagnostica al producir un menor
nimero de resultados indeterminados en comparacién con el Western blot, especialmente cuando se practican sobre
muestras positivas para VIH en las que no hay anticuerpos contra el virus. Los resultados de este estudio indican que
los inmunoensayos en linea constituyen una alternativa diagnostica para la infeccion por VIH en Colombia.

*Grupo de Viirologia, Direccion de Redes en Salud Priblica, Instituto Nacional de Salud, Bogotd D.C. - Colombia. +Grupo de Banco de Sangre, Direccion de Redes en Salud Priblica, Instituto Nacional de Salud, Bogota D.C. - Colontbia.

TLP42. Diagnostico y caracterizacion molecular de un fragmento del gen
de la envoltura del virus de leucosis bovina mediante reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) en vacas lecheras de Pasto, Narifo

Bibiana Benavides*§, Carolina Cerianit ||, Sebastian Muiozi

Introduccion. Debido a la amplia diseminacion del Virus de Leucosis Bovina (VLB) en ganado de leche, se han
desarrollado programas de control y erradicacién basados en la deteccién de anticuerpos mediante la realizacion de
pruebas serolégicas indirectas. L.os métodos virolégicos directos basados en la deteccion del ADN del virus, permiten
un diagndstico directo de la infeccion, confiable en fases iniciales y en animales menores de 6 meses.

Objetivo general. Confirmar mediante la técnica de PCR los animales positivos de las fincas lecheras en el municipio
de Pasto e identificar genotipos circulantes mediante secuenciacion del fragmento exw.

Metodologia. Las muestras de los animales positivos se conservaron en tarjetas FTA para la posterior extraccion
del ADN. Para la técnica de PCR anidada se usaron forward primer env,,,y reverse primer env,,
secuenciacion directa del fragmento del gen env 444pb en un quipo ABI377 Genetic Analyzer. Se calcularon los porcen-

primers. Se realizo

tajes de similitud de secuencia de nucleétidos de los fragmentos alineados del fragmento del gen env con el programa
CLUSTAL OMEGA.

Resultados. De los 31 animales positivos a la prueba de ELISA se confirmaron 27 positivos con la prueba de PCR.
Los fragmentos amplificados se compraron en todos los casos con las secuencias publicadas en el GenBank, encontran-
dose en todos los casos una homologfa mayor al 96%.

Conclusiones. Como esta descrito en la literatura se confirma que la prueba de ELISA puede dar falsos positivos,
siendo la determinacién por #-PCR altamente especifica. Los fragmentos secuenciados no difieren mayormente de los

ya descritos, aunque permitirfa agruparlos en diferentes ¢/usters de acuerdo a su procedencia.

*Profesor Departamento de Salud Aninal. Grupo de Investigacion de Buiatria. Universidad de Naririo, Pasto, Colombia. +Profesor Departamento de Ciencias Bioligicas. Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional
del Centro. Tandil, Argentina. Estudiante X semestre Medicina Veterinaria. Grupo de Investigacion de Buiatria. Universidad de Narifio, Pasto, Colombia. MSc. || Biol. PhD.
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TLP43. Variabilidad genética de los retrovirus endégenos
humanos y su posible rol en Leucemia Linfoide Crénica (LLC)

Sabrina Fischer*, Gonzalo Moratorio*t, Natalia Echeverria*, Pablo Oppezzot, Juan Cristina*, Pilar Moreno*+

Introduccion. El genoma humano contiene un importante numero de retrovirus endégenos humanos (HERVs), es
decir, remanentes genéticos de infecciones retrovirales ancestrales de la linea germinal producidas durante la evolucion
de los primates. Alrededor del 8% del genoma humano esta compuesto por este tipo de secuencias retrovirales, y aun-
que la mayoria de ellos son disfuncionales debido a la acumulacién de mualtiples mutaciones sin sentido, algunos (por
ejemplo los HERVs tipo K) permanecen activos y pueden tener una importante funcién en la célula. Los HERVs
han sido asociados tanto a procesos celulares normales como a diferentes procesos patologicos (enfermedades
neuroldgicas, autoinmunes y cancer). En relacion a los procesos hemato-oncogénicos se ha reportado la presencia
de anticuerpos contra péptidos de HERV-K, asi como la sobre-expresion de sus genes y la presencia de particulas
retrovirales en células leucémicas primarias.

Objetivo general. De este trabajo es estudiar la variabilidad genética de los HERV-K y su posible implicancia en el
desarrollo de una enfermedad hemato-oncoldgica como es la Leucemia Linfoide Crénica (LLC).

Metodologia. Con este fin se realizé la puesta a punto de las RT-PCR para la amplificacion de los genes de los HER-
Vs-K asi como también la puesta a punto de las Real Time PCRs para evaluar los niveles de expresion de los genes #p9,
recy gag, tanto en muestras provenientes de pacientes con LLC como en muestras de donantes sanos.

Resultados. Mediante este abordaje se pudo determinar que existe una gran variabilidad de niveles de expresion del
gen np9 entre los pacientes con LLC analizados, no pudiéndose diferenciar entre progresores y no progresores. Asimis-
mo, la actividad transcripcional de este gen fue 5 veces mayor en un 70% de los pacientes con LLC respecto a los sanos.
Conclusiones. Esta sobre-expresion podria estar implicada en la promocién de la enfermedad en estudio, cuya

etiologfa aun se desconoce.

A, %)

s Centro de 1
Virologia, Instituto Pastenr, Paris, Francia.

Jnidad de Proteinas Recombinantes, Instituto Pastenr,

TLP44. Genotipificacion de cepas de rotavirus humanos en Panama
(2010-2013), después de la introduccion de la vacuna Rotarix

Marlene Castillo*, Leyda Abrego*, Dalys Mojica*, Juan Castillo*, Juan Pascale*, Gabriel Parrat, Juan Arbizat

Introduccién. Rotavirus es el agente patégeno entérico mas importante para los seres humanos y el grupo A es el
mas comun causante de gastroenteritis severa en lactantes y niflos menores de 5 afios. Sus genotipos se definen por la
glicoproteina VP7, que describe el tipo G, y la proteina proteasa-sensible VP4 que determina el tipo P. En un estudio
realizado en Panamd, con muestras del 2002 al 2003, la distribucion de genotipos de rotavirus humanos fue: 61% G1P
[8], 7% G1P [6] y G3P [8], 3% G1P [4], 2% G2P [8], 1% G2P [4] y un 19% no tipificable. Para marzo del 2000, se
introdujo la vacuna para rotavirus humano Rotarix®
Objetivo general. El presente estudio tiene por objetivo la caracterizacion molecular de los genes VP7 y VP4 de las

que contiene el genotipo G1P[8].

cepas de rotavirus humanos que circulan en Panama después de la aplicacién de esta vacuna.

Metodologia. Se extrajo el ARN total de muestras positivas por ELISA para rotavirus de nifios con diarrea aguda
entre ¢l 2010 y el 2013, y se aplico la transcripcion reversa y amplificacion por PCR utilizando cebadores especificos de
los genes VP7 y VP4 respectivamente con posterior secuenciaciéon de ambos genes.

Resultados. En estas muestras las frecuencias de los genotipos detectados fueron las siguientes: 22% G1P [6], 16%
G1P [4], 3.5 % G2P [4] y 2% G1P [8]. Siendo G1P [6] y G1P [4], los genotipos mas frecuentes encontrados en Panama
después de la aplicacion de la vacuna con una frecuencia muy baja de 7% y 3% respectivamente.

Conclusiones. De estos resultados se puede deducir que la vacuna aplicada fue eficaz ya que el genotipo G1P [8]
disminuy6 de 61% a s6lo 2% de los genotipos circulantes en el pafs.

*Departamento de Investigacion en V irologia y Bit logia, Instituto C jvo Gorgas de Estudios de la Salnd. Cindad de Panama, Panama. +tSeccion Virologia, Facultad de Ciencias, Universidad de la Repiiblica. Cindad
de Montevideo, Urngnay.
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TLP45. Activar PPARy inhibe la infeccion de rotavirus
Dory Gémez*, Natalia Muioz*, Carlos Guerrero*, Orlando Acosta*

Introduccion. Rotavirus es la principal causa de diarrea severa en nifios menores de cinco afios. Dos vacunas de ro-
tavirus vivos atenuados (Rotarix ™) y (RotaTeq™) se aplican actualmente y aunque han demostrado su eficacia, no evita
la aparicién de los sintomas y muchos nifios permanecen sin vacunar. En investigaciones anteriores encontramos que
algunos AINES, agonistas de PPAR y antioxidantes (NAC, acido ascorbico), reducen la infeccion por rotavirus. Actual-
mente intentamos aclarar los mecanismos bioquimicos comunes de inhibicién farmacolégica.

Objetivo general. Evaluar la expresion de las proteinas PPARy y NFxB en vellosidades intestinales de ratones adultos
ICR, infectados con rotavirus (ECwt) y tratados con pioglitazona en modelo 7 vivo y en modelo i vitro.
Metodologia. Los ratones o las vellosidades aisladas fueron infectados con rotavirus Ecwt, posteriormente se trataron
o no con agonistas de PPARy (pioglitazona, roziglitazona, tiazolidiona, DHA, HODE, 4cido retinoico) y la infeccién o
la expresion de proteinas celulares (PPARy, NFxB, Cox-2, PDI, Hsc70) y ROS fueron analizadas.

Resultados. Los antigenos de rotavirus estructurales y no estructurales, las proteinas celulares (PPARy, NFxB, PDI,
Hsc70) y las ROS, tanto iz vivo como in vitro, aumentaron con la infeccién de Ecwt y disminuyeron cuando los ratones
o las vellosidades infectadas se trataron con agonistas de PPARy.

Conclusiones. La infeccién de rotavirus induce la expresion de factores celulares (ROS, NFxB, COX-2, PDI,
Hsc70 y PPARY) que benefician el proceso infeccioso o como respuesta celular ante la infeccion. Al activar PPARy
se inhiben estos y probablemente otros factores no estudiados, disminuyendo numero de viriones formados, sin

afectar su formacién.

*D de Ciencias Fisioligicas, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia.

TLP46. Efecto in vitro de probiodticos sobre la presencia de la proteina NSP4
del rotavirus y su funcionalidad asociada al calcio intracelular

Nury Olaya*, Juan Ulloa*, Maria Gutiérrez*

Introduccion. El rotavirus es uno de los principales agentes entero-patégenos virales asociados a la Enfermedad
Diarreica Aguda (EDA) el cual tiene un alto impacto a nivel epidemiol6gico sobre todo en paises en via de desarrollo.
Su importancia en patologia esta incrementada por la presencia de la proteina NSP4; la cual potencializa el efecto de
la diarrea por medio del desbalance de electrolitos, la liberacion de calcio intracelular y la eliminacién de iones de clo-
ro llevando a una diarrea secretora severa con deshidratacion. En la actualidad, no existen tratamientos contra EDA
adicionales al manejo de la deshidratacion del paciente, por tal motivo surge la idea de estudiar los probiéticos como
alternativa para el tratamiento y prevencion de EDA.

Obijetivo general. Determinar si especies de bacterias probidticas tienen algin efecto sobre la presencia y funcionali-
dad de la proteina NSP4 del rotavirus en células MA104.

Metodologia. Se evaluaron 2 cepas de Lactobacillus y 2 cepas de Bifidobacterinm las cuales fueron puestas en contacto
con la linea celular MA104 y luego el Rotavirus, cepa RRV. La variacion en cantidad de la proteina NSP4 y el aumento
del calcio intracelular fue medido por citometria de flujo.

Resultados. Aligual que en el control donde solo estaban las célula infectadas por el rotavirus, al colocar las bacterias
se observé un aumento en la produccion de la proteina NSP4 y el calcio intracelular.

Conclusiones. El efecto antiviral de las bacterias probidticas parece no estar relacionado con la actividad de la pro-

teina NSP4 en cuanto a su presencia ni funcionalidad asociada al calcio ante la infeccion de rotavirus a nivel 7z vitro.

*Laboratorio de 1irologia, Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias, Grupo de Enfermedades Infecciosas, Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, Colombia.
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TLP47. Deteccion de virus entéricos en agua para consumo humano asociados
a brotes de enfermedad diarreica aguda y hepatitis A en Colombia, 2008 - 2013

Dioselina Peldez-Carvajal*, Johanna-A. Rodriguez*, Lucia Rocha- Herndndez*,
Mario Ardila-Buitrago*, Jairo-A. Méndez*, Claudia-Marcela Sdnchezt

Introduccion. Los virus entéricos tienen dosis infecciosas bajas, resisten a factores medioambientales y algunos des-
infectantes incrementando el riesgo en salud publica. Estan asociados a hepatitis A y E, enfermedad diarreica aguda
(EDA), enfermedad transmitida por alimentos (ETA), enfermedad respiratoria y meningitis. En Colombia el conoci-
miento sobre virus entéricos en agua para consumo es escaso pese al elevado impacto de enfermedades asociadas.
Objetivo general. Identificar virus entéricos en aguas para consumo humano, procesadas como apoyo en brotes de
EDA, ETA y Hepatitis A 2008 - 2013.

Metodologia. Las muestras fueron recolectadas en 52 municipios. 23,6% fueron aguas tratadas y 64,7% no tratadas.
Los virus se concentraron por filtracién y ultrafiltracion tangencial. Rotavirus (RTV), enterovirus no-polio (ENP) y
virus hepatitis A (HAV), fueron detectados por RT-PCR y adenovirus por PCR. Se cruzaron los resultados con el indice
de riesgo de la calidad del agua IRCA) para afios y municipios en brote.

Resultados. 108/255 muestras fueron positivas para uno o mas virus. En 2011 la positividad fue 65,8%; seguido de
51,7% en 2012, 40% en 2010, 30% en 2008, 12% en 2009 y 7,1% en 2013. La positividad para HAV, ENP y RTV fue de
50%, 46,3% y 42,6% respectivamente. No se detectaron poliovirus. El 58% de aguas no tratadas y 38% de las tratadas
fueron positivas para algin agente viral. De estas, 14,7% con IRCA inferior a 5; 54% con IRCA entre 5-35% y 21,2%
con IRCA entre 42 y 83,5%. En 2012 se notificaron 27 brotes de Hepatitis A y 23 a junio 30 de 2013, sin embargo, la
positividad de HAV cay6 desde 55% en 2012 a 26% en 2103.

Conclusiones. El origen hidrico de 36,73% de los brotes se confirmé por laboratorio. HAV se detect6 en el 38,7% de
los brotes entre 2008-2013. Un IRCA <5% no garantiza la calidad microbiolégica del agua.

*Grupo de Virologia, Direccion de Redes en Salud Priblica, Subdireccion Red Nacional de 1aboratorios, Instituto Nacional de Salud. Bogota D.C. — Colombia. tGrupo Factores de riesgo del ambiente, Direccion Prevencidn,
Vigilancia y Control en Salud Piiblica, Institnto Nacional de Salud. Bogotd D.C. — Colombia.

TLP48. La Proteina Disulfuro Isomerasa-PDI participa en mecanismos
redox durante la entrada de Rotavirus a la célula

Herndn Rivera*, Carlos Guerrero*, Orlando Acosta*

Introduccién. PDI es una enzima thiol-disulfuro oxidoreductasa que cataliza la formacion y clivaje de puentes disul-
furo entre residuos de cistefnas de las proteinas. PDI participa en el intercambio thiol-disulfuro durante la entrada de
diversos virus (HIV-1, SV40, NDV, entre otros). En trabajos previos encontramos que en varios modelos celulares, la
Infectividad de Rotavirus es reducida por moléculas que alteran el intercambio tiol-disulfuro y por anticuerpos contra
PDI. Actualmente intentamos aclarar si PDI participa directa o indirectamente en los eventos reductores que requiete
Rotavirus durante su proceso de entrada a la célula.

Objetivo general. Evaluar la interaccién y asociacion funcional entre PDI y TLPs de Rotavirus Humanos wt, Ecwt y
RRYV durante etapas tempranas de internalizacion del virus en un modelo de vellosidades intestinales de raton adulto ICR.
Metodologia. PDI soluble, células integras o fracciones enriquecidas de membrana citoplasmatica se incubaron con
rotavirus en presencia o ausencia de agentes que bloquean el ambiente redox (DTNB, Bacitracina, N-acetilcisteina y
N-Etil-Maleimido) evaluando la interaccién de PDI-rotavirus, PDI-proteinas virales aisladas o recombinantes y los
cambios redox de las proteinas virales.

Resultados. Se evidenci6 interaccién de PDI soluble y PDI de membrana con TLPs de rotavirus y con proteinas
virales solubles (tVP5, tVP6 y VP7). La interaccién disminuye al tratamiento con agentes que bloquean el intercambio
tiol-disulfuro 6 alteran el estado redox celular. Incubar rotavirus con membranas celulares genera cambios en la distri-
bucién de tioles en las proteinas estructurales del virus.

Conclusiones. PDI interacciona con rotavirus y participa en los mecanismos redox que Rotavirus requiere para
entrar a la célula.

*De, ento de Ciencias Fisiolggicas, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia.
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TLP49. Identificacion de extractos proteicos de superficie celular de bacterias
probioticas que presentan efecto antiviral sobre la infeccidn in vitro por Rotavirus (RV)

Sandra Salas*, Carlos Guerrerot, Juan Ulloa*, Maria Gutiérrez*

Introduccion. La enfermedad diarreica aguda (EDA) es considerada una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en la poblacién infantil menor de 5 aflos (Amador, J. J., 2008; Caceres, D. C., 2005). En algunos casos como
alternativa terapéutica se utiliza la administracion de probidticos, los cuales han contribuido con la reduccion de la
diarrea ya que se ha demostrado que son capaces de disminuir su severidad. (Grandy, G., 2010). (Botic, T., et al., 2007,
Juntunen, M., et al., 2001). Si bien no se ha establecido el mecanismo de accion, la hipotesis sobre la que se desarrolld
este proyecto fue que son las protefnas de superficie bacterianas las que logran inhibir el proceso de adherencia viral,
impidiendo la infeccién celular.

Objetivo general. Determinar silos extractos proteicos de supetficie celular de bacterias probidticas ejercen una acti-
vidad antiviral 7z vitro contra Rotavirus, sobre la linea celular MA104.

Metodologia. A partir de dos cepas probidticas que habfan presentado efecto antiviral se extrajeron las proteinas de
supetficie celular. Estas fueron caracterizadas mediante SDS page y una vez comprobado la no toxicidad de estos pro-
ductos en el cultivo celular mediante MT'T, se evalud su efecto antiviral por Inmunocitoquimica.

Resultados. De cada baterfas obtuvo un grupo de proteinas de pesos moleculares entre 30 y 100 KD. Estas fueron
puestas en contacto con las células MA104 y después de un periodo de incubacién, se agregé el Rotavirus cepa RRV y
se encontrd una reduccion de la infeccion entre un 75% al 85% con respecto al control positivo.

Conclusiones. Las proteinas de superficie de las dos cepas de bacterias analizadas, tienen la capacidad de reducir la

infeccién 7n vitro viral probablemente mediante el bloqueo y/o la competencia por los receptores celulares.

*Pontificia universidad Javeriana, Facnltad de Ciencias, D de Microbiologia, Grupo de enfermedades infecciosas, Bogotd, Colombia. +Universidad Nacional de Colombia.

TLP50. Lainfeccion cervical por Citomegalovirus Humano y
Virus del Herpes Simple no se asocia al Aborto Espontaneo

Maria Gonzdlez*, José Canche*, Luis Saénzt, lvdn Cérdovat, Laura Conde*

Introduccion. El Aborto Espontaneo (AE) es una complicacion frecuente en pacientes obstétricas. Aproximadamen-
te el 60% son de causas desconocidas. Se le ha relacionado con infecciones virales como el Virus del Herpes Simple
(HSV) y el Citomegalovirus (HCMV) sin embargo existen controversias al respecto.

Objetivo general. Determinar si la infeccion cervical por HSV y CMV se asocia al aborto espontaneo.
Metodologia. Se realizé un estudio de casos y controles. Los casos fueron pacientes con aborto espontaneo y los
controles embarazadas con productos viables. Previo consentimiento informado se tomé una muestra de cérvix y se
recab¢ informacion sociodemografica e historia sexual y reproductiva de cada paciente.

La extracciéon de DNA fue utilizando un robot Magna Pure L.C de Roche., para la determinacién viral se utiliz6 la téc-
nica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real con sondas Tagman. Los controles estandar utilizados
fueron fragmentos clonados de la region de interés.

Resultados. Se incluyeron 230 casos y 284 controles. La prevalencia global de HSV fue de 3.5% y de HCMV 26.1%.
Las prevalencias de HSV y HCMYV en por grupo fueron las siguientes: casos, el 3.1% fue positivo a HSV y el 17.9%
a HCMYV; en el grupo control, el 31.7% fue positivo a HCMV y el 3.9% a HSV. La media de la carga viral de HSV y
HCMYV en los casos fue de 502 copias de DNA/10 000 cel y 297 copias de DNA/10 000 cel, trespectivamente; en el
grupo control la media de la carga fue 4,336 copias de DNA/10 000 cel y 1,232 copias de DNA/10 000 cel, respectiva-
mente. De todas las variables analizadas solo la edad materna y el historial de AE tuvieron significancia.
Conclusiones. En la poblaciéon estudiada, la detecciéon de excrecion viral del HSV y HCMV en el cérvix no mostraron
ser factores de tiesgo para el AE (p>0.05).

*Laboratorio de Virologia, Universidad Autinoma de Yucatan. Mérida, Yucatin, México. +Centro de Investigaciones Cientificas de Yucatin. Mérida, Yncatdn, México.
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TLP51. Analisis de resistencia a Ganciclovir en Citomegalovirus
Héctor llldn*, Daniel Cisterna*, Maria Freire*

Introduccion. El Citomegalovirus (CMV) es causa importante de morbi-mortalidad en pacientes inmunocomprome-
tidos y en neonatos con infeccion durante el periodo fetal.

La droga de eleccion para el tratamiento es el Ganciclovir (GCV), analogo de guanosina, cuya activacion es por fosfo-
rilacién de una quinasa viral codificada por el gen UL97. El uso prolongado de GCV se asocia a la aparicién de muta-
ciones en 2 regiones del gen UL97, entre los codones 460 y 520, y la otra entre 590 al 607, siendo las mutaciones mas
encontradas en las posiciones 460, 594 y 595.

Objetivo general. Implementar un ensayo fenotipico para evaluar la sensibilidad del CMV al GCV y a su vez desarro-
llar un método molecular que permita asociar la resistencia con la aparicién de mutaciones en el Gen UL97.
Metodologia. Se realizaron los aislamientos a partir de muestras de sangre y orina. Para evaluar la resistencia feno-
tipicamente se desarrollo la técnica de inhibicién de efecto citopatico, determinandose la concentracion inhibitoria al
50% (CI50%) donde los aislamientos cuyo valor sea mayor a 6 uM de GCV son resistentes. Para el analisis genotipico
se utiliz6 una Nested PCR cuyos productos son 2 fragmentos del gen UL97 donde se encuentran los sitios activos de la
enzima viral, de 531 pb y 118 pb respectivamente. Luego se analiz6 por secuenciacion estas dos regiones y se analizaron
los sitios de mutacion.

Resultados. Se hallaron dos casos que revelaban resistencia por ambas metodologias. Uno con una mutacién muy
caracteristica en la posicién 595, y en el otro caso una mutacién en la posicion 596.

Conclusiones. Este estudio demuestra la importancia de realizar rutinariamente estos perfiles de sensibilidad a GCV

para el eficiente seguimiento y tratamiento de pacientes graves.

*Servicio de Neurovirosis, Virologia, INEI, ANLIS- Malbran, Argentina.

TLP52. Herpesvirus asociados a Sindrome de Guillain Barre
Héctor lllan*, Daniel Cisterna*, Cristina Lema*, Mariel Caparellit, Maria Freire*

Introduccion. Los virus de la familia Herpetoviridae son algunos de los principales causantes de las enfermedades
neuroldgicas, especialmente de aquellas definidas como Paralisis Aguda Flaccida, en el que se incluyen los casos por
Sindrome de Guillain Barre. Hay reportes que sefalan un 20% a 30% de estos casos podria deberse a infecciones por
Campylobacter jejuni y una proporcion similar a Herpes virus, a su vez ciertas posibles asociaciones de Mycoplasma Neu-
moniae y Herpes Simplex, sarampién o Rubeola.

Obijetivo general. En este contexto nos planteamos el objetivo de conocer la asociacion de los Herpesvirus con Sin-
drome de Guillain Barre en pacientes menores de 15 afios.

Metodologia. Para ello se estudiaron en un periodo de 8 afios, entre los afios 2004 y el 2011, un total de 333 muestras
de Liquido Cefalorraquideo (ILCR) de pacientes incluidos dentro del Programa de Erradicacion de la Poliomielitis. Se
determiné la presencia de Herpes Simplex (HSV), Citomegalovirus (CMV), Varicela (VZV) y Epstein Barr (EBV) me-
diante la técnica de Nested-PCR, que amplifican la region de la DNA-polimerasa viral, especifica para cada uno de los
agentes virales.

Resultados. Del total de las muestras analizadas, 109 (32,7%) fueron positivos para todos los virus estudiados, de los
cuales 37 fueron positivos para CMV, 34 positivos para HSV, 20 positivos para VZV y 18 positivos para EBV.
Conclusiones. La deteccion de Herpesvirus permitié una mejor aproximacion diagnostica en los casos de Guillain
Barre ocurridos en nuestro pafs durante el periodo estudiado. El hallazgo de CMV, VZV y EBV coincide con los datos
publicados por otros autores. A pesar de los avances en el diagnéstico de las patologfas neuroldgicas, esta descrito que
aproximadamente entre el 40% y el 60% permanecen sin diagnéstico etiolégico.

*Servicio de Neurovirosis, Virologia, INEI, ANLIS- Malbran, Argentina. tMinisterio de Salud, Epidemiologia.
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TLP53. Vigilancia de Herpesvirus en pacientes
con sospecha de encefalitis, Cordoba. Colombia

Vaneza Tique*t, Maria Cecilia Freiret, Eduardo lllant, Jorge Miranda*, Salim Mattar*

Introduccion. Los arbovirus, herpesvirus y enterovirus son agentes etiologicos de meningitis y encefalitis. Se estima
que el 39% de las infecciones por estos virus producen sintomas neurolégicos severos. Herpes Simplex 1 (HSV1) es el
principal agente de las encefalitis y representa entre el 5%-35% de los casos. En Colombia se desconoce la epidemiolo-
gia de los herpesvirus como agentes causales de enfermedades del sistema nervioso central.

Obijetivo general. Establecer una vigilancia epidemiolégica de las encefalitis por herpesvirus en los principales centros
hospitalarios de Monterfa, Cérdoba.

Metodologia. Entre septiembre 2009 a diciembre de 2011 se realizé un estudio descriptivo de corte transversal de
casos compatibles con encefalitis viral, en los tres centros hospitalarios de la ciudad. Se incluyeron 265 muestras de Li-
quido Cefalorraquideo (ILCR) de pacientes con sospecha clinica de encefalitis. Se realizaron analisis citoquimico, micro-
biolégico (Gram y cultivo) y deteccion por Nested-PCR multiplex utilizando 16 oligonucleotidos para Herpes simplex
virus 1y 2 (ADN polimerasa UL30), Epstein Barr virus (ADN polimerasa gp71), Citomegalovirus (ADN polimerasa
UL54) y Varicella zoster virus (ADN polimerasa).

Resultados. El ADN viral de herpesvirus fue detectado en 57 (21.5%) muestras, con la siguiente distribucion: 47
(17.7%) Herpes simplex virus 1y 2; 7 (2.64%) Citomegalovirus; 4 (1.50%) Varicella zoster virus y 2 (0.75%) Epstein
Barr virus. Se present6 coinfeccion en 3 pacientes; VZV-HSV (n= 1) y CMV-HSV (n= 2). Los tres parametros del
citoquimico (glucotraquia, proteinoraquia y pleocitosis) fueron anormales el 15.7% de los pacientes (9/57). El 25.5%
(12/57) de los paciente tenian un diagnostico de VIH. Se obsetvaron secuelas en el 12.28% (7/57) y la mortalidad fue
del 10.5% (6/57).

Conclusiones. Por primera vez en Cérdoba se realizé una vigilancia epidemiolédgica de casos de encefalitis por
herpesvirus. Los hallazgos contribuiran a la epidemiologfa de las encefalitis y al manejo clinico de los pacientes,
no obstante, el estudio requiere completarse con la bisqueda de enterovirus y arbovirus relacionados con la carga

de la enfermedad.

*Universidad de Cdrdoba, Instituto de Investigaciones Biolggicas del Tripico. Cdrdoba, Colombia. t+Servicio de Neurovirosis del Instituto Nacional de Enfe s Infecciosas, Administracion nacional de laboratorios e institutos de
salnd (ANLIS) “Dr.Carlos Malbrin” en la cindad de Buenos Aires, Argentina. tContacto: viiquesalleg@yahoo.com

TLP54. Circulacion de Metapneumovirus en Colombia, 2000 - 2012
Juliana Barbosa*, Angélica Rico-Turca*

Introduccion. El Metapneumovirus humano (hMPV) es un virus RNA de la familia Paramyxoviridae, que fue reportado
por primera vez por van den Hoogen en el afio 2001. La evidencia acumulada desde su descubrimiento sugiere que
hMPV es uno de los principales agentes etiolégicos de infeccion respiratoria baja en nifios, generando un espectro de
manifestaciones clinicas similares a las producidas por virus respiratorios tales como el Sincitial Respiratorio (VSR).
Objetivo general. Determinar la circulacién de Metapneumovirus humano en Colombia durante el 2000-2012.
Metodologia. Se analizaron 1.200 muestras de hisopado y aspirado nasofaringeo de nifios y adultos con infeccion
respiratoria aguda remitidas al Laboratorio de Virologfa del Instituto Nacional de Salud, durante los afios 2000-2012.
El ARN viral fue extraido utilizando QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen).y sometido a amplificacion por RT-PCR
multiple para la deteccién de virus respiratorios diferentes a Influenza, entre estos el hMPV.

Resultados. Del total de muestras procesadas se identificaron 60 con infeccién por hMPV, la mayorfa de las cuales
fueron tomadas de menores de 5 afios y en una menor proporcién de mayores de 65 afios. La mayorfa de estos
casos requirieron hospitalizacién. Los casos identificados con infecciéon por hMPV procedian de Bogota, Huila,
Santander, Guaviare y Meta.

Conclusiones. Los casos de Infeccién Respiratoria Aguda por hMNV se presentaron en menores de 5 afios y
en adultos mayores. Una gran proporcion de estos requirié manejo intrahospitalario. La inclusion de hMNV en la
vigilancia de infecciones respiratorias en el pafs, permitirfa disminuir el porcentaje de muestras que se quedan sin
identificacion del agente etiolégico.

*Grupo de Virologia, Direccidn de Redes en Salud Priblica, Subdireccion Red Nacional de 1aboratorios, Instituto Nacional de Salud. Bogota D.C. — Colombia.
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TLP55. Determinacion de subtipos del virus sincitial respiratorio en Colombia
Juliana Barbosa*, Jairo Méndez*, Andrés Pdez*

Introduccion. El Virus Sincitial Respiratorio (VSR) es un pneumovirus de la familia Paranzyxovridae, que causa en-
fermedad severa del tracto respiratorio inferior en los primeros afios de vida, siendo responsable de congestion
en hospitales. Se han identificado dos subtipos: VSR-A y VSR-B, mediante el uso de anticuerpos monoclonales y
técnicas moleculares.

Objetivo general. Caracterizar la circulacion de los subtipos A y B del VSR, en muestras para vigilancia de infeccién
respiratoria en Colombia, durante el periodo 2000 a 2013.

Metodologia. Se analizaron 1200 muestras del tracto respiratorio procedentes de diferentes departamentos de Co-
lombia y remitidas al Laboratorio de Virologfa del Instituto Nacional de Salud. E1 ARN viral fue extraido utilizando
QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen).y sometido a amplificacion por RT-PCR multiple para la deteccién de virus
respiratorios diferentes a Influenza, entre estos el VSR tipo A y B.

Resultados. De las 1.200 muestras analizadas, 870 fueron positivas para virus, y 432 (36%) positivas para VSR. De
estas 322 (74%) fueron VSR-A y 110 (25%) VSR-B. La frecuencia del VSR en la totalidad de la muestra analizada fue del
36%., ocurriendo mayor circulacion en el primer periodo de lluvias entre marzo y junio. Se detectaron 5 coinfecciones
VSR-A — VSR-B. El subtipo A predominé sobre el subtipo B en periodos de dos afios, seguido por petiodos de un afio
de predominio del subtipo B.

Conclusiones. La frecuencia del VSR para el periodo en estudio fue del 36% de las muestras analizadas. Se carcterizo
el patrén de circulacion de los subtipos de VSR durante el periodo analizado. Es preciso realizar estudios con poblacio-
nes mas grandes, con el fin de determinar si existen diferencias significativas en la severidad de la infeccion, edad de los
pacientes y distribucion geografica, asociadas a los subtipos VRS-A y VRS-B.

*Grupo de V'irologia, Direcciin de Redes en Salud Priblica, Subdireccion Red Nacional de Laboratorios, Instituto Nacional de Salud. Bogota D.C. - Colombia.

TLP56. Evaluacion de la seroprevalencia y viremia de dengue en una muestra
de voluntarios asintomaticos de un municipio endémico de Colombia

Carolina Coronel-Ruiz*t, Shirly Parra*, Maria Castilla*,
Myriam Arevalotf, Sécrates Herreratt, Jaime E. Castellanos*::

Introduccion. El dengue se caracteriza por presentarse con un amplio espectro de manifestaciones clinicas. El diag-
néstico y notificacién de los casos de dengue se realiza a los individuos que asisten a las instituciones de salud. Los casos
mal diagnosticados y las infecciones asintomaticas no se identifican, por lo que no se tienen en cuenta en el calculo de
la incidencia y seroprevalencia de la enfermedad.

Obijetivo general. Determinar la prevalencia de anticuerpos IgM e IgG, antigeno viral NS1 y RNA de virus dengue en
una muestra de voluntarios asintomaticos de un municipio endémico de Colombia.

Metodologia. Se incluyeron 55 individuos asintomaticos del grupo indigena Woonan, residentes en Villanueva (Quib-
do), que aceptaron participar en el estudio. Se tomaron muestras de sangte y se procesaron para realizar el diagnéstico
de dengue por serologia (deteccion anticuerpos IgM, IgG Indirecta, IgG Captura), deteccion de la proteina viral NS1,
deteccion de RNA del virus, e identificacién del serotipo por RT-PCR.

Resultados. El porcentaje de muestras positivas fue: IgM (23.6%), IgG indirecta (47.3%), IgG captura (10.9%). En
ninguna muestra se detect6 el antigeno NS1. E1 49.1% de las muestras resultaron positivas por RT-PCR, en las cuales
se identifico el serotipo: DENV-2 (42.3%), DENV-3 (7.7%), y en la mitad de estos individuos se detect6 co-infeccion:
DENV-1/DENV-2 (11.5%), DENV-3/DENV-4 (30.7%), DENV-1/DENV-3/DENV-4 (3.8%), DENV-2/DENV-3/
DENV-4 (3.8%). El analisis de las pruebas simultaneas, permitié establecer el diagnéstico y clasificar las infecciones. El
23.6% de los individuos no tenfan antecedente de infeccién por dengue, el 18.2% tenia historia de infeccion previa y el
58.2% se encontraban infectados o cursaron la infeccion recientemente.

Conclusiones. Este es el primer estudio en Colombia en el que se evalaa la seroprevalencia de dengue e identifica in-
fecciones en una poblacién asintomatica. La deteccion de individuos asintomaticos en fase de viremia, lanzan una alerta

sobre su participacion en la transmision de la enfermedad.

*Grupo de Virologia, Universidad El Bosque. Bogotd - Colombia. +Centro de Investigacion Cientifica Cancaseco. Cali - Colombia. 1Red de investigacion Multidisciplinaria para la Prevenciin y Control de Enfermedades Trans-
mitidas por Vectores - Coleiencias.
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TLP57. Analisis clinico, paraclinico y tipificacion de las neurovirosis
pediatricas por enterovirus en El Centro Hospitalario Pereira Rossell

Laura Garcia*, Laura Urtardn*, Pedro Cladera*

Introduccién. Los enterovirus no polio pertenecen a la Familia Picornaviridae y se clasifican en Coxsackievirus del
grupo A y B, Echovirus y Enterovirus de diferente numeracion. Son causantes de cuadros asintomaticos (90%) y
sintomadticos de variada presentacion clinica. Su transmision es fecal-oral y se encuentran ampliamente distribuidos.
Afectan individuos de todas las edades pero sus consecuencias son mas evidentes en lactantes y nifios pequefios. El
cuadro clinico desarrollado depende de la edad y del estado inmunitario. Realizamos la bisqueda de estos agentes en
el estudio de las neurovirosis.

Obijetivo general. Analizar el motivo de consulta, el citoquimico y los genotipos de Enterovirus presentes en LCR.
Metodologia. Se analizaron 921 LCR mediante RT-PCR. La tipificacién de los Enterovirus se realizé6 mediante el
cultivo en células RD, RT-PCR del gen VP1 y secuenciacion de los productos amplificados. Se utilizé la herramienta
“Enterovirus Genotyping Tool Version 0.1 desarrollada por el NIPHE de Paises Bajos. El estudio citoquimico fue
realizado en la Seccion Emergencia del Departamento.

Resultados. El analisis de los casos indicé que la edad de presentacion mas frecuente fue menores de 1 afio. El mo-
tivo de consulta varié segin la edad de los pacientes, siendo mas asintomatico para los lactantes. La fiebre sin foco
fue el principal motivo de consulta. I.a estacionalidad para el periodo estudiado 2010-2013 se mantuvo en los meses
de Diciembre a Marzo. Se observé un aumento de los casos en Enero-Marzo de 2012, previo al aumento de casos de
Enfermedad Mano-Pie-Boca observados en la comunidad en los dltimos meses del afio 2012. El citoquimico mostrd
ninguna o pocas alteraciones. Se detectaron cepas de CoxsackieB5(4), Echovirus18(3), Echovirus13(2), CoxsackieB1(2),
Echovirus11(1), Echovirus6(1), Enterovirus inclasificable(1).

Conclusiones. Los nifios menores de un afio de la poblacién estudiada toman contacto tempranamente con cepas de
Enterovirus que provocan en su mayoria cuadros leves a moderados que se resuelven sin secuelas. No hemos detectado

brotes de alguna cepa especifica en los afios analizados.

*Laboratorio de Biologia Molecular. Departamento de Patologia Clinica. Centro Hospitalario Pereira Rossell. Administraciin de Servicios de Salud del Estado (ASSE). Montevideo. Urngnay.

TLP58. Seroprevalencia del Virus de la Hepatitis E en
donantes de sangre del municipio de Yarumal, Antioquia

Carolina Mantilla*, Ménica Toro*, Julio Renddn*, Juan-Camilo Olartet,
W. Alfredo Rios*, Fabidn Cortés-Mancera*t, Maria-Cristina Navas*

Introduccion. El Virus de la Hepatitis E (VHE) es un virus emergente de importancia global, de transmision via
fecal-oral. Estudios realizados en Latinoamérica confirman la circulacién del VHE en la region, principalmente del
genotipo 3. En Medellin se han realizado dos estudios en pacientes con diagnostico clinico de hepatitis viral en los que
se demostraron casos de infeccion por el VHE.

Objetivo general. Describir la frecuencia de anticuerpos tipo IgG e IgM anti-VHE en donantes de sangre del muni-
cipio de Yarumal, departamento de Antioquia.

Metodologia. Se recolectaron muestras de suero de donantes de sangre del municipio de Yarumal en Antioquia duran-
te el segundo semestre de 2012; la actividad econémica de este municipio deriva de la ganaderfa, agricultura y minerfa,
en particular ganaderfa vacuna y porcina. Las muestras de suero se evaluaron por duplicado para la presencia de anti-
cuerpos tipo IgG e IgM anti-VHE utilizando el estuche comercial de ELISA (DIA.PRO, Milan, Italia).

Resultados. Un total de 50 muestras de suero fueron analizadas, de las cuales 74% corresponden a poblacion femeni-
na y 26% a poblacién masculina, con un promedio de edad de 33.4 afios. De estas, 38% presentaron anticuerpos tipo
IgG anti-VHE positivos y 0% anticuerpos tipo IgM anti-VHE.

Conclusiones. La seroprevalencia observada en esta poblacion (38%) supera a la observada en pacientes mayores de
15 afios con diagnoéstico de hepatitis no A no B en municipios de Antioquia (14,7%). Este hallazgo puede explicarse
por los factores de riesgo de la poblacion rural como no acceso al agua potable y contacto con poblacion porcina. Este
estudio aporta mueva evidencia de la infeccién por el VHE en poblacién colombiana.

*Grupo de Gastrohepatologia, Universidad de Antioguia. Medellin, Colombia. +Banco de Sangre, Cruz, Roja, Seccional Antioguia. Medellin, Colombia. $Grupo de Investigacion e Innovaciin Biomédica GI’B, Instituto Tecnoligico
Metropolitano. Medellin, Colombia.
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TLP59. Deteccion del virus de las paperas como agente
etiologico de la parotiditis en Colombia 2009-2012

Mayerly Pardo*, Jairo Méndez*

Introduccién. La parotiditis aguda es causada por el virus de las paperas género Rubulavirus, aunque existen otros
agentes virales causantes como los respiratorios, enterovirus, citomegalovirus, virus de la inmunodeficiencia humana
y Epstein-Barr. La vacunacion ha reducido la incidencia de parotiditis en el mundo. Sin embargo los brotes han rea-
parecido y su incidencia estd en aumento. Actualmente en Colombia la parotiditis es diagnosticada por signos clinicos
exclusivamente sin confirmacién por laboratorio.

Objetivo general. Determinar por laboratorio la presencia del virus de las paperas, como causa de brotes de pa-
rotiditis en Colombia.

Metodologia. El estudio incluy6 261 pacientes y 549 muestras de brotes en Colombia ocurridos entre abril de 2009
y junio de 2012. Se analizaron 234 sueros, 183 hisopados y 132 orinas. LLa confirmacién se realizé por deteccion de
inmunoglobulina M especifica en suero, y deteccion del virus por RT-PCR y secuenciacion.

Resultados. La positividad fue del 39% con 102 casos, siendo mayor en edades de 16 y 20 afios, seguido por el grupo
de 10 a 15 afios y finalmente por el grupo de 20 y 25 afios. La positividad fue significativamente mayor en hombres.
Conclusiones. Este estudio es el primero en Colombia que confirma el virus de las paperas por laboratorio lo que
constituye un importante avance a futuro en su vigilancia epidemiolédgica y medicién de impacto de la vacuna. La
deteccién de anticuerpos especificos, y de virus puede ser afectada por factores de la muestra clinica o la condicién
inmunolégica del paciente, por lo que deben ser analizados suero, orina e hisopado simultineamente, aunque en
orina se obtiene menor positividad. La positividad de 39% para el virus de las paperas encontrada en el presente
estudio indica que se debe establecer el diagndstico diferencial para la parotiditis con el fin de detectar otros agentes
infecciosos causantes.

*Grupo de Virologia, Direccion de Redes en Salud Priblica, Instituto Nacional de Salud, Bogotd D.C. - Colombia.

TLP60. Deteccidon de poliovirus vacunal en
menores de cinco anos. Colombia 2009-2102

Lucia Rocha- Herndndez*, Pilar Tavera-Rodriguez*, Dioselina Peldez-Carvajal*

Introduccién. Cercana la erradicacion del poliovirus salvaje algunos indicadores de vigilancia de Paralisis Flacidas
Agudas (PFA) en Colombia desde 2009, estan debajo de lo establecido por OPS/OMS. Adicionalmente la deteccién
de poliovirus vacunal ha sido baja en los casos de PFA notificados al sistema de vigilancia (SIVIGILA), lo cual no es
consistente en un pais donde se vacuna virus vivo atenuado.

Objetivo general. Determinar la tasa de circulacion de poliovirus en muestras fecales de menores de cinco afios
entre 2009 y 2012.

Metodologia. Se seleccionaron a conveniencia 100 muestras recibidas para evaluacion del diagnéstico de rotavirus. Se
inocularon en células RD y 1.20B siguiendo protocolos establecidos. La identificacion viral se realizé por qRT-PCR. Se
calcul6 limite de deteccion inoculando diluciones de poliovirus vacunal de referencia de 1, 31.6, 56 y 100 TCID, y se
probé la reproducibilidad de resultados previamente conocidos en 18 muestras.

Resultados. Se recuperaron enterovirus en 16% de las muestras. 12% correspondi6 a poliovirus Sabin-like y 4% a
Enterovirus no-polio. No se detectaron poliovirus salvajes ni cepas derivadas de vacuna. El limite de deteccion fue 1
TCID, . El ensayo de reproducibilidad fue 100% concordante.

Conclusiones. La recuperaciéon de poliovirus Sabin-like en menores de 5 afios fue 12%, superando las tasas de
aislamiento de casos en toda edad notificados al SIVIGILA 2009-2012. El 81,25% de los aislamientos se obtuvo
en menores de 12 meses. El estudio demostré que la circulacién de poliovirus vacunal Sabin-like es mas alta en
poblacién expuesta a la vacuna VOP ya sea como teceptor directo o indirecto. El laboratotio de polio/EV del INS
cuenta con técnicas diagnodsticas lo suficientemente sensibles y especificas para realizar una efectiva vigilancia por
laboratorio, que hasta el presente demuestra la no circulaciéon de poliovirus salvaje o cepas neurovirulentas derivadas
de vacuna (VDPV) en Colombia.

*Grupo de Virologia, Direccidn de Redes en Salud Piiblica, Subdireccion Red Nacional de Laboratorios, Instituto Nacional de Salud. Bogotd D.C. - Colombia.
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TLP61. Situacion de la vigilancia por laboratorio de
las paralisis flacidas agudas en Colombia, 2009-2013

Lucia Rocha-Herndndez*, Pilar Tavera*, Jairo Méndez*, Consuelo Pinzént, Dioselina Peldez-Carvajal*

Introduccion. En 1988 la Organizaciéon Mundial de la Salud lanzo6 la iniciativa para la erradicaciéon del poliovirus
salvaje sobre la estrategia de mantener coberturas de vacunacién con Vacuna Oral de Polio (VOP) superiores a 95% y
asegurar un sistema de vigilancia epidemioldgica y por laboratorio de Paralisis Flacidas Agudas (PFA) en menores de 15
afios, garantizando oportunidad en la investigacion de casos y control de brotes.

Objetivo general. Describir resultados de la vigilancia por laboratorio de PFA notificadas al Sistema Nacional de
Vigilancia (SIVIGILA) en Colombia, 2009-2013.

Metodologia. Se procesaron muestras fecales de casos de PFA recibidas para diagnéstico de polio. El aislamiento viral
se realiz6 por inoculacion de suspensiones fecales en células RD y L.20B. La identificacion viral se realizé por gRT-PCR,
utilizando primers especificos siguiendo protocolos establecidos. Se correlacionaron los resultados con la informacion
de la ficha de notificacién de evento.

Resultados. En 845 muestras se detectaron 64 (7,57%) enterovirus no-polio (ENP) y 7 (0,82%) poliovirus, entre es-
tos, 1 caso de polio asociado a VOP- (PV-3 Sabin-like), y otro detivado de vacuna (VDPV-2) en inmunocomprometido.
Las muestras adecuadas en cantidad y oportunidad alcanzaron el 81%, la oportunidad del envio de las muestra alcanzé
el 78% vy la calidad del dato el 73%.

Conclusiones. ILa tasa de aislamientos virales de ENP y de virus vacunal es baja, pese a las deficiencias sanitarias exis-
tentes en Colombia y a la aplicacion de VOP que pudieran mantener alta circulacién de ENP y poliovirus Sabin-like.
A puertas de la certificaciéon mundial de la erradicacion del poliovirus salvaje, Colombia debe asegurar la calidad de la
vigilancia del evento, eliminando el comportamiento epidemiolégico silencioso, mejorando la calidad del dato y siendo
estrictos en la definicion e investigaciéon oportuna de casos de PFA para garantizar sensibilidad del laboratorio en la
identificacion de cepas salvajes y vacunales.

*Grupo de Virologia, d Priblica, . on, VVigilanciay Control

en Salud Priblica, Instituto Nacional de Salud. Bogota D.C. — Colombia.

TLP62. Confirmacion de un caso de re-infeccion
por virus de sarampion, Bogota 2013

Pilar Andrea Tavera R.*, José Orlando Castillo P+

Introduccién. El sarampion es una enfermedad en eliminacion en América. En Colombia no existe circulacion en-
démica desde 2002, y los ultimos casos confirmados fueron importados en 2011 y 2012. Cada caso sospechoso que
se notifica al sistema nacional de vigilancia debe ser diagnosticado por laboratorio e investigado epidemiolégicamente.
Objetivo general. Describir un caso de reinfeccion por virus de sarampion, detectado en Bogota en junio 2013 en
una mujer procedente de Alemania. Describir las técnicas diagnésticas utilizadas y la investigacion de campo. Analizar
su significado epidemioldgico e implicaciones en salud puablica.

Metodologia. Eldiagndstico por laboratorio consisti6 en la deteccion del virus por RT-PCR en tiempo real y de punto
final, y deteccion de anticuerpos IgM e IgG anti-sarampién por ELISA. La investigacion epidemiolégica fue dirigida
segun lo establecido en los protocolos de vigilancia.

Resultados. Datos Clinicos: Mujer de 57 afios con brote papular rojizo en cuello, conjuntivitis, adenopatfas, sin fie-
bre. Antecedentes epidemiolégicos: estuvo en Espafa y Alemania, alli tuvo contacto cercano con nietos enfermos de
sarampién. Referfa haber sufrido la enfermedad en la infancia. Diagnostico: IgM anti-sarampion negativa y aumento
significativo de IgG en sueros pareados (de 3696.9 a 22836.1 mUI/mL). Amplificacién por RT-PCR y secuenciacion de
un fragmento del genoma de virus de sarampioén a partir de muestras de orina e hisopado faringeo. La investigacion de
campo y el seguimiento de contactos no detectaron casos adicionales.

Conclusiones. Los resultados obtenidos y los antecedentes epidemiologicos permitieron confirmar infecciéon por
sarampi6n importado. La edad del paciente permite inferir que nunca fue vacunada. La presencia de anticuerpos IgG al
dia siguiente al inicio de erupcién indica exposicion previa al virus. Este caso es el primero de reinfeccion por sarampion
documentado en Colombia. Aunque no se logré determinar el genotipo, se reafirma la interrupcién de transmision
endémica del virus de sarampion en el pafs.

*Grupo de Virologia, Direccion de Redes en Salud Priblica, Instituto Nacional de Salud, Bogota D.C. — Colombia. +Grupo de Inmunoprevenibles, Direccion de 1 jgilancia y Andlisis de Riesgo en Salud Priblica, Instituto Nacional
de Salud, Bogota D.C. — Colombia.
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TLP63. Deteccion de virus de rubéola vacunal en una paciente
con enfermedad febril eruptiva sin aplicacion de vacuna reciente

Pilar Andrea Tavera R.*, José Orlando Castillo P+, Jairo Andrés Méndez Rico*

Introduccion. Ia rubeola es una enfermedad febril eruptiva que se encuentra en eliminaciéon en América. Por lo an-
terior en Colombia y el resto de paises de la region se hace vigilancia activa e investigacion minuciosa de cada caso sos-
pechoso notificado. En la semana epidemiolégica 11 de 2012 se notific6 un caso de rubeola con IgM positiva, aumento
significativo de titulos de IgG y baja avidez de la IgG antirubéola.

Objetivo general. Realizar deteccion molecular y tipificacion genética del virus de rubéola a partir de muestras biolo-
gicas de un caso confirmado en 2012 por pruebas serologicas.

Metodologia. Se usaron protocolos modificados para la extracciéon y amplificacion por RT-PCR del ARN viral a
partir de hisopado nasofaringeo. Se determiné el genotipo del virus detectado mediante secuenciacion y analisis
bioinformaticos siguiendo el protocolos internacionales. Se correlacionaron los resultados con la informacién cli-
nica y epidemiolégica.

Resultados. Se detectd virus de rubéola vacunal (cepa Wistar RA27) en una paciente profesional en enfermeria
y sin antecedente reciente de vacunacion. Teniendo en cuenta que realizaba vacunacién al momento de inicio de
sintomas y que no existe antecedente de accidente ocupacional, se concluye que ocurrié infecciéon por aerosol con
virus vacunal.

Conclusiones. Este caso de rubéola se clasifica como asociado a la vacuna ya que la investigacion epidemiolégica des-
cart6 cualquier otra fuente de infeccién, y el genotipo detectado confirmo rubéola vacunal. El caso reportado en este
estudio es el primero de infecciéon con virus de rubéola vacunal por via diferente a la inyeccién. Durante 2012 y hasta
septiembre de 2013 no se ha detectado la circulaciéon de rubeola salvaje en Colombia, lo cual constituye un indicador
importante para el logro de la meta de eliminacion.

*Grupo de Virologia, Direccion de Redes en Salud Priblica, Instituto Nacional de Salnd, Bogotd D.C. — Colombia. tGrupo de Inmunoprevenibles, Direccion de Vigilancia y Andlisis de Riesgo en Salud Priblica, Instituto Nacional
de Salud, Bogota D.C. — Colombia.

TLP64. Epidemiologia molecular del virus dengue tipo 4 en Colombia, 1982 - 2013

José A. Usme-Ciro*tt, Jairo A. Méndez*, Cristina Domingof ||,
Lissethe C. Pardo*, Antonio Tenorio§, Juan C. Gallego-Gémezt:

Introduccion. Aunque el Virus Dengue (DENV) circulé en Colombia de manera endémica durante la primera mitad
del siglo XX, las campafias de erradicacion del mosquito vector, Aedes aegypti, lograron detener temporalmente su trans-
mision hasta principios de los afios 70%, cuando re-emerge y paulatinamente comienzan a circular los cuatro serotipos.
Actualmente, en Colombia no existen estudios sobre la diversidad genética de cepas de DENV-4 y se desconoce su
relacién filogenética y espacio-temporal en el contexto global.

Objetivo general. Reconstruir la historia de circulacién de DENV-4 en Colombia en los ultimos 32 afios e investigar
su relacion filogenética con cepas que circulan a nivel mundial.

Metodologia. Se seleccionaron 20 aislados de DENV-4 provenientes de las diferentes regiones del pais como parte
de la vigilancia del dengue realizada por el Instituto Nacional de Salud entre 1982 y 2013. La regién intergénica E/
NS7 fue amplificada y secuenciada utilizando condiciones previamente reportadas. Las secuencias fueron alineadas
mediante ClustalX2.1, el modelo de sustitucién nucleotidica calculado mediante jmodeltest? y filogenias reconstruidas
por Neighbor-Joining y Maximum Likelibood en Mega5.2.2.

Resultados. El total de aislados de DENV-4 incluidos en el estudio corresponden al genotipo II, no forman un grupo
monofilético y algunos de ellos son filogenéticamente distantes entre si, aunque estrechamente relacionados a virus de
pafses vecinos, lo cual sugiere la ocurrencia de multiples re-introducciones. Se observé una baja variabilidad genética en
la regién gendmica estudiada, con maltiples cepas de diferentes pafses presentando secuencias idénticas.
Conclusiones. En Colombia, el genotipo II de DENV-4 ha circulado de forma endémica desde 1982, causando un
menor numero de casos de la enfermedad al compararse con los demas serotipos. Teniendo en cuenta el incremento en
el nimero de casos graves y fatales por infeccion con DENV-4 en el ultimo afio, es necesario investigar la existencia de
determinantes de virulencia en este serotipo.

*Grupo de Virologia, Direccion de Redes en Salud Priblica, Subdireccion Red Nacional de 1aboratorios, Instituto Nacional de Salud. Bogotd D.C. - Colombia. +Unidad de Vectores Virales y Terapia Génica, Grupo de Neurocien-
cias, Sede de I jgacion Universitaria, Universidad de Antioquia. A.A. 1226 Medellin - Colombia. £Grupo de Medicina M; -y de Ty jon, Facultad de Medicina, Universidad de Antioguia. Medellin— Colombia. §1a-

boratorio de Arbovirus y Enfermedades Viricas Inmportadas, Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos I11. Majadahonda, 28220 Madyid - Esparia. || Robert Koch Institute. Nordufer 20, Berlin 13353 - Alemania.
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TLP65. Impacto potencial de la variabilidad macroclimatica sobre la epidemiologia
del dengue en el departamento de Sucre, Colombia, 2009-2012

Willmer Willamil-Gémez*, Alfonso J. Rodriguez-Morales*,
Nury Herrera*, Marcos Quino-Copa*, Hirwin Vargas-Guillen*

Introduccion. El cambio climatico y la variabilidad climatica son fenémenos que estan influenciando diferentes enfer-
medades virales. Muchos trabajos se han realizado en enfermedades virales transmitidas por vectores como el dengue,
sin embargo en muchas zonas de Colombia aun no se han llevado a cabo evaluaciones del impacto potencial del clima
en su epidemiologfa, tal es el caso del departamento de Sucre.

Objetivo general. Evaluar el impacto potencial de la variabilidad macroclimatica través del indicador ONI (Oceanic
Niflo Index-NOAA), en la epidemiologia del dengue en el departamento de Sucre, Colombia, durante 2009-2012.
Metodologia. Se disefi6 un estudio ecologico en el cual se tomaron los datos de vigilancia epidemioldgica del dengue
(calculando las tasas con poblaciones oficiales DANE) como variable dependiente y se incorpor6 en un modelo de
regresion no-lineal de Poisson los valores del ONI. Nivel de confianza de 95%, analizandolo con Stata 11.0.
Resultados. Durante el periodo se reportaron 6.968 casos de dengue, pata tasas que oscilaron entre 1,11 a 7,97 ca-
$0s/100.000 habitantes/semana epidemioldgica (oscilando de 8,35 a 32,26 por mes). Durante el mismo petiodo el ONI
vari6 de -1,50 (La Nifia) a +1,60 (El Nifio) SST. Al correr el modelo se encontrd asociacion significativa entre el ONI
y la tasa de positividad para dengue (pseudo 7#=0,0218; p=0,009; LR ¥*=6,83, ONI+1year-lagged) mostrando que en
la medida que se expresa el fenémeno climatico El Nifio se encuentran mayores tasas de incidencia de dengue en el
departamento de Sucre.

Conclusiones. Aunque estos resultados son preliminares y la magnitud de la asociacion no es alta, muestra asociacién
significativa que lleva a pensar en la necesidad de evaluar en detalle en otros tipos de estudios el impacto y grado de
influencia que tienen no solo variables macroclimaticas sino también microclimaticas en la epidemiologia de esta impor-
tante enfermedad viral en Sucre y posiblemente en otras regiones del pafs, aun no evaluadas.

*Hospital Universitario de Sincelejo, Sincelejo, Sucre, Colombia. Grupo de Investigacion SIDA y Otras Enfermedades Infecciosas, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Tecnoldgica de Pereira, Pereira, Risaralda, Colombia.

Programa ETV, Secretaria de Salud Sucre, Sincelejo, Sucre, Colombia.

TLP66. Construccion y expresion de un vector lentiviral con el gen HBX
del virus de la hepatitis B subptipo F3 en células HepG2

Henry Bautista*, Yeny Castellanos*, Jeisson Becerra*, Sindi Velandia*, Ana Farfdn*

Introduccion. ILa proteina HBx del virus de la hepatitis B est4 asociada con la Carcinogénesis del Hepatocarcinoma
Celular (HCC) por mecanismos parcialmente conocidos.

Objetivo general. Disefiar un vector lentiviral que exprese el gen HBx del VHB, subtipo F3, en células HepG2.
Metodologia. Se utilizé un pool de sueros de individuos con hepatitis B, para amplificar el gen HBx por PCR anidado.
Genotipo E subtipo F3 se confirmé por andlisis de secuencia. Se utiliz6 un vector lentiviral con el gen reportero GEP
(proteina verde fluorescente), para clonar el gen HBx y empaquetarlo en células 293TN. El nimero de particulas virales,
expresado en equivalentes de genoma/ug, se cuantificé por PCR en tiempo real. Células HepG2 fueron transducidas
con distintas proporciones lentivirus:célula (MOI). La expresion del gen HBx fue cuantificada por RT-PCR en tiempo
real a las 72 horas y 4 semanas post infeccion. La proteina HBx se visualizé por inmunofluorescencia indirecta y las
células positivas para el gen reportero GFP se cuantificaron por citometria de flujo. La integracion del gen HBx en el
genoma de las células HepG2 fue determinada por PCR.

Resultados. La mayor expresion del gen HBx se obtuvo a las 72 horas con MOI de 1000 y 4 semanas con MOI de 500.
(3.80 x 10* EG/ng and 1.12 x 10" EG/ug, respectivamente). La inmunofluorescencia indirecta confirmé la presencia
de la proteina HBx en las células HepG2. El mayor porcentaje de células GEFP positivas fue 87% y 42% con MOI de
1000 a las 72 horas y 4 semanas respectivamente. La integracion del gen HBx en el genoma celular se confirmé con
todos los MOI analizados.

Conclusiones. Se disené un sistema zz vivo en células HepG2 que permitira evaluar los mecanismos oncogénicos del
gen HBx, genotipo F subtipo F3.

*Universidad de Santander -UDES-. Programa de Bacteriologia y Iaboratorio Clinico. Grupo de Investigacion en Manejo Clinico -ClinitUDES-. I jo de Investigaciones Biomiédicas y Bi jgicas -1.IBB-, B, 10a, Colontbi
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TLP67. Hepatitis B oculta en pacientes infectados con el virus de
la inmunodeficiencia humana en el nororiente colombiano

Henry Bautista*, Yeny Castellanos*, Laura Villamizart, Jeisson Becerra*, Sindi Velandia*, Ana Farfdn*

Introduccion. La infeccion cronica por el VHB incrementa la morbi-mortalidad de individuos infectados con VIH.
La coinfeccion por los dos virus es frecuente, debido a que comparten rutas de transmision.

Objetivo general. Determinar la prevalencia de infeccion oculta por el virus de la hepatitis B (VHB) en pacientes con
VIH del norotiente colombiano.

Metodologia. Estudio transversal realizado durante el 2010 en 275 pacientes atendidos en una institucién de
salud de la ciudad de Bucaramanga, Colombia. Muestras de suero fueron procesadas mediante ELISA para anti-
HBs, anti-HBc y HBsAg. Se realizaron dos PCR anidados para amplificar genoma del VHB y genotipificacion
por secuenciacién. Variables sociodemograficas, clinicas y de tratamiento antirretroviral fueron obtenidas de la
historia clinica reciente.

Resultados. La edad promedio fue 37£11 afios y 65,1% eran hombres. Se observaron <200 células CD4+/ul en
24,7% y >500 en 28,7%. Se detectaron <500 copias/mL de VIH en 61,8% y >25.000 en 17,1%. Segun clasificacién de
la OMS, 36% de los pacientes tenfan SIDA y el 90% habia recibido tratamiento antirretroviral. Se encontré coinfeccion
VIH-VHB en el 28,7%. De estos tltimos, 3,3% infeccion activa, 11,6% resuelta, 5,1% anti-HBc aislado y 8,7% hepatitis
B oculta (HBo). Anticuerpos anti-HBs por vacunacién = 10 UI/mL fueron detectados en el 21,82%. No se observé
asociacion estadisticamente significativa entre carga viral por VIH, recuento de CD4+ e infeccion por el VHB. Analisis
por secuenciacion permitié identificar genotipo F, subtipo F3 en 7 pacientes coinfectados.

Conclusiones. La prevalencia de hepatitis B activa fue mayor a la reportada en un estudio previo en Colombia. Igual-
mente, se encontré una alta prevalencia de HBo en pacientes con o sin marcadores serologicos de infeccion por VHB.
Estos hallazgos sugieren la necesidad de implementar herramientas moleculares para diagnosticar la hepatitis B en
pacientes con VIH.

*Universidad de Santander -UDES-. P de Bacteriologia y La. 1o Clinico. Grupo de Investigaciin en Manejo Clinico -ClinitUDES . 1 a jo de Investigaciones Biomédicas y Biotecnoldgicas -I.IBB-, B,
Colombia. TUniversidad Industrial de Santander. Grupo de Investigacion GUINDES'S, Bucaramanga, Colombia.

TLP68. Genotipos del Virus de la Hepatitis B y el Virus de la Hepatitis D
en poblacion indigena del departamento del Amazonas, Colombia

Diana di Filippo*, Fabidn Cortés-Mancera*t, Fernando de la Hozt, Edra Payaress,
Neila Montes | , Gonzalo Correa*, Maria-Cristina Navas*

Introduccion. El dltimo caso de infeccion por VHD en Colombia se registrd en el departamento del Guainia en el
afio 2005 y desde entonces nuevos casos de co-infeccién o super-infeccion por Virus de la Hepatitis B y VHD no se
han reportado al sistema de salud.

Obijetivo general. Caracterizar la infeccién por VHB y VHD y los genotipos en poblacion indigena del departamento
del Amazonas.

Metodologia. Un total de 862 indigenas mayores de 18 afios, pertenecientes a 19 comunidades de los municipios de
Puerto Narifio, Leticia y el corregimiento de Tarapaca, aceptaron participar en el estudio. Todos con excepcion de un
participante, correspondieron a poblacién asintomatica. Una muestra de sangre de los individuos positivos por la prue-
ba rapida para HBsAg fue obtenida y analizada para la deteccion por Elisa de HBsAg, Anti-HBc total e IgM (Abbott) y
anti-HD IgM e IgG (Dia.Pro). La extraccion del ADN y ARN de las muestras se realizo utilizando estuches comerciales.
La detecciéon del genoma viral se determiné por PCR anidada del ORF S y RT-PCR anidada del ORF delta. El genotipo
viral fue determinado por secuenciacion y andlisis filogenético.

Resultados. Veintitrés muestras de suero fueron positivas para el HBsAg por prueba rapida, todas confirmadas por
ELISA de HBsAg y anti-HBc. En 10/23 (43,3%) muestras se encontraron anticuerpos tipo IgM (4/10) o IgG anti-HD
(6/10); todas definidas como casos de supetinfeccion por la ausencia del marcador IgM anti-HBc. El andlisis filogené-
tico permitio la identificacioén del subgenotipo F1b de VHB y el genotipo III de VHD en las muestras.

Conclusiones. En la poblacién de estudio se describe una frecuencia moderada de HBsAg por prueba rapida (2,6%) y
una frecuencia alta de superinfeccion por VHD (43,3%). Los analisis filogenéticos permitieron demostrar la circulacion
exclusiva del subgenotipo F1b de VHB y del genotipo III de VHD en estas comunidades indigenas.

*Grupo de Gastrohepatologia, Universidad de Antioguia, Medellin, Colombia. TInstituto Tecnoligico Metropolitano, Medellin, Colombia. $Grupo de Epidemiologia y Evaluacion en Salud Piiblica, Universidad Nacional, Bogotd,
Colombia. §1.aboratorio Departamental de Salud Piiblica de Amazonas, 1eticia, Colombia. " Coordinacion de Salnd Piiblica, Alcaldia de Puerto Narinto, Amazonas, Colombia.
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TLP69. “Co-infeccion del virus de la inmunodeficiencia humana
con los virus de la hepatitis By C en individuos cubanos “

Marité Bello C.*t, Licel Rodriguez L*, Ma. Caridad Montalvo V.*, Susel Sariego F.*, Meilin Sdnchez W.*,
Lidunka Valdés A.*, Ida Gonzdlez N.*, Denis Verdasquera C.*, Alberto Baly G.*, Aidonis Gutiérrez M.%,
Jorge Pérez A.*, Manuel Diaz J.*, Caristina Cahas L.*, Rodilcia Castillo F*, Bdrbara Marrero S.*

Introduccion. ILas coinfecciones por los Virus de Hepatitis B (VHB), Hepatitis C (VHC) y de Inmunodeficiencia
Adquirida (VIH) son frecuentes con caracteristicas epidemiolégicas muy similares.

Objetivo general. Se realizaron cinco estudios para conocer situacién y comportamiento de las hepatitis B y C en
personas cubanas seropositivas al VIH: 1. Exposicién al VHB en individuos cubanos seropositivos al VIH, 1998. 2.
Marcadores de VHB y VHC en pacientes VIH, 2000-09. 3. Implementacion de técnicas moleculares para diagnostico
y seguimiento de las hepatitis B y C. 4. Marcadores de las Hepatitis B y C en nifios seropositivos al VIH. 5. Hepatitis B
oculta en pacientes VIH cubanos.

Metodologia. Se estudiaron muestras de sueros de pacientes VIH recibidas en el Laboratorio Nacional de Refe-
rencia de Hepatitis virales, 1998-2010. Estudio I: seleccionados al azar 295 sujetos del Registro Nacional de per-
sonas VIH. Estudio II: se estudiaron 7 271 muestras. Estudio III: 1 217 muestras para diag. molecular: 116 para
RCP/VHB y RCP-TR; 1 065 para RCP/VHC y 36 para estudios de genotipos VHC, 2007-2010. Estudio IV: se
estudiaron todos los nifios con VIH de Cuba (n= 30), 2005-2008. Estudio V: 325 muestras de HBsAg(-) divididas
en 2 grupos: Grupo 1 [VIH/VHC(-)] n= 243 y Grupo 2 [VIH/VHC(+)] n= 82, 2008-2009. Técnicas utilizadas:
Técnicas Serologicas: UMELISA para detecciéon y confirmacion de HBsAg y para deteccion de anti-HBs, anti-
HBc y anti-VHC. Técnicas de Biologia Molecular. Deteccién cualitativa del ADN/VHB. PCR en Tiempo Real
(RCP-TR). Deteccién de ARN/VHC por técnica de UMELOSA HCV. Deteccién de genotipos del VHC con ce-
badores especificos. Analisis estadistico y Aspectos éticos. Estadistica descriptiva, Andlisis univariado, Test exacto
de Fisher, Chi Cuadrado, Test de student para comparaciéon de medias, Calculo de frecuencias absolutas y relativas,
Razén de Prevalencia como medida de asociacion. Significacion estadistica p =0.05. Aprobado por Comisiones
de Etica institucionales.

Resultados. Se encontré que 45.5% estuvieron expuestos al VHB y 5.1% infectados créonicamente. Se estudiaron
marcadores de VHB y VHC, 2000-09, observandose incremento de anti-VHC(+) en el 2009, se corrobora que las
hepatitis B y C constituyen un problema de salud en este grupo de riesgo. La implementacion de técnicas molecu-
lares para diagnostico y seguimiento de las hepatitis B y C contribuyé al manejo terapéutico en seropositivos VIH,
encontraindose ARN/VHC en 77.7% de individuos coinfectados, mas frecuente el genotipo 1b. Se estudiaron
nifios VIH(+), a los marcadores de VHB y VHC entre 2005-08, 73.3% tenfan marcador de infeccién, exposicién
o inmunidad, 53.3% tenian titulos de anti-HBs protectores, predominando titulos hipoprotectores, a los nifios
no protegidos se administré 2 dosis de refuerzo de vacuna cubana Heberbiovac-HB demostrandose que pueden
protegerse aplicando esquemas de inmunizaciones adecuados. Se investigd la Hepatitis B oculta en 54 pacientes
expuestos al VHB detectindose en el 24% con titulos protectores bajos, fundamentalmente sin anti-VHC y anti-
HBs<10UI/L.

Conclusiones. Estos resultados contribuyen al conocimiento de hepatitis B y C en pacientes VIH, mejorando el tra-

tamiento, pronostico, control y prevencion de esta enfermedad y su calidad de vida.

*Instituto de Medicina Tropical “P. Kouri™ (IPK) - Cuba. +Contacto: marite@ipk.sld.cu | marite.
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TLP70. Analisis filogenético del virus de la hepatitis E
en plantas de benéfico porcino en Antioquia

Jorge E. Forero*t, Jaime E. Parra*, Berardo Rodriguezt, Francisco Diaz, Lina Gutiérrez§, Albeiro Lopez H.*}

Introduccion. Elvirus de hepatitis E es un virus RNA de cadena sencilla de sentido positivo de aproximadamente 7,3
kilobases (kb); posee tres marcos de lectura abierta parcialmente sobrelapados ORF1, ORF2 y ORF3. Existen cuatro
genotipos principales los cuales pueden infectar mamiferos que se nombran del 1 al 4. En varios estudios en Colombia
han mostrado evidencia seroldgica de la infeccién en humanos con exposicién ocupacional a cerdos, ademas se ha de-
tectado la presencia del genoma viral en higados y heces de cerdos en plantas de beneficio de Antioquia.

Objetivo general. Determinar cudl es el genotipo que esta circulando en los cerdos sacrificados en plantas de
faenado de Antioquia.

Metodologia. Se hizo un analisis filogenético preliminar a partir de las secuencias obtenidas de 10 muestras (7 higado
y 3 de heces) de cerdos positivos mediante RT-PCR anidada del ORF1 y ORF2 del VHE. La edicién manual, el alinea-
miento con CLUSTAL W y la construccién de los arboles por Neighborn Joining se realizaron en el programa MEGA
5.2. Las secuencias del ORF1 y ORF2, fueron alineadas con secuencias completas de los 4 genotipos y los arboles se
enraizaron con una de secuencia detectada en aves.

Resultados. Los arboles filogenéticos obtenidos tanto del ORF1 como del ORF2 mostraron que las secuencias obte-
nidas de las 10 muestras pertenecen al genotipo 3 y se agrupan en 3 linajes diferentes. Estos analisis indican que en las
producciones porcinas antioquenas los cerdos son el reservorio para por lo menos 3 linajes diferentes del VHE.
Conclusiones. Este es un trabajo pionero que demuestra por medio de arboles filogenéticos que en Antioquia circulan

por lo menos tres linajes del VHE y que todos perteneces al genotipo 3 de este virus.

*Grupo Biodiversidad y Genética Molecular BIOGEM, Departamento de Producciin Animal, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Colombia sede Medellin. Calle 594 No. 63-20, Medellin, Colombia.
TGrupo de Investigacion en Patobiologia QUIRON L 0 de Patologia Veterinaria Facnltad de Ciencias Agrarias, Universidad de Antioguia. Calle 70 No. 52-21, Medellin, Colombia. :Grupo de Inmunovirologia, Facnltad
de Medicina. Universidad de Antioguia. Calle 70 No. 52-21, Medellin, Colombia. §Grupo Biologia de Sistemas. Facnltad de Medicina. Escuela de Ciencias de la Salud. Universidad Pontificia Bolivariana. Calle 78B # 72.A-
109. Medellin. Colombia.

TLP71. Caracterizacion genotipica del virus de la hepatitis C
de pacientes de un centro de hemodialisis de Lima - Peru, 2012

Stephanie Montero*, Maria Méndez*, Christian Florian*, Luis Gomezt

Introduccién. Desde que en 1993, Simmonds et al., establecieron la clasificacion del virus de la hepatitis C (VHC)
en 6 genotipos (1, 2, 3, 4, 5, 6) y se asociaron los genotipos 1 y 4 a una respuesta antiviral menos eficiente (Fabrizi,
2013), los estudios de genotipificacion se han disparado. Con respecto a los hemodializados, varios autores han
determinado que los genotipos mas frecuentes son el 1a y 1b, y que la viremia de los pacientes puede presentarse
en forma intermitente, dificultando el analisis del ARN del virus. Cabe resaltar que estos individuos constituyen un
grupo importante de estudio, ya que su estado urémico e inmunocompromiso representan una gran dificultad en la
cleccién del tratamiento adecuado.

Objetivo general. Caracterizar genotipicamente las cepas del VHC que circulan en pacientes que asisten a un centro
de hemodialisis de Lima - Pert durante el afio 2012.

Metodologia. Se utilizaron las muestras de suero de 33 pacientes con insuficiencia renal crénica terminal (IRCT) de
un centro de hemodialisis de Lima, se realiz6 la confirmacion de la presencia de anticuerpos anti-VHC mediante una
prueba de ELISA. La genotipificacion se realizé mediante un nested PCR primer especifico dirigido a la region core del
VHC segun la metodologfa descrita por Ohno et al., 1997.

Resultados. Los pacientes con anticuerpos anti-VHC correspondieron al 36.7% (33/90) de la poblacién total del
centro, s6lo en el 15.2% de estos (5/33) se detecté ARN viral. Se identificaron los genotipos 1a y 1b, los cuales
han sido reportados en diferentes poblaciones de estudio en nuestro pafs (Colichén et al., 2004; Colina et al., 2004;
Sanchez et al., 2000).

Conclusiones. En la poblaciéon estudiada existe diferencia en la prevalencia de anticuerpos anti-VHC y de la presencia
del ARN viral. El método de genotipificacion utilizado fue capaz de identificar los genotipos presentes en las muestras.
En los pacientes con IRCT, circulan los genotipos 1a y 1b.

*nstituto de Investigacion de la Facultad de Medicina Humana, Universidad de San Martin de Porres, Lima - Perdi. +Centro de hemodidlisis RENEXA, Lima - Peri.
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TLP72. Prevalencia de infeccion oculta de Hepatitis B
en comunidades aisladas del Estado Amazonas

Y. Medina*t, N. Cardona*, S. Silva*, A. Torres*, T. Leén*, Y. Camico*, D. Garcia*, F.H. Pujolt

Introduccion. ILa hepatitis B cronica se caracteriza por la deteccion del antigeno de superficie del virus (AgsHB) en
sangre al menos durante 6 meses. Sin embargo, puede detectarse la existencia del ADN del virus B en suero en ausen-
cia del AgsHB, denominandose una infeccién oculta, en la cual existe actividad replicativa del virus de la hepatitis B
(VHB). El diagnéstico en tales individuos es dificil, dado que los marcadores virales tanto en suero como en higado,
con frecuencia se encuentran por debajo del limite de deteccion de los inmunoensayos empleados. Se ha sugerido el
uso de técnicas altamente sensibles de amplificacion de los dcidos nucleicos para la determinacion de estas infecciones.
Estudios sobre los mecanismos de generacion de las infecciones ocultas contribuyen a una mejor comprension sobre la
realidad epidemioldgica de la hepatitis B.

Objetivo general. El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la prevalencia de infeccién oculta de hepatitis B, en
comunidades aisladas del estado Amazonas.

Metodologia. Se llevé a cabo la toma de muestras de sangre de 190 individuos, correspondientes a distintos
municipios y diferentes etnias del estado Amazonas, pertenecientes a las comunidades la Reforma (89 personas,
multiétnica), Albarical (28 personas, multiétnica) y Cafio Mure (73 personas, comunidad Piaroa). A dichas mues-
tras se le realizé un tamizaje serolégico, detectando anticuerpos frente al antigeno “core” del virus de la hepatitis
B (anti-HBc) y del antigeno de supetficie (AgsHB), partiendo de las alicuotas de los sueros congeladas a -20 °C,
empleando el kit de ELISA Murex anti-HBc (total) y Murex HBsAg Version 3, respectivamente, de la casa comer-
cial DiaSorin. Seguidamente la extraccién de ADN se llevo a cabo, partiendo de alicuotas de los sueros congeladas
a -20 °C, empleando el estuche QIAmp DNA Blood Mini kit. Posteriormente se realiz6 la amplificaciéon de la
secuencia altamente conservada en todos los hepadnovirus de 440 pb de la Region C del genoma viral, a través
de una PCR en dos rondas.

Resultados. Las prevalencias halladas para AntiHBc fueron 16,85%, 25,00% y 43,84%; y para AgsHB 1,12%,
0% y 2,74% para las comunidades La Reforma, Albarical y Cafio Mure, respectivamente. La Reforma present6
1,12% (1/89) de individuos con serologia positiva para anti-HBc y AgsHB. Se presentaron frecuencias de 15,73%
La Reforma, 25,00% Albarical y 41,10% Caflo Mure; con serologfa positiva anti-HBc y negativa para AgsHB. Por
otro parte, la frecuencia de individuos con serologia negativa para ambos marcadores serologicos fue 83,15%
para la comunidad La Reforma, 75,00% para Albarical y 56,16% para Cafio Mure. Se obtuvo la amplificacion del
fragmento del gen para 3 de las muestras con serologia negativa, todas pertenecientes a la comunidad La Reforma,
lo que representa, 4,05% (3/74) de infeccion oculta en individuos con ausencia de evidencia serolégica de expo-
sicion al virus, siendo 3,37% la prevalencia de infeccién oculta en dicha comunidad. No se presentaron casos de
infeccion oculta en la comunidad Albarical y Cafio Mure. Se obtuvo un total 1,58% (3/190) de infeccién oculta
en las comunidades evaluadas.

Conclusiones. La prevalencia existente de casos de infeccion oculta actualmente en el estado Amazonas y la amplia
variedad en los marcadores virales en suero o su ausencia dificulta el diagnéstico de hepatitis en los individuos, haciendo
necesario que el diagnéstico se desarrolle mediante la aplicacion de técnicas de biologfa molecular o biopsias hepatica,
no disponibles en los entes de salud publica.

Reemergentes y Emergentes ER). Serv, azt i
BC, IVIC, Caracas, Venezuela. tContacto: yollysethnm@gmail.com; TIf:+58 0248 686 45 99,
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TLP73. Identificacion de casos de infeccion oculta por el virus de la hepatitis B
en pacientes sometidos a trasplante hepatico de la ciudad de Medellin

Julio C. Rendoén*, Fabidn Cortés-Mancera*t, Alejandra Duque*,
Juan C. Restrepo*t, Gonzalo Correa*, Maria-Cristina Navas*

Introduccion. ILa infeccion oculta por el virus de la hepatitis B (HBo) se caracteriza por la presencia del genoma viral
en tejido hepatico, y/o en suero, y niveles indetectables de antigeno de supetficie (HBsAg). La HBo ha sido relacionada
con el desarrollo de cirrosis, carcinoma hepatocelular (HCC) y enfermedad hepatica criptogénica.

Objetivo general. Identificar y caracterizar los casos de HBo en pacientes con diagndstico de cirrosis y/o HCC, so-
metidos a trasplante hepatico en la ciudad de Medellin.

Metodologia. Se evaluaron 63 muestras de tejido hepatico obtenidas de pacientes sometidos a trasplante, con marca-
dores serologicos negativos para la infeccién por el virus de la hepatitis B (VHB), HBsAg y anti-HBc. La deteccion del
genoma viral fue realizada a partir del ADN total extraido de los explantes, utilizando tres estrategias de amplificacion
para los ORFs S, Core y X del genoma viral. Llas muestras en las que minimo dos regiones fueron amplificadas se
consideraron casos de HBo. Los fragmentos amplificados de los ORFs S y X fueron secuenciados y analizados para la
identificacion del genotipo viral y la deteccion de mutantes de escape. La presencia del genoma de VHB en las muestras
fue reconfirmada por Southern Blot, con una sonda del ORF S marcada con Digoxigenina.

Resultados. Las estrategias de amplificacion de los ORFs S y X permitieron identificar 6 (9,5%) muestras como HBo,
5 de las cuales fueron reconfirmadas por Southern Blot.

La secuenciacién de los fragmentos de los ORFs demostré la presencia de la mutacion Aspl144His en una de las
muestras. Los analisis filogenéticos identificaron dos muestras como genotipo A, un genotipo D y tres genotipos F,
subgenotipos 3 y F1.

Conclusiones. Este es el primer estudio en Colombia en el que se identifican casos de HBo en tejido hepatico de
pacientes con hepatopatias terminales sometidos a trasplante. La deteccién de 9,5% (6/63) de los casos representa una
baja frecuencia de HBo en esta poblacion, comparado con estudios similares realizados en otros paises.

*Grupo de Gastrob gia, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia. +Grupo de Investigacion e I jion Biomédica GI2B. Instituto Tecnoligico Metropolitano. Medellin, Colombia. :Hospital Pablo Tobin Uribe,
Medellin, Colombia.

TLP74. Genotipos del virus de hepatitis A circulantes en Colombia, 2008 - 2012

Jennifer Sdnchez*, Lissett-Tatiana Villamil*, Johanna Rodriguezt, Marlen Rincont,
Jairo Méndez+t, Claudia Sdnchezi, Dioselina Peldez-Carvajalt

Introduccion. La hepatitis A segun la Organizacién Mundial de la Salud, es una de las cuatro enfermedades infeccio-
sas mas prevalentes. Colombia tiene patrones de endemicidad intermedios, con areas de alta y baja endemicidad y con
mayor incidencia en edades entre 5 y 14 afios. Anualmente se notifican entre 5000-6000 casos, correspondiendo el 10%
a brotes. La identificaciéon de genotipos y subgenotipos permite rastrear circulaciéon de cepas epidémicas, confirmar
origen hidrico del brote y enfocar adecuadamente medidas de control. El subgenotipo IA es responsable de la mayoria
(70%-80%) de los casos en el mundo.

Objetivo general. Identificar genotipos/subgenotipos de virus de Hepatitis A (VHA) en sueros y muestras de agua
recolectadas entre 2008 - 2012.

Metodologia. Se realiz6 estudio descriptivo retrospectivo seleccionando a conveniencia sueros IgM anti-HAV positi-
vos y muestras de agua positivas para HAV procedentes de 8 departamentos con brotes frecuentes. Se realiz6 extraccion
de RNA viral de los sueros y aguas, se amplific y secuenci6 por RT-PCR anidada un fragmento de 223 pb de la region
VP1/2A, se analizaron las secuencias por la herramienta BLAST/blastn de NCBIL.

Resultados. En las 15 muestras procesadas se identificé el genotipo 1 subgenotipo A, compartiendo identidad de
nucleétidos entre 90 a 98% con cepas HAV genotipo TA reportadas en Venezuela y Brasil entre 2006 - 2010. Las se-
cuencias de los virus en muestras de suero y agua de un mismo brote en Puerto Asis, Putumayo en 2012, presentaron
una identidad del 98 % con la cepa S79s subgenotipo IA reportada en Venezuela en 2010.

Conclusiones. Este es el primer informe de genotipo y subgenotipo de HAV en Colombia, el cual invita a continuar
con este tipo de estudios especialmente en apoyo a brotes. Los andlisis filogenéticos son de vital importancia para con-
firmar la fuente de contagio en brotes y el origen de los virus.

*Facnltad de Bacteriologia, Colegio Mayor de Cundinamarca, Bogotd, Colombia. +Grupo de 1irologia, Direccion de Redes en Salud Piiblica, Subdireccion Red Nacional de Laboratorios, Instituto Nacional de Salud. Bogotd D.C.
- Colombia. £Grupo Factores de riesgo del ambiente, Direccidn Prevencion, Vigilancia y Control en Salud Priblica, Instituto Nacional de Salud. Bogota D.C. — Colombia.
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TLP75. Extractos etandlicos de Cassia grandis y Tabernaemontana cymosa
inhiben in vitro la replicacion del virus dengue serotipo 2

Carolina Herndndez-Castro*, Fredyc Diaz-Castillot, Marlén Martinez-Gutiérrez*

Introduccion. Debido a que atin no existe tratamiento para el dengue, la busqueda de antivirales derivados de produc-
tos naturales o fairmacos de segundo uso, sigue siendo una prioridad a nivel mundial.

Objetivo general. Evaluar la actividad antiviral de extractos etandlicos derivados de hojas de Cassia grandis y corteza de
Tabernaemontana cymosa contra dos cepas de DENV serotipo 2 en dos lineas celulares (VERO y U937).

Metodologia. Se evalué la CC, (por el método de MTT) y la CE, (por la técnica de inhibicién de la produccién
de particulas virales infecciosas) con ambos extractos. Adicionalmente se realiz6 un ensayo de inhibicion dosis-
respuesta y se evaluaron tres estrategias experimentales diferentes (pre, trans y post-tratamiento) para determinar
el efecto de los extractos dependiendo del tiempo de administracién. Finalmente se realizé un analisis fitoquimico
preliminar de ambos extractos.

Resultados. Se encontr6 que la citotoxicidad de los extractos es baja (CC_ >300 ug/mlL) siendo la linea celular U937
mas sensible al efecto antiproliferativo de ambos extractos. Cuando se compar6 la selectividad de los extractos depen-
diente de cada cepa viral, se encontré que ambos extractos son mds selectivos en los cultivos infectados con la cepa
DENV-2/NG que en los cultivos infectados con la cepa DENV-2/16681. En ninguna de las evaluaciones se observo
un efecto inhibitorio dependiente de la dosis de extracto usada. Finalmente las mayores inhibiciones de la infeccién se
encontraron en la estrategia post-tratamiento con el extracto de Tabernaemontana cymosa (99.9% en ambas lineas celulares).
Conclusiones. Este es el primer reporte del efecto antiviral de extractos etandlicos derivados de Cassia grandis y Ta-
bernaemontana cymosa frente a la infecciéon por DENV serotipo 2, siendo mas efectivos frente a la infeccion por la cepa
DENV-2/NG. Adicionalmente ambos extractos etanélicos los pasos posteriores a la internalizacion del virus, logrando
reducir la produccion de particulas virales infecciosas.

*Programa de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales — PECET. Universidad de Antioguia. Medellin, Colombia. +1 jo de Investigaciones Fitoquimicas y Fe jgicas (LIFFUC). Universidad de Cartagena-
Hospital Universitario del Caribe. Cartagena, Colombia.

TLP76. Una fraccion activa derivada de la planta Psidium guajava
inhibe la replicacion del virus dengue serotipo 2

Carolina Quintero-Gil*, Fredyc Diaz-Castillot, Marlén Martinez-Gutiérrez*

Introduccion. El dengue sigue siendo considerada la enfermedad viral transmitida por artrépodos mas importante a
nivel mundial pero hasta el momento no existe tratamiento especifico. Resultados obtenidos previamente por nuestro
grupo demostraron que extractos etandlicos de la corteza de Psidinm guajava tienen actividad antiviral contra virus den-
gue serotipo 2 (DENV-2), por lo que se hace necesario realizar evaluacion del efecto antiviral de las fracciones obtenidas
por fraccionamiento biodirigido.

Objetivo general. Evaluar la actividad antiviral de fracciones obtenidas de la corteza de Psidinm guajava en células
infectadas con DENV-2.

Metodologia. Se realiz6 fraccionamiento del extracto etandlico de la corteza de Psidium guajava y para cada una de las
fracciones obtenidas se determiné el IS usando la CC50 (obtenida por un ensayo de MTT) y la CE50 (obtenida por
RT-qPCR) en células U937 infectadas con DENV-2 cepa Nueva Guinea. Con la fraccion mas promisoria se evalué el
efecto antiviral sobre diferentes pasos del ciclo replicativo usando los tratamientos individuales antes de la infeccion
(pre-tratamiento); durante la infeccion (trans-tratamiento) y después de la infeccion (post-tratamiento).

Resultados. Se obtuvieron cinco fracciones y de ellas la fraccion YP-1-22C mostr6 el IS mas alto (35.4). Esta misma
fraccion inhibi6 la infeccién en las tres estrategias individuales pre, tans y post-tratamiento (porcentajes de inhibicién
del 78.1%, 58.8% y 74.8%, respectivamente). A partir de esta fraccion se logro aislar e identificar un total de cuatro com-
puestos de caracteristicas fendlicas y/o flavonoides. La elucidacién estructural de estos compuestos dio como resultado
la presencia de acido galico, naringina, quercetina y catequina.

Conclusiones. Una fraccién derivada de la corteza de Psidium gnajava con caracteristicas fendlicas y flavonoides inhibid
la infeccion con DENV-2 en células U937, con los tres esquemas de tratamiento, lo cual sugiere que esta fraccion es una

candidata para inhibir cualquiera de los pasos del ciclo replicativo.

(LIFFUC). Universidad de Cartagena-

*Programa de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales — PECET. Universidad de Antioguia. Medellin, Ct
Hospital Universitario del Caribe. Cartagena, Colombia.
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TLP77. Evaluacion de la actividad antiviral ejercida por sustancias
obtenidas a partir de una especie vegetal perteneciente al género
Achyrocline sobre la infeccion in vitro por rotavirus y astrovirus

Mayra Téllez*, Alba Téllezt, Maria Gutiérrez*, Juan Ulloa*:

Introduccion. La Enfermedad Diarreica Aguda (EDA) es un problema en salud puiblica ya que afecta a millones de
niflos menores de 5 afios y también a ancianos e inmunosuprimidos. Rotavirus (RV) y Astrovirus (AstV) son agentes
enteropatogenos asociados a EDA que pueden encontrarse co-infectando. Si bien, la administracién de sales de rehidra-
tacién y vacunas para rotavirus han servido como medidas de tratamiento paleativo y profilacticas, no se ha visto que
sean efectivas y que disminuyan o bloqueen la infeccion viral. Asi, se hace necesario desarrollar nuevas alternativas para
tratar las infecciones causadas por RV y AstV, siendo la propuesta de este estudio iniciar con la bisqueda de sustancias
vegetales que puedan ser utilizadas para estos fines.

Objetivo general. Evaluar la actividad antiviral producida por sustancias obtenidas a partir de Achyrocline bogotensis,
sobre la infeccion 7n vitro por rotavirus y astrovirus.

Metodologia. A partir de A. bogotensis se obtuvieron tres extractos y tres fracciones a los cuales se les determiné
su citotoxicidad sobre lineas celulares MA104 y Caco2, susceptibles de infeccién por RV y AstV, respectivamente.
Por inmunocitoquimica y citometria de flujo se valoré su actividad antiviral usando concentraciones no citotoxicas,
siguiendo tres estrategias: 1. Bloqueo de la infeccion; 2. Actividad directa de las sustancias vegetales sobre los virus
que lleve a una pérdida de la infectividad; 3. Post-tratamiento para valorar la disminucién de la produccién de parti-
culas virales infecciosas.

Resultados. La fraccion HM1 a concentraciones no citotoxicas present6 una actividad directa con las particulas de RV
y AstV que permiti6 disminuir su infectividad iz vitro.

Conclusiones. Adhyrocline bogotensis contiene sustancias que a bajas concentraciones no-citotoxicas ejercen una acti-
vidad directa contra RV y AstV.

*Laboratorio de VVirologia, Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias, Grupo de Enfermedades Infecciosas, Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, Colombia. T1 jo de Fitoguimica, Depart, to de Quiica,
Facultad de Ciencias, Grupo de Investigaciones Fitoquimicas, Pontificia Universidad Javeriana, Bogotd, Colombia. $Contacto: julloa(@javeriana.edu.co | teléfono: 3208320 / ext: 4029.

TLP78. Estudio de linfocitos T anérgicos en la respuesta inmune a rotavirus
Maria Jacome*, Manuel Francot, Juanita Ange/—l—, Marta Mesa*

Introduccion. A nivel global, Rotavirus (RV) es el principal agente etiologico de gastroenteritis (GE) aguda en nifios;
ademis, 25% de sus acudientes adultos pueden presentar enfermedad leve a moderada. La infeccion por RV induce
anticuerpos; peto, las respuestas de LT de memoria (LTm) en nifios expuestos son bajas y/o transitotias y aunque au-
mentan con la edad, son indetectables en 50% de adultos previamente infectados. La no deteccién de LTm especificos
de RV (LT-RV) puede deberse a la existencia de LTm anérgicos, generados en el ambiente tolerogénico del intestino. La
anergia puede revertirse con IL-2, IL.-12 o con inhibidores de vias de sefalizacion asociadas al estado de hiporespuesta.
Objetivo general. Evaluar la presencia de LTm anérgicos especificos de RV.

Metodologia. Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de adultos sanos (n= 5) fueron estimuladas con
el RV de simio, RRV (1 ug/mL), un control negativo 6 un control positivo (Enterotoxina B de Staphylococeus anrens),
anti-CD28 y anti-CD49d, en ausencia 6 presencia de IL-2r (100 UI/mL), IL-12¢ (5 ng/mL) 6 el inhibidor de diacilglice-
rolcinasa alfa/DGKi-a (25 uM), durante 10 h, con brefeldina (5 pg/mL) y monensina (5 ug/mL) en las tltimas 5 h. Los
porcentajes de LT-RV productores de TNF-o, I1.-2, IFN-y 6 IL-13 fueron evaluados mediante tincién con anticuerpos
monoclonales fluorescentes y citometria de flujo. Las diferencia entre tratamientos se analizaron mediante las pruebas
de Friedman y de Wilcoxon («= 0,05).

Resultados. La IL-2r aument6 el porcentaje de LT-RV/CD4/CD69+/TNF-a+ (Median: 0,020; Range: 0,011-0,026
vs Median: 0,040; Range: 0,018-0,061; p= 0,03), de LT-RV/CD4/CD69+/IFN-y+ (Median: 0,049; Range: 0,015-0,153
vs Median: 0,115; range: 0,097-0,374; p= 0,03) y de LT-RV/CD8/CDG69+/IFN-y+ (Median: 0,056; Range: 0,044-
0,078 »s Median: 0,153; range: 0,098-0,268; p= 0,03). La IL12r y el DGKi-o aumentaron la frecuencia de LT TNF-o+,
IFN-y+, IL-2+ 6 IL-13+ en los cultivos de CMSP estimulados con RV, pero también con el control negativo.
Conclusiones. En adultos sanos existen LTm anérgicos especificos de RV que revierten con IL-2r.

*Grupo de Inmunobiologia y Biologia Celular de la Facultad de Ciencias. TGrupo de Inmunidad de Mucosas del Instituto de Genética Humana de la Facultad de Medicina. Pontificia Universidad Javeriana. Bogota, Colombia.
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TLP79. Identificacion de los perfiles de migracion de los linfocitos T CD4+
especificos de rotavirus en voluntarios adultos sanos

Miguel Parra*, Daniel Herrera*, Mauricio Calvo-Callet, Lawrence Sternt,
Carlos Parraz, Eugene Butcher§, Manuel Franco*, Juana Angel*

Introduccion. En la infeccién por rotavirus los linfocitos TCD4 son importantes por que estimulan a los LB a que
produzcan anticuerpos IgA protectores, sin embargo es poca la informacion que se tiene acerca de la especificidad y
caracteristicas de esta poblacion celular.

Objetivo general. Identificar los perfiles de migracion de los linfocitos TCD4 especificos de rotavirus usando una
coloracion de tetrameros combinada con marcadores de migracion.

Metodologia. Tres péptidos de rotavirus asociados con la presentacion por moléculas de HLA DRB1*01:01 deri-
vados de las proteinas VP6, VP3 y NSP2 fueron identificados previamente. Los péptidos fueron usados para generar
lineas péptido-especificas. Posteriormente, las lineas péptido-especificas fueron re-estimuladas con los péptidos usan-
do PBMCs aut6logos como células presentadoras. Los péptidos fueron acoplados con moléculas solubles de HLA
DRB1*01:01 marcadas con una sefial de biotinilacion para luego formar los tetrameros con estreptavidina-PE. PBMCs
de seis voluntarios adultos sanos HLA DRB1*01:01, fueron aislados de sangre periférica y marcados con tetrameros

acoplados con los péptidos de rotavirus, de transferrina y de influenza (HA, . ). Finalizada la marcacién con los tetra-

306-31
meros, las células se tifieron con los marcadores CD62L, CD45RA, CCR9 }7)(01437 y analizadas por citometria de flujo.
Resultados. Las lineas mostraron que todos los voluntarios tenfan células especificas del péptido VP6, mientras que
solo dos fueron positivas para los péptidos de VP3 y NSP2. La coloraciéon de PBMCs con los tetrameros de VP6 e
influenza mostraron que las células tetrimero-positivas estan enriquecidas en células de memoria. Ademas, se observo
que las células de memoria especificas de rotavirus estan enriquecidas en las poblaciones con los marcadores de migra-
cion intestinal mientras que las de influenza en las que migran sistémicamente.

Conclusiones. Las células de memoria TCD4+ especificas de rotavirus tiene marcadores de migracion intestinal a437
y CCRY, soportando la teoria de la compartimentalizacion de la respuesta inmune.

*lnstituto de Genética Humana, Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Javeriana, Bogotd, Colombia. +Department of Pathology, University of Massachusetts Medical School, Worcester, Massachusetts, USA. {Facultad de
Medicina, Universidad Nacional de Colombia, Bogotd, Colombia. §Laboratory of Immunology and Vascular Biology, Department of Pathology, Stanford University School of Medicine, Stanford, California, USA.

TLP80. Evaluacion de mecanismos inmunologicos involucrados en la resistencia al
Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) que exhiben los individuos controladores

Natalia Taborda*, Sandra Gonzdlez*, Carlos Montoya*, Keith Fowket, Maria Rugeles*

Introduccién. Ia infeccion por el VIH induce alteraciones en células del sistema inmune y en tejido linfoide asociado
a la mucosa del tracto gastrointestinal (GALT). Sin embargo, existen individuos controladores, quienes en ausencia de
tratamiento antirretroviral presentan cargas virales muy bajas o indetectables.

Objetivo general. Establecer la asociacion entre el control espontaneo de la replicacion del VIH y los siguientes factores
en sangre periférica (SP) y GALT: I) Actividad citotdxica de células NK y linfocitos-T' CD8+ (CTL); IT) produccion de
moléculas proinflamatotias/agotamiento inmunoldgico (IP-10, TNF-« / LAG-3); y I1I) expresion de proteinas antivirales.
Metodologia. Se obtuvo SP y biopsias de GALT de 10 controladores (carga viral <2.000 copias/mL); 10 progtresores
(carga viral >10.000 copias/mL) y 10 controles sanos (CS). Los CTL fueron cultivados con péptidos de gag del VIH y
las células NK con IL.-12/1L-15 pata evaluar por citomettia de flujo la produccién de citoquinas y moléculas citotoxicas.
IP-10, TNF-o y LAG-3 fueron medidas en plasma mediante Luminex o ELISA. Las proteinas antivirales se evaluaron
por RT-PCR. Las comparaciones se realizaron mediante Mann Whitney.

Resultados. Cuando se compararon con los progresores, los controladores presentaron mayor porcentaje de células
NK CD16- CD56"%" (con alta capacidad de respuesta), y menot porcentaje de células NK CD16+ CD56- (disfun-
cionales), acompafado de baja expresion de CD69 (marcador de activacion celular) en SP. Ademas, los controladores
presentaron alta expresién de moléculas citotdxicas en CTL y en células NK, asi como baja produccién de moléculas
proinflamatotias/agotamiento inmunoldgico. No hubo diferencias en la expresion de proteinas antivirales. Los resulta-
dos fueron similares entre controladores y CS.

Conclusiones. Estos resultados muestran que los controladores tienen CTL y células NK con alta actividad citotoxica
tanto en SP como en GALT. Ademas, presentan baja activacion celular y baja produccién de moléculas proinflamato-
rias/agotamiento inmunolégico, lo cual podtia conttibuir con el control de la replicacién viral.

*Grupo Inmunovirologia, Facnltad de Medicina, Universidad de Antiognia, Medellin, Colombia. + D of Medical Microbiology, University of Manitoba, Winnipeg, Canadd.
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TLP81. Respuesta de células secretoras de anticuerpos circulantes
especificas contra proteina de envoltura en nifios infectados por dengue
es inmunodominante, no serotipo-especifica y edad-dependiente

Jessica Toro*, Doris Salgado*t, Rocio Vega*t, Jairo Rodriguez*t, Alan Rothmant,
Juana Ange/§, Manuel Franco$, Harry Greenberg | , Carlos F. Narvdez*

Introduccion. Los anticuerpos son criticos en la proteccion contra la infeccion por Virus Dengue (VD) y ademis es-
tan relacionados con su patogénesis a través de la amplificacion dependiente de anticuerpos. Se sabe que el VD induce
una fuerte respuesta de células secretoras de anticuerpos circulantes (CSAC) IgG virus-especifica.

Objetivo general. Caracterizar en detalle la cinética de la respuesta de CSAC, ademads de su reactividad y relacién con
la severidad clinica en nifios.

Metodologia. Se estudiaron 80 nifios (20 de ellos lactantes) con infeccién 1° o 2° por VD vy diferentes grados de
severidad clinica, ademads de nifios sanos y febriles sin dengue como controles. CSAC IgM e IgG totales y especificos
para proteina de Envoltura (E), fueron analizados por ELISPOT de dos colores y citometria de flujo en fase aguda y de
convalecencia. La tipificacion del VD se hizo por RT-PCR convencional y la Guia de atencién integral del paciente con
dengue en Colombia 2010 fue usada para el diagnostico, clasificacion y manejo de los nifios.

Resultados. La infeccién con VD indujo una frecuencia de CSAC especialmente de Isotipo IgG, 10 a 300 veces mas
alta que la encontrada en niflos sanos o febriles sin dengue, que tuvo un pico entre el 5-6 dia de fiebre. En nifios >1afio
con infeccion 1° 0 2°, una mediana (rango) de 45% (15%-100%) de los CSAC fueron especificas contra la proteina E del
virus y esta fue no-homotipica. En contraste, en lactantes la respuesta fue significativamente mas baja, tardfa (entre 6 y
9 dfa de fiebre) y dominada por la IgM. No hubo relacion entre la frecuencia de CSAC totales o proteina E-especificas
y la severidad clinica.

Conclusiones. En lactantes infectados por VD la respuesta de CSAC es marcadamente diferente a la presente en ni-
flos mayores. Estos hallazgos podrian tener implicaciones en las vacunas contra dengue en prueba actualmente.

“Programa de Medicina, Facultad de Salud, Universidad Surcolombiana, Neiva, Colombia. + Departamento de Pediatria, Hospital Universitario de Neiva, Colombia. Rhode Island University, Providence, RL, USA. §lnstituto de
Genética Humana, Pontificia Universidad Javeriana, Bogotd, Colombia. || D of Microbiology and T y, Stanford University School of Medicine, Stanford, CA, USA.

TLP82. Optimizacion de las condiciones de un ensayo de amplificacion
de bacteriofagos especificos para Ralstonia solanacearum raza ll

Diana Botero*, Jhon Castano*

Introduccion. Ralstonia solanacearnm Raza 11, es una bacteria de suelo Gram-negativa Causante de la enfermedad del
Moko, enfermedad bacteriana mas limitante en la produccién de banano y platano en Colombia. Esta enfermedad
demanda altos costos en su control. En la actualidad, la nica herramienta con que se cuenta para tratar dicha enferme-
dad, es el uso de bromuro de metilo, gas altamente toxico y actualmente su uso estd prohibido. Por esta razén se hace
necesaria la bisqueda de estrategias que lleven al biocontrol con bacteriéfagos ya que ésta reduce el uso de agentes
quimicos contra dichos patégenos, evitando la contaminaciéon ambiental y trastornos en los cultivos generados por los
residuos de productos quimicos.

Objetivo general. Determinar las condiciones 6ptimas para la amplificacién de bacteriéfagos especificos para
Ralstonia solanacearnm raza 11.

Metodologia. Los bacteriéfagos se aislaron de tierra de fincas afectadas por la enfermedad del MOKO, estos se cocul-
tivaron con Ralstonia solanacearum raza 11 cepa CIAT 1008 y una cepa aislada a partir de un fruto afectado que mediante
técnicas moleculares arrojo positivo para raza 11, que llamamos (AF1Q). Se realizaron curvas de crecimiento bacteriano
con y sin bacteriéfagos y con diferentes concentraciones de CaCl, en un espectrofotémetro a 600 nm, cada 30 minutos
se realizaron las lecturas hasta completar 390 minutos.

Resultados. El pico maximo de crecimiento bacteriano en la cepa CIAT 1008 fue a los 390 minutos de incubacion,
mientras que en la cepa AF1Q se presenta a los 210 minutos. Tanto en la cepa CIAT 1008 como en la cepa AF1Q es
mas eficaz el tratamiento con bacteriéfagos con la concentracién de CaCl, 20 mM.

Conclusiones. La cepa AF1Q presenta una tasa de crecimiento bacteriano mucho mas rapida. La cepa CIAT 1008 es
mas susceptible a los bacteriéfagos dependiendo a las concentraciones de CaCl, que se encuentren.

*Grupo de Inmunologia Molecular (GYMOL,). Universidad del Quindio. Carrera 15 Calle 12 Norte. Armenia, Quindio. Colombia.

98



Hechos Microbiol. 2013; 4(2 Suppl 1).

TLP83. Alotipos de la proteina priénica modulan la transmision de la Enfermedad
Caquectizante de los Ciervos en modelos murinos transgénicos

Camilo Duque*, Chiye Kimt, Allen Herbst*, Nathalie Daudet, Judd Aiken*, Debbie Mckenziet

Introduccion. La Enfermedad Caquectizante de los Ciervos (ECC) es una encefalopatia espongiforme transmisible
o enfermedad pridnica que afecta poblaciones silvestres y cautivas de la familia Cervidae en Norte América. Los priones
son agregados protéicos transmisibles que pueden causar enfermedad neurodegenerativa en humanos y animales. A di-
ferencia de otros agentes transmisibles, la replicacion de los priones depende del plegamiento anormal y polimerizacion
de la proteina pridnica celular (PrP%) del huésped. La susceptibilidad de varias especies de mamiferos a la enfermedad
por priones es influenciada principalmente por la secuencia de aminodcidos de PrP¢. En poblaciones de ciervos de
cola blanca (Odocoileus virginianus) afectadas por la ECC, existen vatiantes alélicas de PrP¢ que afectan la presentacion
y progresion de la enfermedad. Ciervos de genotipos (Prip) que expresan la isoforma Q95G96 (Prip™) de la PrP¢ son
altamente susceptibles, mientras que las isoformas Q95896 (Prup*) y HO5G96 (Prup™™) estan asociadas a largos petio-
dos de incubacién. Ciervos homocigotos para el alelo $96 son considerados parcialmente resistentes en comparacion
con homocigotos 7.

Objetivo general. Considerando la naturaleza protéica de los priones, nos preguntamos si cambios en la estructura
primatia de la PrPS, pueden afectar la transmisién experimental del agente contagioso del ciervo.

Metodologia. Para evaluar nuestra hipétesis, se utilizaron cuatro homogenizados cerebrales de ECC de diferentes
alotipos (wt/wt, wt/S96, wt/H95, S96/HI5) y se inocularon en dos lineas de ratones transgénicos para los alelos Prip”
y Prup* del cietvo.

Resultados. Los ratones de la linea Prip” fueron altamente susceptibles a los cuatro alotipos pridnicos, mientras que
los animales Prip*”
Conclusiones. Nuestros hallazgos indican que los cambios estructurales asociados al polimorfismo H95 favorecieron

unicamente sucumbieron a los alotipos H95.

la adaptacién de una agente pridnico capaz infectar ambos genotipos. Y sugieren que algunas isoformas de PrP¢ pueden
influir en la transmisiblidad del prion de la ECC en ciervos y otras especies de mamiferos potencialmente susceptibles.

*Centre_for Prions an ; , E. 5 2M )
partment of Biological S ciences, bmmrrz/y of Alberta, Edmonton, AB, T6G 2M6 Canada. :Centre for Prions uml Protein Folding Diseases, Depurll//m/ of f\]r(//m/e, University of Alberta, Edmonton, AB, T6G 2M6 C: ﬂﬂa{/ﬂ

TLP84. Caso confirmado de mortalidad por
fiebre amarilla en Caqueta, Colombia 2013

Martha Gracia R.*, Lissethe Pardo*, Edgar Parra+, Pilar Zambranoz, Andrés Pdez*

Introduccién. ILa fiebre amarilla presenta 30.000 muertes anuales en el mundo. En Suramérica ocurren aproximada-
mente 2.000 casos anuales y existe la posibilidad de urbanizacién de la enfermedad ya que el vector Aedes aegypti, habita
en cascos urbanos, algunos de estos vecinos a dreas enzooticas.

Objetivo general. Describir un caso de fiebre amarilla, ocurrido en Paujil, Caqueta, Junio de 2013, las técnicas diag-
nésticas utilizadas y la investigacién de campo. Analizar su significado epidemiolégico e implicaciones en salud publica.
Metodologia. El diagndstico por histopatologia se realiz6 sobre tejido hepatico en parafina, por inmunoquimica se
realiz6 utilizando anticuerpos anti virus amarilico. El diagnéstico virologico se realizé sobre suero por RT-PCR y ELISA.
Resultados. Datos clinicos: paciente masculino de 35 afios, procedente de Paujil en Caqueta. Los sintomas inclufan:
fiebre, cefalea, escalofrio, gingivorragia, ictericia, dolor retroocular, hemoptisis, hiperemia conjuntival, epistaxis, mialgia
con hemorragia de vias digestivas y dificultad respiratoria. Antecedentes epidemiolégicos: no refiere antecedente de
desplazamiento ni de vacunacion contra la fiebre amarilla en historia clinica. Diagnostico: el higado presenta severa
metamorfosis grasa, la lesion primordial tiene la imagen usual en fiebre amarilla, compromiso de la banda periportal
y pericentral. Presencia en suero de anticuerpos IgM anti-fiebre amarilla. No se detecté acido nucléico del virus de la
fiebre amarilla. Durante la investigacion de campo no se evidenciaron factores de riesgo para fiebre amarilla por la
ausencia de reservorios y vectorres En la busqueda activa de casos no se encontraron pacientes febriles y las personas
entrevistadas refirieron no conocer al paciente.

Conclusiones. Se confirmoé por laboratorio la muerte por fiebre amatilla. Los resultados de RT-PCR fueron negativos
posiblemente debido a que el virus y su acido nucléico fueron destruidos y degradados por la respuesta inmune. A pesar

de la existencia de vacuna, la fiebre amarilla continua siendo una amenaza para la salud publica en Colombia.

*Grupo de Virologia, Direccion de Redes en Salud Piiblica, Subdireccion Red Nacional de Iaboratorios. Instituto Nacional de Salud. Bogota D.C. — Colombia. +Grupo de Patologia, Direccion de Redes en Salud Priblica, Subdirec-
cidn Red Nacional de 1aboratorios. Instituto Nacional de Salud. Bogota D.C. — Colombia. £Grupo de ETV, Direccidn de 1 igilancia y Andlisis de Riesgo en Salud Priblica, Instituto Nacional de Salud. Bogota D.C. — Colombia.
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TLP85. Deteccidn y caracterizacion de begomovirus
en plantas del género Capsicum colectadas en Venezuela

Julianh Pérez*; Maria Santana*; Doris Chirinost, Francis Geraudt

Introduccién. ILos begomivirus (familia Geminiviridae) son virus de DNA trasmitidos exclusivamente por Bewisia tabaci
de manera circulativa; su genoma es circular de cadena tnica ambisentido, el cual puede ser monopartita o bipartita; su
replicacion se lleva a cabo en el ndcleo de la célula infectada por el mecanismo del circulo rodante; son virus con efec-
tos devastadores en algunos cultivos debido a su dispersion potenciada por insectos vectores, produciendo en muchos
casos, pérdidas de hasta 100%. La alta expansion de estas enfermedades causadas por begomovirus ha sido relacionada
a una mayor poblacién de insectos vectores viruliferos y a la aparicion de nuevas cepas de virus. Actualmente, se han
reportado muchas variantes de virus, con diferentes grados de severidad en los cultivos. De esta problematica, se des-
prende la necesidad del desarrollo y mejoramiento de las técnicas de diagndstico de begomivirus.

Objetivo general. En este sentido, el presente trabajo de investigacién va dirigido a detectar y caracterizar bego-
mivirus presentes en muestras de campo de campo colectadas a partir de plantas de aji y pimenton (Capsicum chinense
Jacq y Capsicum annunm L.).

Metodologia. Para alcanzar los objetivos se recolectaron muestras de hojas, con aparentes sintomas virales, en dife-
rentes regiones productoras del pafs, se aislo6 ADN a partir de las muestras colectadas y se amplificaron mediante la
PCR y cebadores generales, fragmentos de ADN de las particulas virales. Los mismos fueron clonados y secuenciados.
Resultados. Las secuencias fueron analizadas, y se identificaron 2 muestras (60 y 944) con la presencia del virus To-
mato venezuela virus (ToVEV) y una muestra (2240) con el Potato yellow mosaic virus (PYMV). Este es el primer reporte en
Venezuela de ToVEV en pimentén y PYMV en aji.

Conclusiones. Los resultados de este trabajo podran ser utilizados para mejorar los métodos diagndsticos de en-
fermedades causadas por este género de virus en nuestro pais como base para mejorar el manejo y produccién de
estas especies.

*La jo de Bi ja Agricola. D de Biologia Celnlar. Universidad Simin Bolivar. Caracas- Venezuela. Contacto: jshras @gmail.com +Unidad Fil jtaria. Facultad de Agronomia. Universidad
del Zulia. Maracaibo-1 enezuela.

TLP86. Analisis cienciométrico de la productividad
en virologia en Colombia, 2000-2013

Julidn Ruiz-Saenz*, Marlén Martinez-Gutiérrezt+

Introduccion. La virologfa es una rama de la microbiologfa que estudia un amplio grupo de agentes/enfermedades
que son causa de considerable morbilidad y mortalidad en el mundo tanto en poblaciones humanas como animales y
vegetales. Previos analisis han mostrado una importante tendencia de América latina al incremento en el nimero de
articulos de virologfa en revistas indexadas; sin lograr relevancia a nivel global en los indices de productividad cientifica
Objetivo general. Evaluar la productividad cientifica colombiana en las diversas areas de la virologia en términos de
publicaciones en revistas indexadas.

Metodologia. Se realiz6 un estudio retrospectivo documental con los articulos publicados entre enero de 2000 y junio
de 2013. Los datos bibliograficos se obtuvieron de las bases de datos: MedLine, SciELO, LILACS y Scopus®. Se calcu-
laron diversos indices de analisis cuantitativo, de cooperacion y de visibilidad de la productividad.

Resultados. Se evidenci6 una fuerte tendencia al crecimiento en la productividad total con un promedio de 59% de
publicaciones en revistas extranjeras. 95% de las publicaciones fueron en coautorfa. La mediana del numero de autores
fue de 5 (rango, 1-38). En promedio, los articulos con diez o mas autores aparecieron en revistas con factor de impacto
superior. El 35% de articulos incluyeron coautorfa internacional y obtuvieron significativamente mayores factores de
Impacto en comparacion con articulos sin esta. La mayoria de las publicaciones no se encuentran en revistas de viro-
logfa y las investigaciones en HIV/SIDA, Dengue y Papiloma cuentan por cerca del 50% de la productividad global
mientras que la investigacion en virus de importancia en veterinaria y plantas aportan solo cerca del 15% entre ambos.
Conclusiones. Hace falta mayor cohesion con la virologia mundial. Es necesario crear y fortalecer redes de trabajo
internacional que permitan mejorar visibilidad e impacto de la investigacion en virus/enfermedades virales que se
produce en Colombia.

*Grupo de Investigacion CENTAURO, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Antioquia. Medellin, Colombia. ++ Corporaciin Académica Ciencias Basicas Biomédicas— CCBB. U sidad de Antioguia. Medellin, Colombia.
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TLP87. Efecto inhibitorio de antibiéticos licenciados sobre la replicacion in vitro
del VDEN-2y la secrecion de interleuquina 8 por la célula infectada

Maria Camila Flechas*, Raquel E. Ocazionez*

Introduccion. Se requiete una droga para el tratamiento del dengue que disminuya la viremia y los efectos adversos
de las citoquinas. Los antibi6ticos licenciados podtian ser una alternativa por su efecto inmunomodulador y ademas
anti-dengue segun andlisis 7 silico.

Obijetivo general. Investigar 7z vifro la actividad inhibitoria de antibi6ticos sobre virus dengue y la I1.-8.
Metodologia. Se analizaron los antibioticos Rifampicina, Tetraciclina hidroclorada y Doxiciclina (Sigma Aldrich Co.).
La concentracién maxima no toxica (CMNT) para célula humana (HEK-293) se determiné por MTT. La actividad anti-
viral e inhibitoria de I1.-8 se evalué en hepatocitos humanos (HepG2): VDEN-2 se adsorbi6 a las células y la replicacion
se llevo a cabo en presencia o no de compuesto a CMNT. El modo de accién antiviral se evalué por tratamiento del
cultivo infectado a las 8, 12, 24 y 48 h después de la adsorcion, colectando el sobrenadante a las 72 h para cuantificar
NS1 e IL-8 por ELISA.

Resultados. T.a CMNT fue de 6.8 hasta 72.3 pg/ml.,. En cultivos infectados con 3.16 CCID, y tratados con rifampi-
cina se redujo NS1 en 68.9% y con los otros antibi6ticos no se observo actividad significante (reduccion 0%). En cul-
tivos infectados con 10 veces mas la cantidad de virus (31.6 CCID, ) no se observé actividad notoria de la rifampicina
(NST reducida en 25.2%). Se observé reduccion de I1.-8 desde 54.2 hasta 69.9% con los tres antibiéticos. Cuando se
incrementd el virus a 316 CCID_ y se disminuy6 tres veces la concentracién de rifampicina (16.5 pg/ml) se observé
reduccion de IL-8 en 60.9%. Este mismo antibiético a CMNT redujo NS1 en 32% por tratamiento en las primeras 12
h, mientras no hubo diferencia con respecto al control (no-tratado) cuando se traté a las 24 y 48 h.

Conclusiones. Los antibiticos analizados presentan potencial farmacolégico zz vitro como inmunomoduladores y la
rifampicina ademas como antiviral. La accién antiviral parece ser inhibiendo etapas tempranas de la replicacion del virus.
Este trabajo hace parte del Patrimonio Auténomo Fondo Nacional de Financiamiento para la Ciencia, la Tecnologfa y
la Innovacioén, Francisco José de Caldas, Colciencias, Contrato RC 0572-2012.

*Laboratorio de Arbovirns, Centro de Investigaciones en Enfermedades Tropicales, Universidad Industrial de Santander. Parque Tecnoligico Guatignard, Universidad Industrial de Santander, Piedecnesta.

TLP88. Virus dengue e imagenologia de células vivas
Hamlet Acevedo*, Isabel Rodriguez*, Juan Gallego*

Introduccion. Para la biologfa celular de la infeccion viral, la célula es la unidad funcional y estructural de la infeccién,
siendo clave para entender la interaccion virus-célula, pero sin desmantelar molecularmente los eventos. Para ello se
usan lineas celulares estables, sobreexpresando proteinas fluorescentes de compartimientos celulares, que pueden ser
seguidas mediante imagenologfa de células vivas.

Objetivo general. Generar una linea celular estable sobreexpresando proteinas fluorescentes residentes de mitocon-
drias, para realizar estudios de Biologfa celular de la infeccién viral.

Metodologia. La linea celular Vero con proteinas mitocondriales fluorescentes fue obtenida, mediante lipotransfec-
cion de plasmidos recombinantes y seleccion con G-418 y FACs sorting,

Se probaron diferentes métodos de preservacion/fijacion celular: Paraformaldehido (PFA) en PBS, buffer de citoesque-
leto con sacarosa (CBS), y Metanol-Acetona, porque se requetia evidenciar la conservacion, de organelos subcelulares
y elementos del citoesqueleto, imprescindibles en un abordaje cientifico como el presente.

Stock viral DENV-2 fue obtenido en células C6-306, para estudiar dindmica de crecimiento sincronizado en células Vero,
para definir los puntos del ciclo vital decisivos, para la imagenologia de células vivas infectadas, usando microscopio
confocal de disco giratorio (Olympus IX-81-DSU) con camara CCD-Hamamatsu y el software de imagenes Xcellence.
Resultados. Lalinea celular obtenida, expresa mitocondriales fluorescentes en rojo, de manera estable en tiempo y con
sucesivos pases. De los 3 tratamientos de preservacion/fijacion el que mejor preservo las diferentes estructuras celulares
fue PFA en CBS. Se determinan las diferentes etapas del ciclo replicativo del virus, y durante la fase de eclipse se observa
un cambio en el patrén de distribucion mitocondrial.

Conclusiones. La generacion de lineas celulares recombinantes para estudiar la biologfa celular de la infeccion viral
es un método idéneo, pues sobre-expresando proteinas fluorescentes mitocondriales, hay cambios en la distribucion
subcelular de mitocondprias, inducido durante la infeccién del virus.

*Grupo de Medicina Molecular y de Traslacidn, Universidad de Antioguia, Medellin-Colombia.
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TLP89. La investigacion cientifica en dengue: evaluacion bibliométrica
de las contribuciones de la literatura colombiana

Alfonso J. Rodriguez-Morales*, Andrés Garcia-Cuevas*, Christian David Arroyave*

Introduccion. El dengue es un importante problema de salud en Colombia (116,5 casos/100.000 hab., 2008), por lo
cual se requiere intensificar mas acciones en salud y en investigacion.

Objetivo general. Realizar una evaluacion bibliométrica de las contribuciones de la literatura colombiana sobre den-
gue para determinar el nivel de produccion en la materia.

Metodologia. Estudio bibliométrico en las bases MEDLINE/GOPUBMED (1809-2012), Scopus (1959-2012), SCIE-
LO (2004-2012) y Redalyc (1969-2012). Se incluyen todos los tipos de estudios, caracterizandolos por afios, cooperacion
internacional (CI), ciudad de origen (COP), revista de publicacién (RP) y autores con mayor contribuciéon (AMC).
Resultados. En MEDLINE se encontraron 136 articulos (1,24% del total; 2,92/1.000.000 hab.) (55,1% en 2008-2012,
promedio 15%4,3/afi0). La CI se observé en 29,4%. Instituciones de Bucaramanga, Bogot, Medellin y Barranquilla
publicaron 50,74% de los articulos; 16,91% en Biomédica, 14,7% en Revista de Salud Publica y 6,62% en Am | Trop
Med Hyg. En MEDLINE el AMC es F Diaz-Quijano (Bucaramanga). En Scopus los resultados son similares (n= 157,
1,09%). El h index de Colombia en dengue es h index=17. Se recibieron 1513 citas. El articulo mas citado es Rico-Hesse
et al. Virology 1997;230(2):244-251 (353 citas, 23,3% de todas las citas de articulos colombianos). En SCIELO sélo
existen 87 registros (de 1175, 7,40%) y en Redalyc solo 62.

Conclusiones. La produccién cientifica en dengue en Colombia es baja, no solo al compararla con paises desarrolla-
dos (EUA, 4,65 articulos/1.000.000 hab.) sino con otros en Latinoamérica incluso de menor incidencia como Paraguay
(34,7 casos/100.000 hab., 2008) pero con productividad 1,08 veces mayor (3,15 articulos/1.000.000 hab.). Mayor fo-
mento de la investigacién, una mayor interaccion entre organismos publicos y privados, asi como mayor cooperacion
académica e internacional, podrfan permitir disminuir dichas brechas, incrementar la publicacién y la aplicacion de
dichos conocimientos contribuyendo a mejorar la epidemiologfa y otros aspectos de la enfermedad.

*Grupo de Investigacion SIDA y Otras Enfermedades Infecciosas, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Tecnoldgica de Pereira, Pereira, Risaralda, Colombia.

TLP90. Hallazgos clinicos y de laboratorio de una serie de pacientes
con diagnostico presuntivo de dengue. Quindio, Colombia

Carlos Rodriguez*}, Jhon Castano*, Delia Recalde*, Maria Gonzdlez*, Juan Gallegot

Se realizé un estudio prospectivo de casos con diagnostico presuntivo de Dengue durante los meses de enero a ju-
lio del afio 2013. Previo consentimiento informado se tomé datos clinicos y muestra de sangre venosa, se realizo
diagnéstico mediante pruebas rapidas para: Dengue NS1,I¢G/IgM(SD,Bioline), HbsAg(SD,Bioline), LeptospiralgG/
IeM(SD,Bioline), MalariaAgP.f/Pan(SD,Bioline), y paraclinicos como: cuadro hematico, Proteina C Reactiva, bilirrubi-
nas, transaminasas. Muestras positivas para dengue se les realizo clasificacién clinica, aislamiento en células C6/36HT,
plaqueo viral en células BHK-21 y RT-PCR para serotipificacion del DENV infectante que circula en el departamento.
Se presentaron 148 casos, el 60% consultaron los primeros 5 dias empezado el cuadro febril, 55% masculinos, 45%
femeninos. Los sintomas mds frecuentes fueron: fiebre 96,53%, cefalea 48,97%, mialgias 42,07%, artralgias 39,3%, los
menos frecuentes: melenas 4,8%, hematemesis 4,8%, ictericia 1,41%. Hubo trombocitopenia, leucopenia y hemoglobi-
na baja, proteina C reactiva alterada en 55,17%, bilirrubinas 61,27% Transaminasas alteradas principalmente en mues-
tras con dengue. Diagnosticos: Dengue: los resultados indican que solo un 43,24% de las muestras fueron positivas para
dengue (3casos NS1; 2NS1/IgM; 3NS1/IgG; 19NS1/IgM/1eG; 331gM/1gG; 22IgG, un caso IgM con IgG Leptospi-
ra); de estos 68,2%sin signos de alarma (81,39% con infeccion previa), 23,8% con signos de alarma (80% presentaron
infeccién secundatria), 9,5% dengue-grave (todos con segunda infeccién). 3% requirieron manejo en UCI y la letalidad
de la presente serie de casos fue del 1,5% relacionada con dengue. 5 aislados plaquearon en células BHK-21. RT-PCR
positiva antes del quinto dia de enfermedad, encontrando a la fecha DENV 2, DENV3 y DENV4. Leptospira: 4,5% de
las muestras (40% fatales). Malaria: 0,67% de las muestras, (un caso con IgG dengue). HBsAg: 0,67% de las muestras
(un caso, con IgG dengue). Hepatitis B: 0.67% de las muestras. Del total el 51.35% de las muestras con enfermedad
febril fueron negativas a todas las pruebas diagnosticas Dengue, Malaria, Hepatitis B, Leptospira.

La presentacion clinica del Dengue en el departamento del Quindio esta acorde a lo reportado en otras latitudes. Se evi-
denci6 co-circulacion de virus dengue de los serotipos 2, 3 y 4. Solo el 43,24% de los casos presuntivos se confirmaron
como verdaderas infecciones por virus dengue, lo que demuestra que los criterios médicos sin un diagnéstico adecuado
conllevan a errores en el manejo hospitalario del consultante. En los casos de dengue se logré evidenciar un aumento sobre
los valores normales de las transaminasas.

Quindio. tGrupo de Inmunovirologi Jad de Antioguia Medellin, Colombia. +Contacto: carodri a edu.co

*Grupo de Inmunologia molecular (GYMOL) U idad del Quindio, Armenia,
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TLP91. Diagnéstico de Enterovirus por PCR en tiempo real y
tipificacion mediante secuenciacion de regiones VP-1y 5’ UTR

Silvana Ifran*§, Silvana Pereyra*, Susana Boschi*, Maria Noel Zubillaga*,
Ménica Cappetta*, Rosario Uriarte*, Ricardo Recareyt, Juan Cristinat, Rodney Colina:

Los Enterovirus son un grupo de agentes virales que habitan en el intestino, siendo los responsables de enfermedades en
humanos. Estin comunmente implicados en meningitis y miocarditis agudas. El género Enterovirus pertenece a la familia
Picornaviridae. E1 genoma ARN, simple hebra de polaridad positiva, se compone de 7500 nucleétidos. Existen mas de 90
serotipos de Enzerovirus humanos, agrupados en 4 especies principales (A-D).

En el laboratorio de la Asociacién Espafiola, desde 1998 se han utilizado diferentes técnicas de diagndstico de dichos
agentes, tales como hibridacion, RT-nested PCR y desde hace unos afios PCR en tiempo real. Esta dltima nos ha con-
ducido a reducir notablemente los tiempos de diagnostico.

Esta descrito que casos de meningitis por Enzerovirus Humano (EVH) ocurren frecuentemente en verano u otofio. Ello
coincide con nuestros hallazgos de laboratorio donde la presencia del genoma de Enzerovirus fue demostrada a partir de
muestras de LCR en pacientes con diagnéstico clinico de encefalitis o meningitis. También hemos encontrado casos
positivos desde el comienzo de la primavera y otros en forma esporadica en los meses de junio-julio. Los resultados
de este estudio mostraron: en el aflo 2010, 14 LCR positivos en 157 casos totales (14+/157); afio 2011 (4+/93) y afio
2012 (25+/163).

El trabajo en conjunto con el laboratorio de la Regional Norte Facultad de Ciencias, nos ha permitido identificar cuales
serotipos se encuentran circulando en la poblacion. Mediante la secuenciacion de la region VP-1 se identificaron varios
serotipos circulando en el periodo 2005-2010: E4, CVB2, CVB4, CVA9. En el corriente afio, la Regional Norte se en-
cuentra trabajando en la tipificacion de los casos positivos desde el afio 2010 en adelante.

En suma: el diagnostico de Enterovirus por PCR en tiempo real junto con la tipificacién de los EVH circulantes, son
fundamentales en la rdpida orientacion clinica y epidemiolégica.

*Laboratorio de Biologia Molecular, Asociaciin Espariola Primera de Socorros Mutuos, M ideo, Urugnay. TLa 0 de 1 irologia M CIN, Facultad de Ciencias-Universidad de la Repriblica, M ideo, Urnguay.
FLaboratorio de Virologia, Regional Norte-Universidad de la Repiiblica, M Urngnay. §Contacto: silvyifran@adinet.com.uy

TLP92. Clinical Clearance after Applying Autologous Hemolmmunotherapy in a
High Risk Human Papilloma Virus Carrier Woman with Uterine Cervical Dysplasia.
A Case Report based on Comparative Virology

Ricardo Andrés Roa-Castellanos*

A 31 years old woman, smoker since her 17, mother of a 4 years old child, after having 5 months of continuous ute-
rine bleeding is diagnosed, at colposcopy, with inflammatory papilloma. Histopathology evaluation is performed on
an abnormal acetic-white epithelium revealing a low grade squamous intraepithelial lesion (LLSIL) that concurs with
cytopathic changes induced by Human Papilloma Virus (HPV) along with symptoms worsening, Two samples were
taken for biopsy and PCR —Amplicor™ HPV- was cartied out twice to differentiate diagnosis. Lab results showed Cervi-
cal Intraepithelial Neoplasia (CIN)-II and genomic presence of carcinogenic high risk HPV strain(s) endemic for the
country (types 16, 18, 31, 33, 35, 39, 58 & 59). IL-10 has been found increased in women with LSIL. By the same token,
Th1 cytokines known as II.-2 and IL.-12 are deficiently produced by cancer and CIN tissues. It is proved that IL-10
is up-regulated in CIN patients. This impaired immune response, created by some viruses (retroviridae and papilloma
families) along their physiopathology, seems to promote cancer progression also for other neoplasms. On the other
hand, Autologous Hemotherapy (AH) has been useful for integument diseases like herpetic infections, atopic dermatitis
and scleroderma. It stimulates innate immunity by means of Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) through
Th1 eliciting factors such as TNF-alpha currently involved in fibrinolysis. Systemic levels of monocytes, for instance,
augment up to 22% during the following week once self blood is injected to patients. Informed consent was signed for
the patient in order to be submitted to intramuscular AH. After initial 3 administrations, chronic hemorrhage ceased.
This therapy was complemented with using of a commercial vaccine. Four months post-treatment initiation, colposco-
py and PCR were run again. Tissues revealed normality. PCR developed three times after treatment was negative even
one year after therapy. Uterine Cervical Cancer (UCC) is the most frequent cancer in Colombia for female population.
Its adjusted disease prevalence oscillates around 36,8 by 100.000 inhabitants. Mortality only in Bogota DC, showed 366
deaths per year due to this cause. At the extent, this is the first cause of death for women between 25 to 69 years old.
This situation is similar in other developing countries.

*MSe () on Virology, Universidad Complutense de Madrid; Diggo De 1.a Torre MD-Pharmacentical Chemist UNal. Bogotda DC, Colombia.
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TLP93. Master Oficial en Virologia de la Universidad Complutense de Madrid
Ricardo Roa Castellanos*t, Esperanza Gémez-Lucia*

El Master en Virologia esta coordinado por la UCM conjuntamente con la Universidad Politécnica de Madrid, y
por la Sociedad Espafiola de Virologia (SEV). Persigue el objetivo de formar profesionales de la Virologfa en sus
diferentes ambitos y disciplinas. E1 Master cuenta con el apoyo implicito de instituciones publicas y privadas de
investigacion, incluyendo al Instituto de Salud Carlos 111 (ISCIII), el Instituto Nacional de Investigaciones Agrarias
y Agropecuarias (INIA), el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), y el Centre de Regerca en Sani-
tat Animal de Catalunya (CReSA). Esta nutrida participacion, junto con la colaboracién de numerosos profesores,
asegura la completa formacion tedrica y practica de los alumnos. De hecho, una de las caracteristicas del Master es
que cada tema es impartido por el maximo especialista espafiol del mismo, lo que, aunque suponga un gran esfuerzo
de coordinacién, redunda indudablemente en la calidad del mismo. Consta de cuatro asignaturas obligatorias (en
las que se aprende sobre los virus, sus caracteristicas, su estudio, su relaciéon con el hospedero, y sus aplicaciones)
y se han de elegir tres asignaturas que definen los itinerarios de Virologia Humana, Virologia Veterinaria, y Virus
de Plantas. Ademds hay una asignatura optativa de Investigacion en Virologia y otra de Virus de Microorganismos.
Mis informacién en www.ucm.es/mastervirologiaucm/

*Departamento de Sanidad Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad Cq de Madrid (UCM) 28040 Madrid - Espara. +Contacto: duato@ucm.es

TLP94. Angiomatosis bacilar y linfoma de Hodgkin en un paciente VIH/SIDA
de Sincelejo, Sucre, Colombia. Reporte de caso y revision de la literatura

Willmer Willamil-Gémez*, Edgar Parra*, Lia Jiménez*, Fredy Baleta Rivera*,
Elizabeth Monterroza Carriazo*, Jhon Torres Vanegas*, Alfonso J. Rodriguez-Morales*

La angiomatosis bacilar es una infeccién oportunista caracteristica de los pacientes con inmunosupresion severa, como
ocurre en el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Sus manifestaciones clinicas son muy variadas, pudiendo
afectar cualquier area corporal y siendo comunmente asociado a linfoadenopatias locales. Cuando las lesiones angio-
proliferativas comprometen 6rganos internos, como el higado o el bazo, se habla de peliosis bacilar o peliosis hepatica,
considerada como una complicacién de la angiomatosis bacilar. Su presentacion conjuntamente con neoplasias o lin-
fomas es infrecuente, aun en pacientes con SIDA. Caso: Se trat6é de un paciente masculino de 45 afios de edad, con 4
aflos con diagndstico de infeccién por VIH (contaje de CD4: 400 células/mm’® y CV indetectable en tratamiento con
Efavirenz 600 mg VO dia, Tenofovir 1 tableta cada 24 horas), procedente y residente en Sincelejo, Sucre, Colombia,
cuadro clinico de 4 meses de evolucion de evolucién caracterizado por fiebre (38,9°C) acompafiada de deposiciones
liquidas, adenopatias cetrvicales, adinamia , anorexia Ingresa con Hb 5,8 g/dl, leucocitos 4200/mm’, 15,2% de lin-
focitos y 78,8% de granulocitos. Clinica e imagenoldgicamente se evidencia hepatoesplenomegalia. PCR para VHB
y VHC negativos. Se realiza biopsia hepatica que sugiere hepatitis cronica. A nivel cervical presenta masa cervical
region lateral, de la cual se toma muestra de biopsia. A la biopsia se realiza PCR para Mycobacterium tuberculosis que
resulta negativa. En el tejido se aprecian numerosas células de aspecto histiocitico y epitelioide con formacién de
pseudogranulomas, hay esporadicas células gigantes multinucleadas, histiocitos vaculados e hiperplasia endotelial
capilar, también se reconoce poblacién linfoide intersticial residual de aspecto maduro. La tincién de Warthin Starry
permite observar esporadicos microorganismos con forma de bacilos intracelulares, sugestivos de angiomatosis
bacilar. En el tejido cervical se observan también hallazgos morfolégicos sugestivos de Enfermedad de Hodgkin.
Se inicié tratamiento de la angiomatosis bacilar con eritromicina 500 mg cada 8 horas por 3 meses. El pacien-
te evolucioné favorablemente, con regresién progresiva de sintomas en pocos dias. Discusion: La angiomatosis
bacilar es una enfermedad poco frecuente, secundaria a la infecciéon por dos especies de bacilos Gram negativos
del género Bartonella: Bartonella henselae y Bartonella quintana. Su patogenia se relaciona con una proliferacién vascular
anémala, que afecta principalmente piel y linfonodos. Fue descrita por primera vez en pacientes infectados con el
VIH, siendo frecuente en etapas avanzadas, con recuento de linfocitos CD4 <200 células/mm’, aunque también se
han reportado casos en pacientes inmunocompetentes. Es importante sospechar esta enfermedad en pacientes con
cuadros clinicos sugerentes.

*Hospital Universitario de Sincelejo, Sincelejo, Sucre, Colombia. Instituto Nacional de Salud, Bogotd, Colombia. Clinica Santa Maria, Sincelejo, Sucre, Colombia. Grupo de Investigacion SIDA y Otras Enfermedades Infecciosas,
Facultad de Ciencias de la Salnd, Universidad Tecnoligica de Pereira, Pereira, Risaralda, Colombia.
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TLP95. Viropolis: un juego para aprender mas sobre virologia

R. Roa Castellanos*, E. Gdmez-Lucia*, L. Benitezt, M. Blanco*, M.T. Cutuli*, A. Doménech*,
R. Florest, J. Garcia-Costas, J. Quer ||, J. Romero**, A. Talaveratt

Jugando a Virépolis los estudiantes aprenden lo que son los virus y las enfermedades que producen, su tratamiento,
diagnéstico y prevencion, y disfrutan conociendo mas sobre los mismos, sin olvidar que los virus también pueden
ser manipulados para estudiar diferentes fenémenos bioldgicos, o ser utilizados como vehiculos vacunales. Para
conseguir este objetivo, profesores de la Universidad Complutense de Madrid e investigadores virélogos hemos
desarrollado un juego de ordenador, con pruebas objetivas de autoevaluacion. En el juego, de estructura similar
al Monopoly, hay que proteger a una Comunidad (“Virépolis™) de las infecciones viricas. Para ello hay que fundar
hospitales, laboratorios, empresas farmacéuticas y organizaciones de control y prevencion de enfermedades viri-
cas humanas, animales y de plantas. La dindmica esta pensada para varios jugadores, que avanzan por un tablero
virtual distribuido en casillas segin el nimero que indique un dado virtual. Al comenzar, los jugadores disponen
de un numero de puntos, que van incrementando o perdiendo a medida que transcurre el juego. Las casillas con-
secutivas estan agrupadas de tres en tres, con tematica similar. Los temas son “Enfermedades viricas humanas”,
“Enfermedades viricas animales”, “Enfermedades viricas de plantas”, “Investigacion”, “Diagnostico”, “Antivirales
y vacunas”, y “Prevencién y control”. Los jugadores ven de forma inmediata si la pregunta ha sido respondida
correctamente, junto con una explicacion adicional que aclara la solucién. Gana el que mas puntos alcance. Se ha
elaborado un nimero elevado de preguntas (mas de 300) para que haya pocas probabilidades de que a lo largo de
cada partida se repitan y la mayoria de ellas ofrecen informacién adicional. Las preguntas son de diferentes tipos ta-
les como respuesta multiple, verdadero-falso, emparejar cartas, relacionar las opciones de dos columnas, completar

esquemas, o completar rompecabezas. Se puede jugar en la pagina http://www.cbm.uam.es/sev/

*Departamento de Sanidad Animal, Fac. Veterinaria — UCM. tDepartamento de Microbiologia 111, Fac. CC. Bioljgicas — UCM. Flnstituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (UPV—CSIC), Valencia. §Centro
Hospitalario Cristal Pirior, Orense. ” Hospital Universitari V all d’Hebron, Barcelona. **1aboratorio de Virologia V'egetal, Departamento de Protecciin Vegetal, INLA, Madrid. t+tCentro de Biologia Molecular “Severo Ochoa”,

Cantoblanco, Madrid. Contacto: duato@ucns.es

TLP96. Climate change and its impact on viral diseases
Alfonso J. Rodriguez-Morales*

Climate change, defined as a shift of climate which is attributed directly or indirectly to human activity that alters the
composition of global atmosphere and which is in addition to natural climate variability observed over comparable
time periods, is associated with a considerable number of variations in multiple environmental conditions that can
be induced by anthropogenic factors. This lead to multiple impacts on the human society. In the context of the mul-
tiple impacts that climate change can pose in the World and the society, growing evidence include direct and indirect
influences on human health. Good health of the population depends in large magnitude of the delicate balance or
interaction between ecological, physical and socioeconomical systems of the biospheres. From last two decades,
climate changes impact on infectious diseases, has been recognized as one of the major threats in human and animal
health. However in the scope of them, impact of climate change on viral diseases has been considerably neglected.
Although these emerging conditions are very prone to increase due to shifts in the distribution and behavior of
vectors and animal species, which indicates that biologic systems are already adapting to ecological variations, more
research is still necessary to fully understand their interacting roles as well how control them. Among the diseases
impacted by climate change, particularly vector-borne and zoonotic viral diseases are susceptible to be modified their
epidemiological patterns. Recent studies in South East Asia, Africa and Latin America have evidenced significant
impacts of climate change on dengue, yellow fever, Rift Valley fever, St. Louis encephalitis, Japanese encephalitis,
Murray Valley encephalitis, Ross River virus, West Nile virus, among many others. Probably many other viral diseases
should be listed, but more studies are necessary to evidence the impact of climate change on these viruses. Finally,
developing appropriate models we furtherly be able to generate eatrly warning systems and better epidemiological

surveillance systems for such diseases incorporating climatic data to prevent and mitigate their effects.

*MD, MS¢, DTMe>H, FRSTMe>H (Lon), FFTM RCPS (Glasg), PhD(¢). Universidad Tecnoldgica de Pereira, Pereira, Risaralda, Colonbia.
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