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Variabilidad genética de Anopheles punctimacula s.l. en dos localida-
des de la zona endémica para la malaria: El Bajo Cauca y Alto Sinua

Genetic variability of Anopheles punctimacula s.l. at two locations in the endemic area for
malaria: Bajo Cauca and Alto Sinu

Paula A. Urrea.|*, Margarita M. Correa.*+, Nelson Naranjo-Diaz*s

RESUMEN

INTRODUCCION

Anopheles punctimacnla .. es un vector de la malaria de importancia local en Colombia. A pesar de su importancia epidemio-
légica, se conoce poco sobre su variabilidad genética en las areas endémicas para la malaria donde se encuentra presente.
Entre estas, las regiones de El Bajo Cauca y Alto Sinu son las que reportan el mayor nimero de casos anuales de malaria
en el pais. Por ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar la variabilidad genética de An. punctimacula s. en dos localidades
de cada regién, Nechi y Monterfa. El conocimiento obtenido permitira orientar el disefio de medidas de control vectorial
dirigidas y efectivas.

MATERIALES Y METODOS

A partir del ADN de 20 hembras de Angpheles punctimacula s.l., se amplificaron los fragmentos del gen mitocondrial COI'y
el nuclear CPS-CAD. Se estimaron parametros de diversidad nucleotidica, diversidad haplotipica, estructura genética y flujo
de genes para las poblaciones.

REesuLtADOS

Se obtuvieron 18 secuencias de cada marcador; de un tamafio de 719 pb para el gen CPS-CAD y de 1.158 pb para COL En
las secuencias CPS-CAD se detectaron cuatro sitios polimérficos y en las de COL seis. Los analisis de estructura genética
para CPS-CAD (F = 0,00054) y COI (F_ = 0,00049;), indicaron ausencia de diferenciacién genética y los valores de N
(CPS-CAD= 7.78562; COI= 780.5199), evidencian un alto flujo de genes entre las poblaciones de Axn. punctimacula s.1. de

ambos municipios.

CONCLUSIONES
Dada la baja estructuracion detectada y el alto flujo de genes entre las poblaciones de An. punctimacuia s.l. de Nechi y Mon-
terfa sugieren que ellas son genéticamente similares.

PALABRAS CLAVE
Anagpheles punctimacula, CPS-CAD, COL, Malaria, Variabilidad genética.

ABSTRACT El Bajo Cauca - Alto Sint regions report the highest

number of malaria cases in the country. Therefore, the
INTRODUCTION

Anaopheles punctimacnla sl. is a locally important malaria
vector in Colombia. Despite its epidemiological

aim of this work was to evaluate genetic variability of

Abn. punctimacula s.). in two localities of each region, Nechi

importance, little is known about its genetic variability in and Monterfa. This information will guide the design of
the malaria endemic areas wheteitis present. Amongthese, targeted and effective vector control measures.
” Estudiante de Microbiologia y Bioandlisis, Universidad de Antioquia. * Grupo de Microbiologia M , Eiscuela de Microbiologia, Universidad de Antioquia. + Ph.D. énfasis en Microbiologia, Coordinadora del Grupo de

Microbiologia Molecular. § Candidato a Doctorado en el Posgrado de Biologia, Universidad de Antioguia., Medellin, Colombia. Contacto: margaritcorrea@gmail.com Recepcion: 5-12-2015. Aceptacion: 10-28-2015.
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MATERIALS AND METHODS

Starting with the DNA of 20 An. punctimacula s.l.,
females, fragments of the mitochondrial gene COI
and nuclear CPS-CAD were amplified. Nucleotide
diversity, haplotype diversity, genetic structutre
and gene flow parameters were estimated for the
populations.

ResuLts

Eighteen nucleotide sequences were obtained for each
marker with a size of 719 bp for CPS-CAD and 1,158 bp
for COL In the CPS-CAD sequences four polymorphic
sites were detected and in COL six. The genetic structure
analyses for CPS-CAD (F = 0.00054) and COI (F =
0.00049) indicated lack of genetic differentiation and
the N values (CPS-CAD= 7,78562; COI= 780,5199),
evidenced high gene flow between the An. punctimacula

s.I. populations of both municipalities.

CONCLUSIONS

Because of the low population structure detected and
the high gene flow between the An. Punctimacula s.l.
populations from Nechi and Monteria suggest that

they are genetically similar.
KEey woRrps

Anapheles punctimacnla, CPS-CAD, COI, Malaria,
Genetic variability.

INTRODUCCION

LLa malaria continua siendo un grave problema de salud
publica en el mundo; es producida por parasitos del
género Plasmodinm spp., de los cuales, cinco especies
causan la enfermedad en humanos, P. vivax, P. falipa-
rum, P. ovale, P. malariae y P. knowlesi, son transmitidos
por mosquitos hembras del género Anopheles.1 Se-
gun reportes de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), en el 2013, en el mundo, se registraron 198
millones de casos de la malaria y 584.000 muertes.2 En
Colombia, esta enfermedad tiene un alto impacto epi-
demioldgico debido a que casi el 85% del territorio ru-
ral estd situado por debajo de los 1.600 metros sobre el
nivel del mar, presentando las condiciones climaticas y
ambientales adecuadas para la transmisién.3 Aunque la
mortalidad por la malaria ha disminuido, el nimero de
casos se mantiene relativamente estable. En los afios

2013 y 2014 se reportaron 59.222 y 38.233 casos de
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malaria, respectivamente;4,5 sin embargo, se conside-
ra que existe un importante subregistro de los casos.6
Entre las areas endémicas para la malaria de Colombia,
la regién Uraba, Bajo Cauca y Alto Sinu, que compren-
de los Departamentos de Antioquia y Cérdoba, es la
que reporta el mayor numero de casos del pafs.7 En el
afio 2014, se notificaron para esta region 10.584 casos
de los 38.464 registrados para el pais.8

En Colombia existen alrededor de 47 especies de
Anopheles,9-10 distribuidas en cinco subgéneros; no
obstante, solo tres especies son reconocidas como
vectores principales: Angpheles (INyssorhynchus) albimanus
Wiedemann, Anopheles (INys.) darlingi Root y Anopheles
(Nys.) nuneztovari Gabaldon, y seis vectores de impor-
tancia local, entre ellos, Awopheles (Angpheles) punctima-
ctla Dyar & Knab.7,1 Recientemente, Anopheles (Ano.)
calderoni Wilkerson y Anopheles (INys.) triannulatus Neiva
& Pinto fueron detectados infectados naturalmente
con Plasmodinm spp., pero aun se desconoce su im-
portancia epidemiolégica en nuestro pais.10,12,13 Se
conoce que no todas las especies de Angpheles tienen
la misma capacidad para transmitir el pardsito.14 La
OMS sefala la importancia de la planificacién y eje-
cucién de medidas preventivas selectivas en la lucha
anti-vectorial, para el control eficaz y la prevencion de
la transmisién de la malaria;16 para ello, es necesaria la
identificacion precisa de las especies involucradas en la
transmisién.17 Se considera que en Colombia el con-
trol efectivo de vectores puede estar limitado debido a
la poca informacion que existe sobre algunas especies
de Angpheles.18 Este serfa el caso de especies como .A7.
punctimacnla, perteneciente al subgénero Anopheles, con-
siderada vector secundatio en Colombia y otros pafses
del neotrépico.19,20

La serie Arribalzagia del subgénero Anopheles com-
prende 24 especies;21 a ella pertenece el Grupo in-
formal Punctimacula, constituido por cuatro especies
morfolégicamente similares en el estadio adulto pero
que pueden tener diferencias en comportamiento y
transmision:22 An. punctimacula, An. calderoni, Anopheles
(Ano.) malefactor Dyar & Knab y Angpheles (Ano.) gnarao
Anduze & Capdevielle. Inicialmente, Az punctimacula
sl. y An. malefactor eran consideradas sinonimias, sin
embargo, el analisis morfoldgico de estadios larvales
y adultos, permitié asignatles estatus de especies se-
paradas.22 Posteriormente en Perd, fue descrita la es-
pecie An. calderoni, previamente reportada como An.
punctimacnla2l Y en Colombia y Ecuador, se reporta
Abn. calderoni en especimenes de coleccion que habian
sido identificados como An. punctimacula23 En Pana-
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ma, un pafs limitrofe con Colombia, se ha demostrado
que An. punctimacnia sl. constituye un complejo de es-
pecies que comprende por lo menos dos linajes mole-
culares geograficamente aislados, designados A y B.24
En Colombia, un estudio reciente evalud las relaciones
filogenéticas de siete especies de la Serie Arribalzagia
y confirmé molecularmente la presencia An. punctina-
ctla s.s. en el noreste del pals y la regién Caribe; estos
especimenes cortespondieron al linaje A hallado en
Panama.25 A pesar de estos hallazgos, ain hay poca
informacién sobre la bionomia y el papel en la trans-
misién de las especies de este grupo.

El conocimiento de la variabilidad genética intra-
especifica de los vectores es un aspecto que contribuye
al disefio de estrategias de control vectorial dirigidas y
efectivas, puesto que permite detectar cambios en la
dinamica de las poblaciones que pueden afectar aspec-
tos como la adaptacién ambiental, la capacidad vecto-
rial y la resistencia a insecticidas.26, 27 En este tipo de
estudios se utilizan marcadores moleculares polimor-
ficos de origen nuclear y mitocondrial que detectan
variaciones genéticas y la existencia de divergencia en-
tre los individuos,28 permitiendo realizar estudios po-
blacionales y de relaciones filogenéticas entre especies
de Anopheles.14, 29 Una region del ADN mitocondrial
que codifica la subunidad I del gen citocromo oxidasa
C (COI), ha demostrado ser de utilidad para analisis ge-
néticos poblacionales porque presenta una alta tasa de
mutacion, altos indices de variabilidad intra-especifica
y ausencia de recombinacién.30 En Colombia, COI ha
sido utilizado en estudios de variabilidad genética en
poblaciones de vectores primarios en Antioquia y Cor-
doba, como son An. darlingi y An. nuneztovari donde
hubo una baja diferenciacién genética entre las pobla-
ciones.31,32 Adicionalmente, se utiliz6 para evaluar la
estructura poblacional de An. triannulatus, demostran-
do la existencia de dos linajes mitocondriales denomi-
nados grupo 1y 11, que tienen relacién con su distribu-
ci6én al noreste y sureste del pafs.33

Ademis de COI, para el estudio de la diversidad
genética de An. punctimacnta s.l. se explor6 la utilizacion
de una regién nuclear de copia tnica, presente en el
cromosoma X, la cual codifica tres enzimas implica-
das en la biosintesis de pirimidinas, catbamoil fosfato
sintetasa (CPS), aspartato transcarbamilasa (ATC) y
dihidroratas (DHO), y es denominada CAD. De esta,
la regién CPS ha sido utilizada para la reconstruccion
filogenética de dipteros34 y para esclarecer subgéneros
y especies dentro de la familia Sarcophagidae.35

Dado a la similitud morfolégica con otras espe-
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cies del Grupo Puctimacula y al poco conocimiento
de la variabilidad genética inter e intrapoblacional de
An. punctimacnla sl., este estudio tuvo como objetivo
evaluar la variabilidad genética de este vector en dos
localidades en la zona endémica para la malaria, el Bajo
Cauca y Alto Sinu, utilizando fragmentos del gen COI
y CPS-CAD.

MATERIALES Y METODOS

COLECCION DE ESPECIMENES Y EXTRACCION DE ADN

Los mosquitos Angpheles utilizados en este trabajo fueron
recolectados durante el mes de Junio y Octubre del
2013, en el municipio de Montetia, Departamento
de Cérdoba y el municipio de Nechi, Departamento
de Antioquia, en la regiéon endémica para la malaria
El Bajo Cauca y Alto Sinu. El Instituto Nacional de
Salud a través del sistema de vigilancia rutinaria mu-
nicipal, en el 2014 reportd 33 casos de la malaria en
Montetia y 218 casos en Nechi®® Los especimenes
se recolectaron usando cebo humano, bajo consen-
timiento informado y un protocolo, aprobados por el
Comité de Bioética de la Sede de Investigacion Uni-
versitaria-SIU; la busqueda se realizé en el peridomi-
cilio hasta aproximadamente 10 metros de cada casa,
entre las 18:00 y 24:00 horas. Los mosquitos fueron
identificados por caracteres morfologicos siguiendo la
clave taxon6mica dicotémica de Gonzales & Carrejo.’
Se seleccionaron aleatoriamente 10 especimenes Ax.
punctimacula s.). de cada localidad y cada uno fue exa-
minado morfolégicamente utilizando la descripcion
de An. punctimacnia s1.7* Se extrajo el ADN a partir de
los abdomenes de cada mosquito.’” Los especimenes
An. punctimacula s.l. fueron confirmados molecular-
mente utilizando una PCR-RFLP-ITS2,.3839.40

ANALISIS IN siLICO

Se utilizaron secuencias del gen CAD de Anopheles
(Cellia) gambiae Patton de 6.844 pb*' y secuencias de
la region CPS del gen CAD de An. gambiae de 4.092
pb,** disponibles en GenBank (XM_310823.5 y
KC1771121.1), con el fin de determinar la posicién
de hibridacién de los oligonucleétidos degenerados
F581-R1098 y F806-R843* Tabla 1 y el tamafio de
amplificacién del fragmento del gen CPS-CAD. Las
secuencias obtenidas en GenBank fueron alineadas
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con los dos set de oligonucleétidos degenerados,
utilizando el algoritmo MUSCLE* en el programa
Geneious 6.0.6.*

AMPLIFICACION DEL GEN CPS-CAD.

Inicialmente, se utilizaron dos set de oligonucle6tidos
degenerados dirigidos a la region CPS del gen CAD
F581-R1098 y F806-R843 Tabla 1. Se utilizaron con-
diciones previamente descritas,**y la reaccion se opti-
mizd a las condiciones del laboratorio utilizando ADN
gendmico de especies de la serie Arribalzagia presentes
en Colombia que fueron confirmadas molecularmente
pot PCR-REFLP-TITS2,%%3%4° An. punctimacula, An. calde-
rong, An. malefactor y An. neomaculipalpus. En la primera
reaccion de la PCR anidada con los oligonucle6tidos
F581 y R1098, se amplificé un fragmento de 1.600 pb
y en la segunda PCR, se realizaron dos reacciones con
los oligonucleétidos F581-R843, y F806-1098, respec-
tivamente, se amplificaron los fragmentos de 1.040
pb y 665 pb. Estos productos fueron secuenciados y
utilizados para disefio de oligonucleétidos especifi-

cos dirigidos a un fragmento del gen CPS-CAD. Las
secuencias fueron editadas en el programa Geneious
6.0.6. Se realiz6é un andlisis BLAST* para conocer el
porcentaje de identidad genética con la regién CPS del
gen CAD de Anopheles spp. Las secuencias se alinearon
con la secuencia de la region CPS de An. gambiaé” y
con el gen CAD completo de An. gambiac”' obtenidas
en GenBank utilizando el algoritmo MUSCLE en el
programa Geneious 6.0.6. Finalmente, con la secuen-
cia consenso, se realizé el disefio de los oligonucledti-
dos CADF y CADR Tabla 1, utilizando el programa
Primer3 0.4.0.” Se evalud la prediccién de formacion
de estructuras secundarias, autodimerizacién y hete-
rodimerizacién de los oligonucleétidos, también se
calcul6 el AG de estabilidad interna de cada oligonu-
cle6tido a través de OligoAnalyzer 3.1.% Los oligonu-
cleétidos fueron sintetizados quimicamente mediante
el método de fosfitotriéster en fase sélida por la com-
pania Bioneer.

Para la optimizacién de la PCR especifica para la re-
gién CPS del gen CAD, se realizaron varios ensayos
para determinar las concentraciones 6ptimas de cada

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion del gen CPS-CAD y COI

X L. Posicion® ) Tamaino
Oligonucleétido Secuencia
(pb) (pb)
**F581 1.633 5'GAN ACT GAR GAY MCR AAA ATMTTY GC 3’ 26 40,4
**R1098 3.168 5'TTN GGN AGY TGN CCN CCC AT3’ 20 57,5
**F806 2.314 5'GTN GTN AAR ATG CCN MGN TGG GA3’ 23 52,2
CPS-CAD

**R843 2.440 5'GCYTTY TGR AAN GCY TCY TCR AA3’ 23 45,7
*CADF 1.474 5'GAGTAYGTCGAGCARGTGATMAAG3' 24 47,9

*CADR 2313 5'CAGTAGGTCKAGGCTSGGCTCRAAG3' 25 60
**UEA3F 1.688 5'TATAGCATTCCCACGAATAAATAA3’ 24 29,2

col
**UEA10R 2.985 5'TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA3' 25 36

2 Posicion: hibridacion relativa de oligonucleétido en su extremo 5° para la secuencia de CAD de Angpheles gambiac®y el gen mitocondrial de Anapheles darling?®. "Oligonu-

cle6tidos disefiados en este estudio. ” Oligonucleétidos reportados en la literatura.’!
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componente. Los oligonucleétidos CADF y CADR
se utilizaron a diferentes concentraciones, de 0,2 uM,
0,1 uM y 0,15 uM. Adicionalmente, se probaron gra-
dientes de temperatura de alineamiento de los oligo-
nucleétidos, 54,8°C, 56,4°C, 58,0°C y 59,7°C, y dos
concentraciones de MgCL,, de 1,5 mM y 2 mM. La
reaccién final se realizé con ADN de An. punctimacula,
An. calderonz, An. malefactor y An. neomaculipalpus, una
mezcla de oligonucleétidos CADF y CADR de 0,15
uM, 20 ng/ul ADN, 1 U/reaccion DNA polimera-
sa termoestable (Tag polimerasa Bioline), 0,2 mM de
dN'TPs, 0,5 pug/ul BSA, 2 mM MgCl2, 1 X de buffer
y agua para PCR. Se utilizaron las siguientes condi-
ciones de PCR: desnaturalizacion inicial de 94°C por
3 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, un ali-
neamiento de 59,7°C por 20 segundos, elongacion de
72°C por 30 segundos y una extension final a 72°C
por 8 minutos. Los productos amplificados fueron
confirmados por secuenciacion.

AMPLIFICACION DEL GeN COI

Para la amplificacién del marcador mitocondrial COI
se utiliz6 ADN gendémico de An. punctimacnla sl. y se
sigui6é un protocolo optimizado en el laboratorio de
Microbiologia Moleculat.?'?* Se utilizaron los oligo-
nucletidos UEA3F y UEA10R® que amplifican un
fragmento de aproximadamente 1.250 pb.

ANALISIS DE LAs SECUENCIAS CPS-CAD vy COIl be
AN. PUNCTIMACULA S.L.

Se seleccionaron aleatoriamente 10 especimenes de
An. punctimacnla s.l. de cada municipio y se amplificd
un fragmento del gen CPS-CAD y de COI bajo las
condiciones descritas anteriormente. Los productos
fueron enviados a secuenciar. Las secuencias fueron
editadas en el programa Geneious 6.0.6. Se realiz6 un
analisis BLAST de cada secuencia para comprobar el
porcentaje de la identidad genética de cada matcador.
Luego se realiz6 un alineamiento multiple con el algo-
ritmo MUSCLE disponible en el software Geneious
6.0.6, y finalmente se determind la similitud y la posi-
ci6én de las secuencias en relacion al gen nuclear CPS-
CAD de An. gambiae y el gen mitocondrial COI de
An. darlingi>® Se realiz6 una caracterizacién molecular
para determinar la presencia de transiciones, transver-
siones, porcentaje de cada uno de los nucleétidos y la
identificacién de secuencias aminoacidicas detectando
cambios sindénimos y no sinénimos en cada secuencia.
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ANALISIS DE VARIABILIDAD GENETICA

Para calcular el nimero de haplotipos, la frecuencia
haplotipica y el nimero de sitios polimérficos (S) de
An. punctimacnta s. de las dos localidades, se utiliz6 el
software DnaSP versidon 5.10.1°' y Arlequin versién
3.5.1.23% También se determinaron parimetros de
diversidad genética, como la diversidad haplotipica
(DH) y diversidad nucleotidica (r). Se determiné va-
lor estadistico F_,** que mide el nivel de la diferen-
ciacién genética entre las poblaciones, y el N que
corresponde al numero efectivo de migrantes por
generacion. Finalmente se construyé una red haploti-
pica para determinar la distribucién de los haplotipos
en las dos localidades, con el programa TCS 1.21.>

RESULTADOS

AMPLIFICACION DE LA REGION CPS-CAD Y COI EN ESPEC-
MENES DE LA SERIE ARRIBALZAGIA.

Los oligonucleétidos disefiados, especificos CADFE y
CADR Tabla 1 amplifican una regién de 839 pb del
gen CPS-CAD de An. punctimacula, An. calderoni, An.
malefactor y An. neomaculipalpus, e hibridan en la posi-
cién 1.474 pb y 2.313 de la regién CPS del gen CAD
de An. gambiae. Se amplificaron las regiones CPS-CAD
(839 pb) y de COI (1.250 pb) de 20 An. punctimacnla s.1.

Figuras 1y 2.

T™ 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33 34 35 36 37 CN

Figura 1. Productos de amplificacién PCR CPS-CAD. Gel de aga-

rosa al 1%. Carriles: TM: Marcador de tamafio molecular de 250-

10000 pb. CN: control negativo. 1-37: producto de amplificacion de
839 pb a partir de especimenes An. punctimacula s.l.

L e st b A G e e SO il B R VR Ll

Figura 2. Productos de amplificacion PCR-COL Gel de agarosa

al 1%. Carriles: TM: Marcador de peso molecular de 250-10000 pb.

CN: control negativo. 1-15: producto de PCR de 1.250pb a partir de
ADN de An. punctimacula s..
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En el analisis BLAST se determiné que el porcen-
taje de identidad genética de las secuencia del gen CPS-
CAD fue de 84% con Anopheles (Ano.) atroparvus Van
Thiel y para COI de 99% con An. punctimacnla. Para
CPS-CAD la composicion nucleotidica de la secuencia
editada de 719 pb tuvo un mayor porcentaje de guani-
na, 30,1% y citosina, 26,1%, comparado con adenina,
21 %y timina, 22,7%. Estos resultados son congruen-
tes con la composicién nucleotidica de la regién CPS
de An. gambiae la cual tiene un mayor porcentaje de
guanina, 35,6% y citosina, 29,4% y un porcentaje me-
nor de timina, 16,7%. Se obtuvo 239 aminoacidos de
los 1.364 codificados en la regién CPS-CAD de An.
gambiae, de los cuales 222 son idénticos a los aminoaci-
dos en esta region de An. gambiae. El marco de lectura
empieza en la 3 pb hasta la 719 pb (Tabla 2).

Las secuencias de COI tuvieron un mayor porcenta-
je de adenina, 29,8% y guanina, 37,7%, que de citosina,
16,9% y guanina, 15,5%. Dicha composicién nucleo-
tidica fue idéntica a la de COI de An. punctimacula del
norte de Colombia (GenBank acceso: KC354818.1).%°
En COI se detectaron 385 aminoacidos de los 502 co-
dificados por el gen COI de An. punctimacula del norte
de Colombia; el marco de lectura empieza en la 2 pb
hasta la 1.156 pb (Tabla 2).

SITOS POLIMORFICOS

De los 20 especimenes _An. punctimacula s.l. se obtu-
vieron 19 secuencias CPS-CAD de 719 pb con calidad
suficiente para realizar los andlisis. Todas las secuen-
cias se tradujeron a aminodcidos y no se detectaron
condones de parada que indican cambios en el marco
de lectura y la presencia de posibles pseudogenes. En
el alineamiento maltiple se observaron 715 sitios con-

servados y 4 sitos variables (Tabla 3). En los que se
encontraron siete sustituciones no sinonimas; una en
la posicién 95 pb y 656 pb, ambas con una transver-
sién (T por G) cambiando el aminoacido valina por
glicina, y cinco, en la posicién 658 con una transiciéon
(C por T) introduciendo un cambio del aminodcido
serina por fenilalanina; siendo esta la posicién mas po-
limérfica con una frecuencia de 0,13. Por otro lado, en
la posicién 6 pb hubo una sustitucién sinénima, con
una transicién (C por T). Los fragmentos analizados
inician en la posicién 1.430 y terminan en la posicién
2.148 de la region CPS del gen CAD de An. gambiae.
En el alineamiento multiple de COI se observaron
1.152 sitos conservados y 6 sitios variables (Tabla 3);
se hallaron 11 sustituciones sinénimas de tipo transi-
cional con una frecuencia de 0,58 y ausencia de trans-
versiones. La posicion 37 pb del fragmento del gen
COI revela un alto polimorfismo con una frecuencia
de 0,21, seguida de la posicion 823 pb y 832 pb, ambas
con una frecuencia de 0,10. El inicio de los fragmen-
tos analizados corresponde a la posiciéon 318 del gen
mitocondrial COI de An. punctimacnla y el nucleétido
final se sitda en la posicién 1.475 del mismo gen.>

DISTRIBUCION Y FRECUENCIA HAPLOTIPICA

Con el marcador nuclear CPS-CAD se hallaron 5 ha-
plotipos. El haplotipo H1 fue el mas comtn en Mon-
terfa y Nechi, con una frecuencia de 0,78 mientras que
los haplotipos H2, H3, H4 y H5 solo se hallaron en el
municipio de Nechi. La red de haplotipos construida,
relaciona entre si las secuencias mediante cambios de
nucleétidos, se observa que el H2, H3 y H5 estan sepa-
rados del H1 solo por una sustitucién nucleotidica. En
el caso del haplotipo H2 la sustitucion fue una trans-
version (G por T) cambié el aminoacido valina por

Tabla 2. Composicién nucleotidica y aminoacidica de los fragmento de CPS-CAD y COI

Longitud® Sitios

Municipio (pb) idénticos®

% A*

Marco de

% % Nuamero de
T lectura®

0 'c [ (4
(8 e G-C¢ | aminoacidos*

col Mﬁgzﬁ?a 1.158 1152 298 377 169 155 325 385 2-1.156pb
CPs- Monteria
e N 719 715 211 227 261 301 562 239 3-719pb

" Longitud en pares de base de cada fragmento del secuenciado. * Nimero de nucle6tidos idénticos en los fragmentos secuenciados. © Porcentaje de nucleétidos de cada
fragmento. A: adenina, T: timina, G: guanina, C: citocina. ¢ Ntimero de aminoécidos que codifica el fragmento del gen secuenciado. © Nucle6tido donde inicia y finaliza la
codificacion de los aminoacidos.
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glicina; en los haplotipos H3 y H5 la sustitucién fue
una transicién (C por T), ocasionando un cambio del
aminoacido fenilalanina por serina y el haplotipo H4 se
separa del H1 por dos sustituciones que provocan un
cambio no sinénimo en la secuencia aminoacidica; la
sustitucion fue una transversion (T por G), cambi6 el
aminoacido valina por glicina y una transicién (C por
T), con cambio de fenilalanina por serina Figura 3.
Con el marcador mitocondrial COI se hallaron 7
haplotipos. El haplotipo H2 present6 una frecuencia
de 0,58 siendo el mas comun en Monterfa y Nechi. Los
haplotipos H1, H5, H6 y H7 solo se encontraron en
Nechi. La red de haplotipos muestra que el H1 y el H5
estan separados del H2 por dos sustituciones nucleoti-
dicas transicionales sinénimas por lo que no se hallan
cambios en los aminoacidos codificados Figura 4.

DIVERSIDAD GENETICA

Se determiné la variabilidad genética intra e inter po-
blacional en 19 especimenes de An. punctimacula s.1. con
los marcadores moleculares CPS-CAD y COIL respecti-
vamente. Los analisis de estructura genética con el gen
CPS-CAD F = 0,00054 y COI'F = 0,00049 indican la
ausencia de diferenciaciéon genética entre las poblacio-
nes y la tasa efectiva de migracién de CPS-CAD Nw=
7.758 y de COI Nz= 780,52 evidencian un alto flujo de
genes entre los especimenes An. punctimacnia s1. de am-

bos municipios; la tasa de migracién es suficiente para
demostrar que ambas poblaciones son genéticamente
similares Tabla 4.

H1 (30)

Figura 3. Red haplotipica basada en secuencias CPS-CAD de los

especimenes de An. punctimacula s.l. de los municipios Monteria y

Nechi, Colombia. El rectangulo corresponde al haplotipo mas fre-

cuente. Los demas haplotipos se muestran en évalos y su tamafo

es proporcional al numero de individuos que presentan el haplo-
tipo el cual esta indicado entre paréntesis.

H2 (11)

[
H7(1) Ho(D)
<D

Figura 4. Red haplotipica basada en secuencias COI de los es-

pecimenes de An. punctimacula s.l. de los municipios Monteria y

Nechi, Colombia. El rectangulo corresponde al haplotipo mas fre-

cuente. Los demas haplotipos se muestran en évalos y su tamafno

es proporcional al nimero de individuos que presentan el haplo-
tipo el cual esté indicado entre paréntesis.

Tabla 3. Sitios polimérficos de los haplotipos de las secuencias de CPS-CAD y COI de An. punctimacula s.l. de Monteria y Nechi.
Colombia

CPS-CAD

posicion de sitios

Haplotipos polimérficos

0066
0955
65638

H1 CTTC

H2 ¢

H3 TaTl

H4 GT

H5 Ta=T €
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col

000000
036886
359238
767326

H1 ATAGAT

H2 _—

H3 A

Ha z .

H5 Bo

H6 A AC

H7 c .
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Tabla 4. Parametros de diversidad genética de An. punctimacula s.|. con el marcador CPS-CAD y COI de Nechi y Monteria, Colombia.

Municipio

Monteria 0 1 NA NA
CPS-CAD 0,00054 7.758
Nechi 4 5 0,660 0,00119
Monteria 3 4 0,6444 0,00088
col 0,00049 780,52
Nechi 5 5 0,7222 0,00096

S: nimero de sitios polimorficos, NH: nimero de haplotipos para cada localidad, DH: diversidad haplotipica, m: diversidad nucleotidica. F : Indice de diversidad genética,
Nz Tasa efectiva de migracion. NA: no aplica.

DISCUSION codones de parada lo que indica la ausencia de pseu-
dogenes o copias nucleares de origen mitocondrial
(NUTMs) en las secuencias COI de Awn. punctimacila s.l.

En este trabajo se utilizaron regiones de los genes
COIl y CPS-CAD; estas han sido muy utilizadas para
examinar relaciones genéticas de dipteros® y especi-
ficamente para Angpheles;?'* lo cual sugeria que es-
tas secuencias podrian ser de utilidad para evaluar la
diversidad genética de An. punctimacula sl. y el nivel
de diferenciacién genética entre los especimenes de
Nechi y Monterfa.

En las secuencias CPS-CAD de los especimenes
del municipio Monterfa no se encontraron sitios poli-
morficos y todos los individuos pertenecian al mismo
haplotipo; en consecuencia, los indicadores de diver-
sidad genética para esta localidad fueron valores igua-
les a cero. En los especimenes de Nechi solo hubo 4
sitios polimorficos, los valores de F__ (0,00054) y Nz
(7.758) indican que no existe diferenciacién genéti-
ca intra ¢ interpoblacional, probablemente debido al
alto intercambio genético entre ellas. Estos resultados
sugieren que el fragmento del gen CPS-CAD analiza-
do en An. punctimacnla sl. es conservado entre ambas
poblaciones y puede tener poca utilidad en estudios
poblaciones. Sin embargo, este gen podtia ser util en
estudios filogénicos en especies de la setie Arribalzagia.

Los indices de diferenciacion genética para COI'F
(0,00049) y Nz (780,52), indican que entre las pobla-
ciones de An. punctimacula s.). de ambos municipios hay
poca estructuracion genética y un alto flujo de genes

En este estudio se evalué la variabilidad genética in-
tra e inter poblacional de An. punctimacnia sl., en dos
localidades Monterfa y Nechi de una importante zona
endémica para la malaria como es el Bajo Cauca y Alto
Sinu. Para ello, fue importante primero disefiar oligo-
nucleétidos especificos para lograr la amplificacién un
fragmento del gen CPS-CAD en cuatro especies de
la serie Arribalzagia, An. punctimacula sl., An. calderoni,
An. malefactory An. neomacnlipalpus. Estos oligonucled-
tidos podran ser utilizados en futuros estudios para
obtener un mayor conocimiento sobre estas especies
de la serie Arribalzagia.

El analisis BLAST para CPS-CAD arrojé un pot-
centaje de identidad genética de 84% con Anopheles
artroparvus, especie perteneciente al subgénero _Anophe-
les, que fue un importante vector de malaria en Pafses
Bajos, Espafia y Portugal.®® La ausencia de secuencias
reportadas para este gen en GenBank en especies
cercanas como las de la serie Arribalzagia, es lo que
probablemente impidié encontrar porcentajes mas al-
tos de identidad genética. Con respecto a la secuencia
de nucleétidos del gen COI, el anélisis BLAST arrojé
una alta identidad genética (99%) con An. punctimacula
del norte de Colombia.>®> Este marcador ha sido mas
ampliamente utilizado, lo que permite realizar compa-
racién de las secuencias y su relacién con aquellas de
otras especies anofelinas. Ademas, no se encontraron
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causando su homogeneidad genética. Los niveles de
diversidad nucleotidica de Monteria (7=0,00088) y
Nechi (1=0,00096) fueron bajos y similares entre am-
bas poblaciones, indicando que existe poca diferencia
nucleotidica. Ademds, la mayoria los haplotipos fue-
ron compartidos entre ambos municipios, lo que indica
que existe flujo genético entre las dos poblaciones.

Los Municipios de Monteria y Nechi se encuentran
a una distancia aproximada de 141,13 km. Comparten
la eco-regiéon bosque humedo Magdalena Uraba,”’ y
segun la zonificacion climatica, presentan clima calido
pero subclima seco en Monterfa y muy himedo en
Nechi;*® comparten el paisaje bioclimdtico de bosque
seco tropical (Bs-T). Sin embargo, algunas zonas del
municipio de Nechi se encuentran en el bioma bosque
humedo tropical (Bh-T).°® La cercania entre ambos
municipios y la similitud de caracteristicas ecoldgicas
y geograficas, podria favorecer la posible existencia
de metapoblaciones que mantiene un constante flujo
genético entre los especimenes de An. punctimacula de
ambos municipios, originando una escasa diferencia-
cién genética. Estos resultados son similares a los de
estudios previos realizados con el marcador COI en
poblaciones de An. nuneztovari y An. darlingi presentes
en los Departamentos de Antioquia y Cérdoba. En
dichos trabajos, los andlisis mostraron una baja dife-
renciacién genética y un alto flujo de genes entre las
poblaciones de estos dos vectores, en ambos departa-
mentos.>'*? Dado que An. punctimacula s.1. se encuentra
ampliamente distribuido en Colombia,' es necesatio
realizar analisis genéticos que incluyan poblaciones
de este vector en regiones geograficamente separa-
das como las regiones del Caribe, Pacifico y la region
Amazoénica, y utilizar otros marcadores moleculares
que posean una mayor resolucion para detectar cam-
bios genéticos recientes. Una alternativa podria ser
el uso de microsatélites (SSR simple sequence repeat) que
son ampliamente utilizados en estudios poblaciona-
les y han permitido estimar el flujo de genes en espe-
cies de Anopheles?” Esto se debe a que su alta tasa de
mutacién permite detectar la diferenciacién genética
de especies, incluso débilmente estructuradas.”® Un
estudio realizado en poblaciones de An. albimanus de
la region del Pacifico y Caribe Colombiano, detectd
una variacion genética moderada a baja utilizando una
regién del gen mitocondrial COI 'y cuatro loci de mi-
crositelites.?®

El uso combinado de marcadores nucleares y mi-
tocondriales en estudios poblacionales puede ser rele-
vante, debido a que la informacién que ofrecen en la
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deteccion de variacion genética es complementaria, ya
que revelan diferentes aspectos genéticos que ayudan
a comprender la historia evolutiva de las especies.?”®’

CONCLUSION

La ausencia de diferenciacion genética y el alto flujo
de genes entre las poblaciones de An. punctimacnia s.l.
de Monterfa y Nechi, indica que esta especie es un ta-
x6n Gnico y por su ubicacién geografica podria estar
relacionado con el linaje A hallado en Panamé* y en
el Noreste y Catibe de Colombia.”® Este hallazgo pro-
porciona datos importantes que podrian ser aplicados
en las estrategias de control vectorial de estos dos mu-
nicipios. Dado que la informacién sobre la genética de
poblaciones de vectores permite inferir si existe una
propagacién de genes importantes que pueden estar
relacionados con la resistencia a insecticidas.™
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Etiologia infecciosa del flujo vaginal en mujeres atendidas, en el
Laboratorio Clinico VID de Medellin.

Infectious etiology of vaginal discharge in women attended at the clinical
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RESUMEN

OBJETIVO
Conocer la etiologfa infecciosa del flujo vaginal, de mujeres atendidas en el Laboratorio Clinico VID (LCVID).

MATERIALES Y METODOS

Se trata de un estudio descriptivo retrospectivo, donde se consulté la base de datos del (LCVID), en el periodo comprendi-
do entre enero de 2.014 a diciembre de 2.015, para determinar que agentes infecciosos se identificaron en las mujeres que
asistieron al examen directo y Gram de flujo vaginal. Para este estudio el Laboratorio cuenta con un protocolo estandari-
zado que permite establecer el objetivo planteado.

ResuLtADOS

Se analizaron 4.738 registros de las mujeres que se atendieron en el periodo establecido. Una vez seleccionados los regis-
tros, se agruparon por rangos de edad para las entidades que se estudian en nuestro protocolo: mujeres de 16 a 25 afios,
de 26 a 35, de 36 a 45 de 46 a 55 y mayores de 56 afios. Del total de muestras procesadas en 39 (0,83%) se diagnostico
tricomoniasis vaginal (TV), en 2.009 (42,4%) Candidiasis vulvovaginal (CVV), en 1.343 (28,3%) Vaginosis bacteriana (VB)
y en 1.357 (28,4%) no se encontro etiologfa infecciosa.

CONCLUSIONES

No obstante se trata de un estudio descriptivo retrospectivo; el tamafio de la muestra lo presenta como un estudio robusto
para el andlisis. Es de resaltar que Trichomonas vaginalis no fue un agente importante, diferente a Candida spp. que ocupé el
primer lugar, seguido de Vaginosis bacteriana.

PALABRAS CLAVE
flujo vaginal, vaginosis bacteriana, candidiasis vulvovaginal, tricomoniasis.

ABSTRACT MATERIALS AND METHODS

This is a retrospective study, in which LCVID database
was consulted from January 2014 to December 2015
to determine which infectious agents were identified
in women who had direct examination and Gram
in vaginal discharge. For this study, the Laboratory
followed a standardized protocol to establish the

OBJETIVO

To determine the infectious etiology of vaginal
discharge in women treated at VID Clinical Laboratory
(LCVID) in Medellin.
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objective of this research project.

ResuLts

A total of 4,738 records of women who received
care during the consulted period was analyzed. Data
were stratified according to age ranges, based on
risk factors for the entities studied in our protocol:
women from 16 to 25, 26 to 35, 36 to 45, 46 to 55
and over 56 years of age. From the total of samples
processed, 39 cases (0.83%) were diagnosed with
vaginal trichomoniasis (T'V), 2009 cases (42.4%) were
diagnosed with vulvovaginal candidiasis (VVC), 1343
cases (28.3%) were diagnosed with Bacterial vaginosis
(BV), and no infectious etiology was found in 1357

cases (28.4%).

CONCLUSIONS

Even though this is a retrospective and desctiptive
study, the size of the sample shows it as a robust study
for analysis purposes. It is important to note that
Trichomonas vaginalis was not an important agent, but

Candida spp. ranked first, followed by bacterial vaginosis.
Key worps

Vaginal discharge, bacterial vaginosis, vulvovaginal
candidiasis, trichomoniasis.

INTRODUCCION

Las mujeres en edad reproductiva, presentan con
mucha frecuencia sintomatologia de flujo vaginal,
siendo esta una causa muy frecuente de consulta tan-
to al médico general como al ginecélogo.' Esta sinto-
matologia corresponde a varias etiologias: hormonal,
irritativa o infecciosa. Esta ultima, es una de las mas
frecuentes, y es causada por varios agentes ctiologi-
cos que incluyen hongos especialmente Candida spp,
responsable de un cuadro clinico conocido como
candidiasis vulvovaginal (CVV); bacterias como
Gardnerella vaginalis, Prevotella spp, Mycoplasma hominis
y Mobiluncus spp. entre otros, causan un cuadro co-
nocido como vaginosis bacteriana (VB), y parasitos
especificamente Trichomonas vaginalis, responsable del
cuadro conocido como tricomoniasis vaginal (T'V),
siendo todas estas, las causas mas frecuentes de altera-
ciones del flujo vaginal de tipo infecciosa.?

Vaginosis bacteriana (VB): se trata de una entidad
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asociada a cambios en la flora vaginal enddgena, no
inflamatoria y sin una relaciéon directa con infecciones
de transmision sexual (ITS), donde la flora normal de
la vagina es reemplazada por flora de tipo anaerobio
principalmente por Gardnerella vaginalis, Prevotella spp,
Micoplasma hominis, Mobiluncus spp, y otros como Me-
gasphaera, Coriobacterineae, 1achnospira y Seneathia,*® las
cuales reemplazan los lactobacilos y alteran el pH va-
ginal; la paciente puede estar asintomatica o consultar
por flujo vaginal, con frecuencia mal oliente con un
olor caracteristico a pescado,® que se intensifica con el
coito o después de éste, y por lo general no produce
dolot, prutito ni dispareunia.! Para el diagnéstico de
VB, se ha tenido en cuenta varios ctiterios, uno de los
cuales es el de Amsel,” donde tres de los siguientes
cuatro aspectos hacen el diagnéstico de VB:

- Presencia de flujo vaginal homogéneo, blanco, delga-
do que se adhiere suavemente a las paredes vaginales.

- Presencia de células guia en el examen microscépico.
- pH vaginal >4.5

- Olor a pescado del flujo vaginal antes o después de
agregarle KOH al 10%.

Candidiasis vulvovaginal (CVV): al igual que la VB,
es considerada también una infecciéon enddgena,? no
ITS. Candida spp. es el agente etiolégico de esta enti-
dad, se trata de un hongo que hace parte de la flora
vaginal. En la CVV, predomina C. albicans en el 80%-
92% de las pacientes, y el resto es debida a especies
de Candida no albicans, como C. glabrata, C. tropicalis,
C. krusei, C. parapszilosis, y Saccharomycescerevisiae.” En la
CVYV, el sintoma mas comun es el prurito acompafia-
do o no de flujo vaginal, y si este esta presente, puede
ser muy variable: desde acuoso hasta grumoso y ho-
mogéneamente espeso. Son frecuentes la sensibilidad
vaginal y la dispareunia. No hay mal olor. Para diagnos-
ticar  candida se utiliza la observacién al microscopio
del flujo vaginal en solucién salina o KOH al 10% o
coloracion de Gram.>'® Tricomoniasis vaginal (T'V): es
producida pot Trichononas vaginalis, un protozoo flagela-
do, que normalmente no esta presente en la vagina. La
transmisioén de este protozoo es predominantemente
sexual, una vez adquirido, este se localiza en la vagina,
uretra y glandulas para-uretrales. La localizacién mas

frecuente es en la uretra en el 90% de las pacientes.'
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La prueba diagnéstica mds cominmente empleada en
el laboratorio es la observacion directa de la tricomo-
na en el flujo vaginal con una sensibilidad aproxima-
da del 70%, Esta prueba debe realizarse rapidamente,
pues con el tiempo la movilidad de la tricomona se
pietde, lo que dificulta su diagnostico."

Teniendo en cuenta la informacién anterior, el grupo
investigador desea conocer la etiologfa infecciosa del
flujo vaginal de las mujeres atendidas en el Laborato-

rio Clinico VID (LCVID) de la ciudad de Medellin.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio descriptivo retrospectivo, en
una poblacién de mujeres que acudieron por deman-
da espontanea o remitidas por el médico, para exa-
men directo y Gram de flujo vaginal al LCVID, de
la ciudad de Medellin, para este estudio se revisaron
los registros de resultados de laboratorio que se tienen
almacenados en el sistema de informacién del LCVID
en el periodo de tiempo comprendido entre enero de
2.014 hasta diciembre de 2.015. Procedimiento: toda
paciente que consulta al LCVID para que se le realice
un examen directo y Gram de flujo vaginal, se registra
en el sistema de informaciéon con el fin de ingresar da-
tos demograficos tales como edad, procedencia, do-
cumento de identidad, direccién, teléfono y médico
remitente (cuando aplica), entre otros. A la paciente
se le explica en que consiste el examen. Para esto se
emplea un lenguaje claro y se dedica tiempo suficiente
para orientar y responder todas las preguntas que so-
bre el examen tenga la paciente. Ademas se la motiva
para que reclame sus resultados y se le ofrece la posi-
bilidad de consultar con el médico director del labo-
ratotio, a las pacientes que vienen sin orden médica.
Luego se toma la muestra siguiendo el procedimiento
que pata este examen se tiene estandarizado en el LC-
VID. Para el reporte del resultado con sospecha VB se
siguieron los ctitetios de Amsel,” pata el diagndstico
de CVV y TV, se tuvo en cuenta la observacion directa
de estos agentes."

Criterios de exclusion: teniendo en cuenta que en
las nuevas guias de flujo vaginal no se incluye el estu-
dio de gonococo y clamidia."'® En nuestro estudio
nos acogimos a dichas recomendaciones.
Procesamiento y analisis de la informacion: la base

65

de datos se procesé en Microsoft office Excel 2013,
donde se agruparon los datos por rangos de edad, en
cada rango se calcul6 el total de mujeres estudiadas.
Se seleccionaron las mujeres que cumplian los cri-
terios para los diagnésticos de TV, candidiasis CVV
y VB y el total de mujeres que fueron negativas para
estas tres entidades. El andlisis estadistico se realiz6
con EPIDAT.

RESULTADOS

Se analizaron 4.738 registros de mujeres atendidas en
el LCVID en el periodo establecido. Una vez seleccio-
nados los registros, se agruparon por rangos de edad
para las entidades que se estudian en nuestro protoco-
lo: mujeres de 16 a 25 afios, de 26 a 35, de 36 a 45 de
46 a 55 y mayores de 56 afios y en cada uno se calculd
el promedio de edad .(tabla 1).

De las 4.738 muestras procesadas, en 39 (0,83%)
se diagnosticé TV, en 2009 (42,4%) CVYV, en 1.343
(28,3%) VB y en 1.357 (28,4%) no se encontrd etio-
logfa. (tabla 1).

Al agrupar las pacientes por rangos de edad y co-
nocer la etiologfa para cada rango, se encontré que:
En el rango de 16 a 25 afios, el total de mujeres fue
de 1.144. De éstas, a 8 (0,7%) se les diagnosticé TV, a
562 (49,1%) CVV, a 386 (33,7%) VB y a 188 (16,4%)
no se les diagnosticé ninguna de las entidades que se
analizaron es este estudio. El promedio de edad para
este rango fue 22 afos. (Tabla 1). En el rango de 26
a 35 aflos, el total de mujeres fue de 1.517. De éstas a
11 (0,7%) se les diagnostico TV, a 721 (47,5%) CVYV,
a 419 (27,6%) VB y a 366 (24,1%) no se les diagnosti-
c6 ninguna de las entidades que se analizaron es este
estudio. El promedio de edad para este rango fue 30
afios. (Tabla 1). En el rango de 36 a 45 afios, el total
de mujeres fue de 1.153. De 8 (0,7%) se les diagnos-
tico TV, a 495 (42,9%) CVV, a 296 (25,7%) VB y a
354 (30,7%) no se les diagnosticé ninguna de las enti-
dades que se analizaron es este estudio. El promedio
de edad fue de 40 afios.(Tablal). En el rango de 46 a
55 afios el total de mujeres fue de 629. De éstas a 6
(0,9%) se les diagnosticéd TV, a 191 (30,4%) CVYV, a
177 (28,1%) VB y a 255 (40,5%) no se les diagnostico
ninguna de las entidades que se analizaron es este es-
tudio. El promedio de edad fue de 50 afios. (Tabla 1).

En el rango de mayores de 55 afios el total de mu-
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jeres fue de 295. De éstas a 6 (2%) se les diag-
nosticé TV, a 40 (13,5%) CVV, a 65 (22%) VB
y a 184 (62,4%) no se les diagnosticé ninguna
de las entidades que se analizaron es este estu-
dio. el promedio de edad fue de 64 afos. (Tabla 1).
Al calcular el chi cuadrado de tendencia, se nota un
nivel de significancia que presenta variaciones con la
edad, lo que permite observar tendencias decrecientes
altamente significativas para la CVV, VB y el total de
infecciones (p<0,0001). Caso contrario a lo observa-
do con la TV, la cual mostré una tendencia creciente
pero no significativa (p>0,05). Tabla 2.

DISCUSION

CVYV fue la primera causa de alteracién de flujo va-
ginal en la poblacién estudiada. Al comparar nuestros
resultados con lo que se revisé en la literatura se pudo
documentar que varfan segun la poblacién y las regio-
nes. Es asf como en un estudio realizado en Peru,'®
CVV se informé en el 16,2% de 370 mujeres estudia-
das, ocupando el segundo lugar después de VB. En
Cuba en un estudio informaron CVV como la prime-
ra causa de flujo vaginal'’ con frecuencias de 22,3%
y 29,7% en un estudio realizado en Argentina en un
grupo de 84 adolescentes.' Otro estudio realizado en
Cuba' informa que en 150 mujetes estudiadas, Can-

dida spp. ocup6 el segundo lugar después de VB, pero

en este mismo estudio cuando se analiza la etiologia
pot grupos de edad, en los grupos de 28 a 37, 38 a 47,
48 a 57 y 58 a 67 Candida spp. fue la primera causa de
flujo vaginal con porcentajes de 44%, 32%, 8% y 4%
respectivamente. En un estudio realizado en nuestro
pafs en la region de Armenia en 270 mujeres gestan-
tes y no gestantes, se encontré que Candida spp. fue la
segunda causa de flujo vaginal en este grupo de muje-
res con una frecuencia de 6,5%.%°

VB en nuestro estudio fue la segunda causa mds
frecuente de etiologia del flujo vaginal. Al comparar
nuestra frecuencia con otros estudios de VB, esta fue
la ptimera causa de flujo vaginal en Cuba,” donde su
frecuencia fue reportada en un 40,7%. En los estudios
citados previamente, la frecuencia de VB oscil6 entre
23,3% y 39% siendo la primera causa de flujo vaginal
161820; v de 19,7% como la segunda causa de alteracion
en el flujo vaginal de las mujeres estudiadas. '"'T'V ocu-
po la tercera causa de alteracién del flujo vaginal en
nuestro estudio. En los estudios citados previamente
también fue la tercera causa de etiologfa del flujo va-
ginal, donde solo cambian las frecuencias. En nuestra
investigaciéon no se encontrd etiologfa para agentes
responsables de alteracion del flujo vaginal en 28,4%
de las mujeres. Otros estudios no diagnosticaron nin-
gun agente en el 51,8%, 49,7%, 49,2% y 34,3% de las
pacientes estudiadas respectivamente.'”?'? En el es-
tudio de Armenia-Colombia se diagnosticé el 90.8%
de las mujeres estudiadas, pero es de anotar que en

Tabla 1. Etiologia infecciosa del flujo vaginal segiin grupo de edad en mujeres atendidas en el Laboratorio Clinico VID de Medellin,
2014-2015.

Total de flujos
vaginales
realizados

Grupo de edad

(promedio de edad)

Tricomoniasis Candidiasis Vaginosis N .
. . egativas
vaginal vulvovaginal bacteriana
N % N % N % N %

16-25 (22) 1.144 8 0,7 562 49,1 386 33,7 188 16,4
26-35(30) 1517 11 0,7 721 47,5 419 27,6 366 241
36-45(40) 1.153 8 0,7 495 42,9 296 25,7 354 30,7
46-55(50) 629 6 1 191 304 177 28,1 255 40,5
>56(57) 295 6 2 40 13,5 65 22 184 62,4
Total 4.738 39 0,83 2.009 42,4 1.343 28,3 1.347 28,4
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éste se incluyeron otros agentes que nosotros no in- de se emplea un protocolo de laboratorio muy bien
cluimos en nuestra base de datos para este estudio. Es estandarizado. También queremos resaltar la baja fre-
de resaltar que aunque este estudio es retrospectivo, cuencia de Trichomonas vaginalis, lo que nos hace pen-
su tamafio muestral, lo hace muy importante, puesto sar que posiblemente se trata de un agente de baja
que se trata de una muestra muy significativa y don- prevalencia.

Tabla 2. Frecuencia de microorganismos identificados en el flujo vaginal segtin grupo de edad de mujeres atendidas en el Laboratorio
Clinico VID de Medellin, 2014-2015.

Resultado FV*
Tipo de infeccion | Grupo de edad m
N % N %
16-25 8 07 1136 99,3 1
2635 11 07 1.506 99,3 1,04
Tricomoniasis 36-45 8 07 1.145 99,3 0,99 2,8 0,092
ez 46-55 6 07 623 99,1 1,36
>56 6 2 289 98 2,91
Total 39 0,83 4.699 99,2
16-25 562 49,1 582 50,9 1
26-35 721 47,5 796 54,5 0,97
e 36-45 495 429 658 57,1 0.87 143,8¢ 0,000¢
vulvovaginal 46-55 191 30,4 438 69,6 0,62
>56 40 13,5 255 86,5 0,28
Total 2.009 424 2729 57,6
16-25 386 33,7 758 66,3 1
2635 419 27,6 1.098 72,4 0,82
Vaginosis 36-45 296 25,7 857 74,3 0,76 17,3¢ 0,000¢
PR 46-55 177 28,1 452 71,9 0,83
>56 65 22 230 78 0,65
Total 1343 283 3385 71,7
16-25 956 83,5 188 16,5 1
2635 1151 75,8 366 24,2 0,91
. 36-45 799 69,2 354 30,8 0,83 226,4¢ 0,000¢
hisealenes 46-55 374 59,4 255 40,6 0,71
>56 111 37,6 184 62,4 0,45
Total 3391 71,5 1347 28,5

2Flujo vaginal, ® Razén de prevalencia, © Prueba chi® de tendencia ¢ P <0,05

67



Estrada S, Vanegas C, Yepes S, Ruiz K, OrtizV, Arango V, Jaramillo L, Garcia V, Gutiérrez G.

CONCLUCIONES

No obstante se trata de un estudio descriptivo retros-
pectivo; el tamafio de la muestra lo presenta como un estu-
dio robusto para el analisis. Es de resaltar que Trichomonas va-
ginalis no fue un agente importante, diferente a Candida spp.
que ocupé el primer lugar, seguido de Vaginosis bacteriana.
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Actividad antibacteriana, determinacion de polifenoles totales por Folin-Ciocalteu y toxicidad en
Artemia salina de la especie vegetal Bauhinia variegata

Antibacterial activity, determination of total polyphenols by Folin-Ciocalteu and toxicity in
Artemia salina of plant species Bauhinia variegata

Diana Carolina Pimentel Betancurt|, Milton Gomez Barrera|, Luis Esteban Castillo Palaciosj.

RESUMEN

Los compuestos fendlicos, entre los cuales se encuentran los flavonoides, poseen propiedades farmacologicas como anti-

oxidantes, antibactetianos, vasodilatadores.

La especie Banhinia variegata se caracteriza por su accidén antidiabética y antibactetiana y es importante correlacionar la
contribucién de los constituyentes polifendlicos de la actividad funcional presentada, ademas determinar su toxicidad en
Abrtemia salina. Para confirmar presencia de fenoles, se realizé analisis fitoquimico preliminar. Con la confirmacién de feno-
les y por su abundancia, se cuantificaron por Folin-Ciocalteu. La actividad antibacteriana se realizé usando técnica de difu-
sién en disco. Para evaluar la toxicidad se emplearon nauplios de A. salina. Se observé presencia de compuestos fendlicos,
saponinas, mostrando diferentes coloraciones. La cuantificacion de polifenoles totales mostré 28, 5% mg de equivantes
de 4cido galico (EAG /100 g de extracto polar). El andlisis frente a las bacterias present6 halos de inhibicién. Se encontrd
una CL50 de 1205 pg/mL frente A. salina, indicando que el extracto polar no es téxico. Los resultados obtenidos indican
el potencial de compuestos fendlicos de la planta y su posible uso como agente antibacteriano.

PALABRAS CLAVE

Actividad antibactetiana, Bauhinia variegata, Poli fenoles, Folin-Ciocalteu, Toxicidad.

ABSTRACT

Phenolic compounds, which include flavonoids, possess
pharmacological properties such as antibacterial,
antioxidant, and vasodilating, The species of Bawuhinia
variggata is characterized by its antidiabetic and
antibacterial action and it is important to correlate the
contribution of the Polyphenolic constituents of the
functional activity presented, in addition to determine
its toxicity to Artemia salina. Preliminary phytochemical
analysis was performed to confirm the presence of
phenols. After confirming phenols and their abundance,
Folin-Ciocalteu reagent was used to quantify phenols.
The antibacterial activity was petformed using the disk
diffusion technique. A. sa/ina nauplii were used to assess
toxicity. Presence of saponins, phenolic compounds,
was observed showing different colorations. The

” Grupo de i

quantification of total polyphenols showed 28, 5%
mg equivalent of Gallic acid (EAG 100 g of extract
polar). Against bacteria analysis presented inhibition
halos. Found a CL50 of 1205 pg/mlL front A. salina,
indicating that the summary is not toxic. Results
indicate the phenolic compound potential of the plant
and its possible use as an antibacterial agent.

KEey woRrps

Antibacterial activity, Baubinia variegata, Polyphenols,
Folin-Ciocalteu, Toxicity.

INTRODUCCION

Desde la antigiiedad se ha conocido el uso em-
pirico de las plantas para el beneficio de la salud del

6n Biisqueda de Principios Bioactivos, Universidad del Quindio, Armenia, Colombia. Contacto:
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hombre en maltiples culturas y la transmision de estos
conocimientos a través de generaciones. Hasta el siglo
XVIII se conocian las propiedades curativas de algu-
nas plantas, su efecto sobre el organismo y su modo
de aplicacién, pero se desconocian sus principios ac-
tivos. Con el desarrollo de las teorfas de la evolucion
y herencia genética, el uso del microscopio y el na-
cimiento de ciencias exactas y naturales, fue posible
el reconocimiento y el aislamiento de los principios
activos de muchas plantas medicinales.! Estos prin-
cipios activos o metabolitos secundarios, son los res-
ponsables de los efectos terapéuticos en el tratamien-
to de enfermedades y por lo tanto, en la fabricacion
de medicinas naturales, asi también como sustancias
alelopdticas para el control de plagas.

Las plantas medicinales conformadas por una
variedad de metabolitos secundarios, han constitui-
do desde tiempos remotos un recurso para cubrir las
necesidades terapéuticas. Hoy en dfa su estudio se ha
convertido en un hecho cientifico universal que tras-
ciende no solo en beneficio de la salud, sino también
en el sistema productivo y econdémico de un pais.

El género Baubinia, pertenece a la familia Legumino-
sae, subfamilia Caesalpiniaceae, que comprende alrede-
dor de 400 especies distribuidas en las regiones tropi-
cales y subtropicales.® Varias especies de este género, se
le han atribuido efectos biolégicos como es actividad
anticancerigena,’ anti-inflamatoria, antidiabética, anti-
microbiana’® y propiedades antitrombdéticas.®

Dentro de este género, encontramos a la especie
Baubinia variegata, conocida como casco de buey, el
cual es un arbol caducifolio que alcanza unos 6-8 me-
tros de altura, sus hojas son simples, de suborbiculares
a ovales, de 6-20 cm de longitud y 16bulos redondea-
dos.” Se encuentra distribuida en un amplio rango de
zonas tropicales a nivel mundial® Es utilizada como
astringente, tonico, para enfermedades de la piel,
bronquitis, la lepra, ulceras y como antiinflamatorio
en las medicinas tradicionales de Sur Asia oriental.’

El hombre ha venido utilizando los antibioticos
desde hace tiempo para el control de microorganis-
mos patégenos de una forma generalizada ¢ indiscri-
minada, lo que ha generado una resistencia bacteriana;
por lo tanto es relevante la busqueda de compuestos
bioactivos de especies vegetales como agentes anti-
microbianos. Varias investigaciones han atribuido a
los polifenoles (flavonoides) actividades antibacteria-
nas'® y segin Barragan,' se han encontrado dichos
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compuestos en especies del género Bawhinia.
Por lo tanto, en el presente estudio se determiné la
actividad antibacteriana de B.variegata frente a cepas
de S.aurens y E. coli, cuantificacion de polifenoles por
Folin-Ciocalteu y toxicidad en Artemia salina.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

Las hojas de Baubinia variegata se recolectaron en la
Universidad del Quindio, departamento del Quindio,
municipio de Armenia, a una altitud de 1500 m.s.n.m.
Las hojas se colectaron en horas de la mafiana. Tres
ejemplares fueron acondicionados y depositados en el
Herbario de la Universidad del Quindio (HUQ), para
la verificaciéon de su identidad taxondmica, y permane-
cen en el CIBUQ bajo la serie de registro N°034139.

PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL PARA EL TRABAJO
FITOQUiMICO

Las hojas recolectadas se secaron en una incuba-
dora (GALLENKAMP Economy sinze 2 incubator
modelo INA.301.130G) por una semana a una tem-
peratura de 40°C. Posteriormente el material seco, fue
molido y después tamizado hasta obtener un tamafio
de particula aproximadamente de 1 a 2,5 mm, que per-
mitiera un mejor contacto con el solvente.

OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LA PLANTA

El material vegetal tamizado (590,2907 g) se ma-
cerd con 500 mL de etanol rectificado al 96% en un
matraz de 1 litro por 24 horas, luego se pasé a un
percolador de 1L y se hizo la extraccién con etanol
drenando a un flujo de a 60 gotas/min. El extracto
obtenido se concentr6 con la ayuda de un equipo de
rotaevaporacién LABCONCO a presion reducida de
-0,56 BAR y a 60°C para reciclar el solvente y realizar
el agotamiento del material vegetal.

Se realizaron pruebas fitoquimicas preliminates, se-
gun la metodologia de Sanabria.'? Luego se llevo a ul-
trasonido 30 g del extracto etandlico para realizar una
extraccion liquido sélido con solventes apolares como
el éter de petréleo, hexano y diclorometano, la parte
que no solubilizé (26,93g) se denominé extracto polar
(EP) y a éste se le realizaron varios fraccionamientos
por cromatograffa liquida en columna (CLC), determi-
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nacién de polifenoles y ademas se evaluo la actividad
antibacteriana y toxicidad en A. salina.

FraccionamienTo por CLC

Se empled 1 g del extracto polar y alimina (AL0,)
estandarizada con un tamano de particula de 0,063-
0,200 mm, se realiz6 un desarrollo elutrépico con
diclorometano, acetato de etilo, metanol, mezcla de
metanol-acido acético-agua y por ultimo agua caliente.

Una vez obtenidas las fracciones de la CLC, se pro-
cedi6 a realizar cromatografia en capa fina y de esta
forma poder observar el perfil cromatografico y agru-
par las fracciones con Rf similares; también se verifico
en cada fraccién la presencia de flavonoides con las
reacciones de coloracion.

DETERMINACION DE POLIFENOLES POR FoLIN-CIOCALTEU

La concentracion de polifenoles en el extracto po-
lar fue determinada por espectrofotometria utilizando
como agente oxidante el reactivo de Folin-Ciocalteu,
empleando una curva de calibracién con una solucién
estandar de 4cido gélico y utilizando 100 mg del ex-
tracto polar.

El procedimiento consistié en adicionar a cada uno
de los estandares y muestras, 500 puL. de reactivo de
Folin-Ciocalteu y sonificar por 5 minutos. Postetior-
mente se adicion6 1,5 mI. de Na,CO, al 20% y se dej6
reposar por 45 minutos a temperatura ambiente y ale-
jada de la radiacién solar. La absorbancia fue medida
a 760 nm. Los resultados fueron expresados en mg de
4cido gilico por g de extracto (mg EAG/g extracto).”

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Las bacterias patégenas que se utilizaron en el pre-
sente trabajo fueron Escherichia coli (BL21) y Staphylo-
cocens aurens (aislado clinico), las cuales fueron donadas
por El Centro de Investigaciones de Ciencias Biomé-
dicas de la Universidad del Quindio, grupo de investi-
gacion GYMOL.

La evaluacién de la actividad antibacteriana se le
determiné al extracto polat y a la fraccidon F21 por el
método de difusion en discos, utilizando agar Mue-
ller-Hinton preparado de acuerdo a las especificacio-
nes del fabricante.

Las concentraciones evaluadas del extracto fueron
las siguientes: 40000 pug/mlL. (E40), 2000 ug/mL (E4)
y la fraccion F21 a 2000 pg/mL (F4) y 1000 pg/mL
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(F3) para la evaluacién frente a E. co/i. Para la evalua-
cion frente a . aureus se utilizaron concentraciones del
extracto a 1000 y 2000 pg/mL (E3 y E4) y la fraccién
F21 21000 y 2000 pg/mL (F3 y F4).

Todas las soluciones del extracto y la fraccion F21
se solubilizaron en DMSO al 10%; se usé como con-
trol positivo discos impregnados con Ciprofloxacina
(100 pg/mL) y Ampicilina (500 pg/mL) y DMSO

como control negativo.

PREPARACION DEL INOCULO

Se esterilizaron en autoclave todos los materiales y
medios de cultivo a utilizar. Las bacterias fueron ino-
culadas en tubos de ensayo tapa rosca que contenfan
7 mL de tioglicolato y se adicioné 100 pL de las bac-
terias que se encontraban en glicerina, luego se incubd
a 37°C por 24 horas. Cuando se alcanzé una turbidez
equivalente al estindar No. 0,5 de la escala de MacFar-
land equivalente a 1,5x10° UFC/mL; se sumergié un
hisopo (estéril y seco) en la suspension bacteriana con
el cual se inocul6 en las placas de agar Mueller-Hinton,
estriandola en al menos 3 direcciones, dando vuelta la
placa en angulos de aproximadamente 60° luego de
cada estrfa, procurando cubrir la superficie total del
agat."”” Pasados 30 minutos de la siembra se ubicaron
los discos impregnados con 0,1 mL de las diferentes
concentraciones del extracto polar y los respectivos
controles; se incubaron a 37°C por 24 horas. Postetior-
mente se determinaron las actividades antibacterianas
midiendo el diametro de la zona de inhibicién en mili-
metros, para todos los ensayos se realizaron 3 réplicas.

EVALUACION DE LA TOXICIDAD

Se prepard una solucion salina al 3,8 %, se utili-
26 aproximadamente 500 mL de esta solucion para la
eclosion de Artemia salina.

A partir de una solucién de 2000 pg/mL del ex-
tracto polar en DMSO al 10%, se prepararon dilucio-
nes seriadas de 1000, 500, 250, 100, 50, 25, 10 y 5 ug/
mlL. En recipientes de 5 mL se adicionaron 20 nauplius
de Artemia salina con 1 ml. de DMSO al 10%, 1 ml. de
las diluciones y fueron aforados con solucién salina.'®

Para el control se tomaron también 20 nauplius de
Abrtemia salina, un mililitro de DMSO al 10% y afora-
do con solucién salina. Se realizé el conteo de larvas
muertas a las 24 horas y los datos se analizaron con el
programa Statgraphics Centurion empleando el méto-
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do PROBIT; este ensayo se realizé por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR

Las hojas de B. variegata presentaron cantidad abun-
dante de flavonoides mediante dos pruebas realizadas
(Shinoda y HCI al 10%); la reacciéon de Shinoda nos
demostrd la presencia de flavonoides con el nucleo
¥-benzopirona (flavonas, flavononas, flavonoles, fla-
vononoles o xantonas) debido a la coloraciéon abun-
dante rojo intenso y la prueba HCI al 10% indicé la
presencia de leucoantocianidinas por su coloracién
abundante rojo-café."”'® Este resultado es concordan-
te con varias investigaciones donde han encontrado
dichos metabolitos secundatios en varias especies del
género Baubinia®*

En el analisis fitoquimico preliminar también se
encontré presencia de taninos y saponinas al obte-
ner coloracion verde oscuro para la reaccion de FeCl,
(taninos) y formacién abundante de espuma (sapo-
ninas) después de una vigorosa agitacion.' En la
tabla 1, se resumen los resultados de los ensayos cuali-
tativos de coloracién y precipitacion para la deteccion
de metabolitos secundarios en B. variegata.

DETERMINACION DE POLIFENOLES POR FoLIN- CIOCALTEU

Segun los resultados del analisis fitoquimico preli-
minar, se encontré presencia abundante de flavonoi-
des y taninos, los cuales pertenecen al grupo de los
polifenoles, debido a esto, se procedid a realizar una
cuantificacién por Folin-Ciocalteu del extracto polar.

Se encontrd que la cantidad porcentual de polife-
noles de la muestra (extracto polar) era de 28,52033
(mg EAG/ g de extracto polat) con una desviacion
estandar de + 0,1432; dicho resultado indica abundan-
cia de polifenoles en la especie vegetal, puesto que solo
se evalub la presencia en el extracto polar. Otras in-
vestigaciones han encontrado valores oscilantes entre
402.7912.81 mg EAG/g, en el extracto etandlico de
corteza de B. variegata y 14.16+1.24 mg EAG/ g, en el
acuoso de hojas de B. malabarica,' pot lo tanto se dedu-
ce que B. variggata presenta mayor contenido de polife-
noles tanto en su corteza como hojas en comparaciéon
con la especie malabdrica, convirtiendo a la especie en
candidato para el aislamiento de compuestos fendlicos
como son los flavonoides, responsables de vatias acti-
vidades biolégicas, destacandose su capacidad antioxi-
dante y antibacteriana.?

FraccionamienTo por CLC

Por medio de la extraccion liquido-sélido realizada

Tabla 1. Resultado del analisis fitoquimico preliminar del extracto etandlico de hojas de B. variegata.

Prueba efectuada Resultado

Dragendorff =
. Mayer -
Alcaloides
Wagner -
Hager _
. Shinoda 4+
Flavonoides
HCl al 10% JLILlL
Nafto y/o antraquinonas Borntrager-Kraus -
5 Gelatina Sal 3
Taninos
FeCl, HHE
Saponinas Espuma 4t

Esteroides y/o triterpenoides

(+++): Presencia abundante, (+): Presencia escaza, (-): No detectado

CCD Libermann-Burchard
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al extracto con solventes de baja polaridad (éter de
petroleo, hexano y diclorometano), se desengraso y se
logr6 separar algunos compuestos por sus afinidades
con dichos solventes;'?
presentaba flavonoides de baja polaridad realizando un

ademas verificar si la especie

seguimiento a cada extraccién con la prueba de Shino-
da,'” dando un resultado negativo, también se realizo
dicha prueba a la parte polar, encontrandose resultado
positivo; debido a esto se realizé cromatografia liqui-
da en columna (CLC) para lograr la separacion de los
compuestos.

De la CLC se obtuvieron 4 fracciones con el sol-
vente diclorometano, con el acetato de etilo se obtuvie-
ron 6 fracciones, el metanol aporto un total de 11 frac-
ciones, la mezcla metanol-acido acético-agua (8:1,5:0,5)
propotcioné 23 fracciones y el agua caliente 4 fraccio-
nes. Al realizar el seguimiento de las fracciones con la
prueba de Shinoda, se observé que la fraccion 21 a la
25 presentaron una coloracién intensa roja, por lo cual
se infiere la presencia de flavonoides en dichas fraccio-
nes; ademds la mezcla de solventes que se empleo fue
metanol, acido acético, agua (8:1,5:0,5); segun la litera-
tura esta mezcla de solventes es utilizada para la extrac-
cién de estos metabolitos.' El perfil cromatografico de
la fraccion 21 a la 25 fue similar, por lo cual se decidio
mezclar las fracciones y denominarlas F21.

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Todos los bioensayos se realizaron por triplicado,
los promedios de los halos de inhibicién para cada con-
centracion presentaron desviaciones estandar con valo-

res menotes o iguales a 0,5, lo que indica que los datos
obtenidos en los tres ensayos presentan disttibuciones
homogéneas y por lo tanto existe poca dispersion.

Como se observa en la Tabla 2, en general las bac-
tetias (E.coli y S. anrens) presentaron sensibilidad al ex-
tracto polar y la fraccion evaluada. Para E. e/, el mayor
porcentaje de inhibicién obtenido fue de 57,1 % para
F4 (2000 wug/mL); para S. aureus se obtuvo porcenta-
je de 64,3% para E4 (2000 pg/ml), se concluye que
E. coli fue mas sensible a la fracciéon que al extracto,
mientras que S. aureus presentd mayor sensibilidad al
extracto que a la fraccion.

Se evidencia que la bacteria con mayor respuesta de
inhibicion fue S. aurens puesto que se observé halos a
concentraciones menores que las evaluadas para E. co/;
segin lo reportado por Cabrera,? las bactetias Gram
negativas (E.co/i) poseen una membrana adicional com-
puesta por lipolisacaridos, lipoproteinas y fosfolipidos
lo que le confiere un mayor grado de resistencia a los
agentes antimicrobianos.

Estos resultados muestran que el extracto y la frac-
cién tienen propiedades antibacterianas y teniendo en
cuenta que en el extracto se identificaron en abundan-
cia metabolitos como flavonoides, taninos y saponinas,
se podria afirmar que son los directos implicados en la
actividad de B. variegata manifestada frente a S. aurens
y E. cols.

En relacién con la fraccién F21, se podtia decir
que los metabolitos responsables de dicha actividad
son los flavonoides y tal como lo reporta Coloma,”' la
actividad antibacteriana de los flavonoides se debe a la

Tabla 2.Resultados de la inhibicién del extracto polar y fraccién frente a cepas de E. coli y S. aureus

F4 (2000 pg/mL)
E40 (40000 pg/mL)
F3 (1000 pg/mL)
F4 (2000 pg/mL)
E3 (1000 pg/mL)
E4 (2000 pg/mL)

E. coli

S. aureus

14+0,35 571
8 £0,2 20 14,3
10 £0,11 20 28,6
13 £0,36 20 50
13 £0,5 20 50
15 £0,25 20 64,3

Diametro control negativo =6 mm

D: Diametro de inhibicion de extractos (mm), C+: Diametro de control positivo (mm), %1: Porcentaje de inhibicion
> p > ]
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presencia en su estructura de hidroxilos fendlicos, los
cuales penetran facilmente a través de la membrana ce-
lular bacteriana, se combinan y precipitan las proteinas
protoplasmaticas desnaturalizandolas y actuando como
venenos protoplasmaticos.”’

Estos resultados concuerdan con una investigacion
en la India, donde se comprobé la actividad antibacte-
riana de esta especie frente a S. aurensy E. coli, al encon-
trarse zonas de inhibicién de 22 mm para una concen-
tracion del extracto etandlico de 1000 ug/ml. frente a
E. coli y 18 mm frente a S. aurens. En dicha investiga-
cién mencionan que la actividad antibacteriana podtia
residir en el contenido fitoquimico de la especie, fuente
potencial principalmente de fenoles, taninos y flavo-
noides.”? Sin embargo, una investigacion realizada en
Colombia (Manizales) no present6 halos de inhibicién
frente a E. coli, dicha variabilidad podtia ser atribuida
a la diferente composicién quimica de una especie ve-
getal influenciada por factores geograficos, climaticos,
altitud, época de cosecha y su estado de ctecimiento.?

EVALUACION DE LA TOXICIDAD EN ARTEMIA SALINA

Los resultados de los nauplios muertos de 4. salina
después de la exposicion a diferentes concentraciones
del extracto polar durante 24 horas se muestran en la
tabla 3.

En el analisis Probit, el valor del percentil 50 (CL50)
fue de 1205,61 pg/mL con un intervalo de confianza
del 95%, y con un p-valor para el modelo menor que
0,01, indicando una relacién estadisticamente significa-
tiva entre las variables.

El grado de toxicidad del extracto se defini6 en fun-

ci6én del rango en que se encontrd el valor de CL50 de
acuerdo con las categorfas siguientes: extremada-
mente toxico (CL50< 10 pg/mL), muy tdxico (10<
CL50 <100), moderadamente téxico (100< CL50 <1
000) y no toxico (CL50> 1 000 pg/mL).” Port lo tanto,
el extracto polar de B. variegata se considera no toxico.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren
que las hojas de Bazubinia variegata presenta un conside-
rable contenido de poli fenoles con un valor de 28,5
mg EAG/ g de extracto polar.

El extracto polar a 2000 pg/ml. presenté actividad
antibacteriana frente a S. aureus con un 64% de inhibi-
cién, y la fraccion a 2000 pg/ml. presentd un 57% de
inhibicion frente E.coli.

El extracto no presenté toxicidad frente Artemia
salina, 1o cual permite continuar los estudios enfocados
a la evaluacién de los efectos farmacoldgicos del ex-
tracto de esta especie vegetal.
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Tabla 3. Resultados del ensayo de toxicidad del extracto polar a diferentes concentraciones frente A. salina.

20 6,7 33,3

1000 ug/mL
500 ug/mL 20
250 ug/mL 20
100 ug/mL 20
50 ug/mL 20
25 ug/mL 20
10 ug/mL 20
5 pg/mL 20
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6,3 31,7
4,7 23,3
3 15
2,3 11,7
2 10
0,7 3,3
0,3 1,7
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Neurological Compromise in Chikungunya: A Meta-Analysis of its
Prevalence

Compromiso Neurologico en Chikungunya: Un Meta-Andlisis de su Prevalencia

Alfonso J. Rodriguez-Morales*+1§+, Diana M. Castafieda-Hernandez*+§S, Andrea G. Rodriguez-Morales || .

ABSTRACT
OBJECTIVE
To determine the percentage of patients that would develop neurological manifestations and/or complications of
chikungunya infection (NeuroCHIK).

MeTHODS

We conducted a systemic review of the literature in three databases (PubMed, SCI, Scopus and SciELO) in order to
identify studies assessing the proportion of patients that present NeuroCHIK. We performed a random-effects model
meta-analysis to calculate the pooled prevalence and 95% CI. Measures of heterogeneity, including Cochran’s Q statistic,
the I? index, and the tau-squared test, wete estimated and reported. Subgroup analyses were conducted by type of study,
country, studies with 2200 patients, studies evaluating attention difficulties, encephalitis and seizures. Publication bias was
assessed using a funnel-plot.

ResuLts

Up to June 15, 2015, our literature search yielded 143 citations. The pooled prevalence of NeuroCHIK at nine selected
studies among 2,161 patients was 34.53% [95%CI, (20.78-48.27%), ©* = 0.0734]. Prospective cohotts shown a prevalence
of NeuroCHIK of 36.87% [95%CI, (5.17%-68.57%), ©* = 0.0818]. Occurrence of attention difficulties prevalence was
16.46% [95%CL, (5.65%-27.27%), ©* = 0.0149]. In the case of encephalitis its prevalence was 9.90% [95%CI, (8.25%-
11.54%), ©* <0.0001]. Finally, analyzing the prevalence of seizures this was 3.43% [95%CI, (0.55%-6.31%), ©* = 0.0000].

CONCLUSIONS
According with our results, in the most conservative scenario, about 33% of CHIK cases would develop NeuroCHIK
(36% if we just consider prospective studies), 10% encephalitis, and 3% seizures.

Key worbs
Neuroinfection, chikungunya, seizures, emerging, Latin America, meta-analysis, clinical epidemiology.

RESUMEN en tres bases de datos (PubMed, SCI y Scopus) con el
fin de identificar estudios que evaluaran la proporcién
de pacientes que presentan NeuroCHIK. Se realizé
un modelo de meta-anilisis de efectos aleatorios para
calcular la prevalencia combinada y su 1C95%. Se
estimaron y reportaron medidas de heterogeneidad,
incluyendo el estadistico Q de Cochrane, el indice
* y la prueba de tau cuadrado. Se hicieron analisis

OsJETIVO

Determinar la proporcién de pacientes que desarrollan
manifestaciones y/o complicaciones neuroldgicas de
la infecciéon por chikungunya (NeuroCHIK).

MéETtopos
Se llevd a cabo una revision sistematica de la literatura

*Research Group Public Health and 1, lty of Health S A 8
Fiebres Hemorragicas, Asociaciin C o/am[!mna de Infectologia, Bogotd, D( ( olombia. §()7gam(a[mﬂ I_.dflﬂl)dmeﬂmﬂd para el I ommto de /ﬂ Investigacion en Salud (OLFIS), Bucaramanga, Um‘ﬂﬂder ( olombia. §§ Fundaciin
Universitaria del Area Andina, Seccional Pereira, Pereira, Risaralda, Colombia. I Clinica Sanitas, Caracas, DC, Venezuela. # Contacto: arodrignezm@utp.edu.co Recepeion: 3-04-2016. Aceptacion: 5-04-2016.

de subgrupos por tipos de estudios, paises, estudios
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con 2200 pacientes, estudios evaluando dificultades
de atencién, encefalitis y convulsiones. El sesgo de
publicacién se evalué usando un funnel-plot.

REesuLTADOS

Up to june 15, 2015, our literature search yielded 143
citations. The pooled prevalence of NeuroCHIK at
nine selected studies among 2,161 patients was 34.53%
[95%ci, (20.78-48.27%), ©* = 0.0734]. Prospective
cohorts shown a prevalence of NeuroCHIK of
36.87% [95%ci, (5.17%-68.57%), * = 0.0818].
Occurrence of attention difficulties prevalence was
16.46% [95%ci, (5.65%-27.27%), > = 0.0149]. In the
case of encephalitis its prevalence was 9.90% [95%ci,
(8.25%-11.54%), * <0.0001]. Finally, analyzing the
prevalence of seizures this was 3.43% [95%ci, (0.55%-
6.31%), ©* = 0.0006].

CONCLUSION

DE ACUERDO A LOS RESULTADOS, EN EL ESCENARIO
MAS CONSERVADOR, CERCA DE 33% DE casos CHIK
DESARROLLARIAN NEUROCHIK (36% SI CONSIDERAMOS
SOLO LOS ESTUDIOS PROSPECTIVOS), 10% ENCEFALITIS Y
3% CONVULSIONES.
PaLaBrAS CLAVE virus chikungunya, encefalitis,
convulsiones, América Latina, metanalisis, epidemiologfa.

INTRODUCTION

Chikungunya has emerged in the World and recently
in the Americas as a significant cause of morbidity.'
This vector-borne disease caused by chikungunya
virus (CHIK) has arrived to the Americas ending 2013
to stay, affecting significantly countries in the tropical
Latin America area.> The epidemiological scenario was
set with the wide distribution and ecoepidemiological
suitable conditions for their vectors Aedes aegypti and
A. albopictus, both transmitting dengue since decades.*’
Preparedness for CHIK was a significant aspect that
would affect its morbidity and mortality evolution

in affected countries,®

which has begun also to be
reported in countries in the region of the Americas,
such as Colombia and Venezuela.'"!" Even more,
before CHIK, control of vector-borne diseases such
as dengue and malaria has been a hard task for many

government and their health authorities.**'** Although

78

would be considered amazing, research in CHIK at
Latin Americas still is scarce and limited as has been
recently stated,'* and after 16 months of epidemics in
the region, there are many gaps in knowledge of its
epidemiological and clinical aspects.'>® Even more,
this has been an epidemic of rapid progress, with initial
imported cases and then a significant spreading of
autochthonous cases in most countries in the tropics,’
which counts for more than a million cases in 2014 and
close to 400 thousand cases during half of 2015." This
imply serious implications not just for its acute phase
but also its chronic one.

In countries such as Colombia, there are
municipalities, particularly in the north Caribbean
Coastal region, with incidence rates over 2,500
cases/100,000 population, in departments such as
Bolivar, Atlantico, Cérdoba or Sucre.” But given the
ecoepidemiological conditions, CHIK has begun to
significantly increase its morbidity in other regions of
the country.”

After an infective bite, Aedes mosquitoes can
transmit the virus which can disseminate to multiple
organs after infect monocytes and macrophages,
pass through lymph nodes and microvasculature and
reach liver, spleen, muscle, joints and even the Central
Nervous System (CNS).***' This would lead to its
clinical consequences in different organs and systems.

Symptoms of CHIK include sudden onset of
fever, rash, and arthralgia, which predominantly affect
the wrist, knee, ankle, and small joints of the hands
and feet."'>*>* Other manifestations include headache,
myalgia, joint swelling, and nausea, which have been
reported to occur at varying frequencies. Symptoms are
generally resolved within 7—10 days, but some patients
are plagued with chronic arthralgia that could persist
for months or years."'>*>3

A spectrum of neurological manifestationsincluding
meningoencephalitis, myelopathy and neuropathy have
been reported following chikungunya infection.*”” A
retrospective study (the largest until today) on atypical
manifestations of CHIKYV infection during the epidemic
on Reunion Island,”® desctribes 147 (24.1%) patients
with neurological manifestations out of 610 patients
with CHIKYV infection. The range of presentations
included encephalitis (69, 11%), meningoencephalitis
(15, 2%), epileptic seizures (12, 2%), Guillain-Barre
syndrome (GBS) (4,1%), cerebellar syndrome (3, < 1%)
stroke (2, < 1%) and myelomeningoencephalitis (1, <
1%). However, there are many other studies assessing
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neurological manifestations or complications but most
studies are limited in population size. Until today most
of the global research on CHIK has been focused on
acute and chronic rheumatological consequences of
infection, such as the arthralgia, arthritis and the chronic
inflammatory rheumatism,"'>'"* oiven its relatively
high frequency, which has been recently estimated in
around 47.57% (95%CI 45.08-50.13)."” Consequently,
only one systematic review and meta-analysis have been
published,” which focused on the association between
levels of CHIKYV load with arthralgia as an indicator of
acute CHIKYV infection. No other meta-analyses have
been published. Furthermore, the continued and still out
of control spread of CHIK in the new endemic areas
in Latin America, including Colombia and Venezuela,
rise concern about the possibility of its consequences
at CNS, the so-called NeuroCHIK. Hence, we
conducted a systematic review and meta-analysis in
order to establish an accurate proportion estimate of
patients that develop neurological manifestations and/
or complications of CHIK (NeuroCHIK).

MATERIALS AND METHODS

LITERATURE SEARCH

In June 2015, MEDLINE (PubMed), SCOPUS,
Science Citation Index (Web of Knowledge) and
SciELO were searched to identify potentially relevant
articles using the search strategy (“Chikungunya” AND
“Neurological”). The review was conducted according
to the recommendations of the Meta-Analysis of
Observational Studies in Epidemiology group.”” No
limit was set for the publication year. The search strategy
was limited to articles in English, Spanish or Portuguese.
The retrieved articles were initially screened by title and
abstract in order to identify possible eligible studies by
all the authors. Full-text of the possible eligible articles
were reviewed and information abstracted by three
authors, when two authors disagree in the inclusion of
a study a third makes the final decision. Cohort studies
and cross-sectional studies were originally considered,
whereas case-control studies and case series where
not included since they are not suitable,”
sectional studies, giving the fact these have not been
used for estimations of neurological complications
associated to CHIK.

Nnor Cross-

79

STUDY ELIGIBILITY AND SELECTION

Original studies that assessed the proportion of
patients with serological diagnosis of acute CHIK
fever that evaluated neurological complications
were included. If an article presented data from
multiple study groups, of which some were eligible
for inclusion, eligible study groups were included
if the pertinent data could be extracted (follow up
period, serological confirmation and neurological
assessment).

Studies that included only patients with previous
neurological disease or previous neurological
symptoms where excluded, along with therapeutic
clinical trials. Articles were also excluded if they
were duplicates from already included articles (in a
bibliographical database search) or if the followed
population was lower than ten patients. Articles
were also excluded if no or insufficient data were
presented to analyze the diagnosis criteria for CHIK
or NeuroCHIK were not clear.

DEFINITION OF CHIK AND NEUROCHIK

CHIK: History of acute febrile arthralgia (acute
attack) with duration of at least 48 hours with positive
anti-CHIK  virus-specific immunoglobulin  M; or
RNA virus by reverse-transcriptase polymerase chain
reaction; or post-exposure anti-CHIK virus-specific
immunoglobulin G positive serological test detected
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).*

NeuroCHIK:  Any  neurological  symptoms,
particularly encephalitis and Guillain-Barre syndrome,
but also headache, scizures, meningitis, associated
with CHIK infection, fulfilling the above CHIK
criteria and without history of previous neurological
complaints before. Other non-neurological conditions
were excluded of the group analysis.

DATA ABSTRACTION AND QUALITY
ASSESSMENT

All identified possible eligible articles were entered in
EndNote X7 ® and were first screened on title and
abstract and reviewed independently by two research
team members. Those articles marked for inclusion by
cither team member went on to full-text screening, they
completed full data abstraction and a third member
verified all extracted data. Extracted data were: Author,
Title, Year of the study, Follow-Up months, Total
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population with CHIK (N), total of patients thatdevelop
NeuroCHIK (n), total of patients that develop either
arthritis or musculoskeletal symptoms as explained
before, Type of study (prospective or retrospective),
Institution, City and Country. For studies that evaluated
in different times, a same population during the follow-
up period the considered (n) was the reported when the
study finished. All data were checked in a third round
of verification. The MOOSE guidelines were used for
reporting.” The quality assessment of the included
studies was conducted using the New Castle Ottawa
for assessing the quality of non-randomized studies in
meta-analyses.”

STATISTICAL APPROACH

Unit discordance for wvariables was resolved by
converting all units to a standard measurement for
that variable. Percentages and means £ SDs were
calculated to describe the distributions of categorical
and continuous variables, respectively. Since individual
patient information was not available for all patients,
we report weighted means and SDs. A Student’s t-test
for independent samples was used for continuous
variables and the chi-square test with Yates’ correction
was used for proportions. A 2-tailed alpha level of
5% was used for hypothesis testing. The baseline data
were analyzed using the Statistical Package for Social
Scientists, version 21.0 (IBM). The meta-analyses were
performed using Stata, version 11.0 and the Microsoft
Excel spreadsheet developed by Neyeloff et al,36

142 articles identified (to June 15, 2015):
58 at Scopus
45 at PubMed
39 at Science Citation Index

particularly for the forest plots. Pooled prevalences
and their 95% confidence intervals (95% Cls) were
used to summarize the effect size for each study-
grouping variable using the random-effects model.
Measures of heterogeneity, including Cochrans Q
statistic, the I* index, and the tau-squared test, were
estimated and reported. We performed subgroup
analyses considering only prospective cohorts as well
retrospective, also by countries, India and France; a
meta-analysis for those studies assessing specifically
attention difficulties and encephalitis occurrence
and finally including only those studies with =200
patients. Publication bias was assessed using a funnel-
plot. A random-effects model was used to calculate
the pooled prevalence and 95% CI, given variable
degrees of data heterogeneity and given the inherent
heterogeneity in any systematic review of studies
from the published literature.

RESULTS

Our literature search yielded 143 articles and the last
day of the literature search was June 15, 2015. After
scrutinizing the titles and abstracts of retrieved arti-
cles, 52 articles were accessed in full text (Figure 1).
Among these 52 articles, 43 studies were excluded
because they did not included information regard se-
rological information, were non-observational studies,
corresponded to case report and case series, review ar-

v

| 52 articles I

v

Excluded by title and abstract: 90

Studies without serological
confirmation or lack of a control

v

3 Prospective studies
6 Retrospective studies

v

group: 5

Non-observational studies: 11
Case report and case series: 7
Review articles: 5

Duplicates: 15

Figure 1. Search strategy for identification of studies.
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ticles or other type of articles, not contain extractable
data on prevalence of NeuroCHIK or were duplicates
(Figure 1). Of the total nine remaining eligible studies,
six corresponded to retrospective cohort studies and
three to prospective cohort studies. Data were extrac-
ted from both types in an effort to extract the maxi-
mum available data. We included nine studies in the
final analysis coded from nine articles. The details of
the selection process of eligible articles are presented
in the Flow chart (Figure 1).

The studies included in our analysis were publis-
hed from 2007-2012 (Table 1) and reported data
on 2,161 patients (Tables 2 and 3). We stratified the
analyses according to the type of cohort (analyzing
together and separate, prospective and retrospective
studies) as well by country of the study (India and
France), by occurrence of attention difficulties and
encephalitis and selecting also those studies with
2200 patients (Table 3).

Among them 332 (15.4%) of the patients were
assessed in prospective cohorts (three studies) and
1829 (84.6%) in retrospective cohorts; 825 (38.2%)
were from India (six studies) and 1,336 (61.8%) from
France (three studies). At five studies (three prospec-
tive and two retrospective) with 931 (43.1%) patients
attention difficulties occurrence were assessed; 1424
(65.9%) corresponded to studies (5, 3 prospective and
2 retrospective) where encephalitis occurrence was
assessed. There were five studies (1 prospective and
4 retrospective) including at least 200 patients each,
combining 1,936 patients (89.6%). Data from indivi-

dual studies are presented in Table 1 and all studies
were considered of a minimum adequate quality on
the basis of Newcastle-Ottawa scale (Table 1).
Demographical and clinical characteristics of the
individual studies are included in Table 2.
The pooled prevalence of NeuroCHIK among
2,161 patients was 34.53% [95%ClI, (20.78-48.27%),
= 0.0734] (Figure 3A). Publication bias was asses-
sed with a funnel-plot for the standard error by logit
event, with no evidence of bias (Figure 2). The fun-
nel-plot showed symmetric distribution of all studies
at both extremes as well as around the midline. A sub-
analysis of prospective cohorts shown a prevalence
of NeuroCHIK of 36.87% [95%CI, (5.17%-68.57%),
= 0.0818] (Figure 3B). At retrospective cohorts,
the prevalence of NeuroCHIK was 33.39% [95%ClI,
(16.83%-49.94%), ©* = 0.0790] (Figure 3C). Analyzing
only studies assessing >200 patients the prevalence
was 38.54% [95%CI, (19.48%-57.60%), > = 0.0811]
(Figure 3D). A sub-analysis per country, shown a
NeuroCHIK prevalence at studies from India of
22.79% [95%CI, (14.49%-31.10%), ©* = 0.0734] (Fi-
gure 3E) whilst in studies from France was 54.20%
[95%CI, (17.47%-90.93%), t* = 0.0985] (Figure 3F).
Occurrence of attention difficulties prevalence was
16.46% [95%CI, (5.65%-27.27%), ©* = 0.0149] (Fi-
gure 3G). In the case of encephalitis its prevalence
was 9.90% [95%Cl, (8.25%-11.54%), t* <0.0001] (Fi-
gure 3H). Finally, analyzing the prevalence of seizures
this was 3.43% [95%CI, (0.55%-6.31%), t* = 0.00006]
(Figure 3I) (Table 3).

Table 1. Characteristics of included studies.

Study Quality
“m COhor‘type n (NeurOCHIK)

Staikowsky 2009 France La Réunion 2006
Rampal 2007 India Rajasthan 2006
Lewthwaite 2009 India Bellary 2006
Singh 2012 India Pr‘:‘tc}zgh o
Gerardin 2011 France La Réunion 2006
Kashyap 2010 India Nagpur 2006
Chandak 2009 India Nagpur 2006
Suryawanshi 2009 India Maharashtra 2006
Economopoulou 2009 France La Réunion 2005

Prospective 136 7

Prospective 60 20 4 41

Prospective 58 8 6 44
Retrospective 20 3 5 42
Retrospective 512 386 7 45
Retrospective 300 46 5 46
Retrospective 300 49 4 47
Retrospective 87 48 6 23
Retrospective 610 147 8 28

NeuroCHIK = Neurological manifestations and/or complications of CHIK.
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Figure 2. Funnel-plot for the Standard Error by Logit Event rate to assess for publication bias.

Figure 3. Prevalence of NeuroCHIK estimates (boxes) with 95% confidence limits (bars) for each study selected; pooled prevalence estima-

tes are represented as a diamonds in this plot. A, All selected cohort studies (prospective and retrospective). B, Prospective cohort studies.

C, Retrospective cohort studies. D, Studies including at least 200 patients. E, Studies from India. F, Studies from France. G. Prevalence of
attention difficulties. H, Prevalence of encephalitis. |, Prevalence of seizures.
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medical research.
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Figure 3A. Forest plot of all selected cohort studies (Prospective and Retrospective), showing unadjusted prevalence of NeuroCHIK estimates
(boxes) with 95% confidence limits (bars) for each Study selected; pooled prevalence estimates is represented as a diamonds in this plot.
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Figure 3B. Forest plot of Prospective cohort studies, showing unadjusted prevalence of NeuroCHIK estimates (boxes) with 95% confi-
dence limits (bars) for each Study selected; pooled prevalence estimates is represented as a diamonds in this plot.
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Figure 3C. Forest plot of Prospective cohort studies, showing unadjusted prevalence of NeuroCHIK estimates (boxes) with 95% confi-
dence limits (bars) for each Study selected; pooled prevalence estimates is represented as a diamonds in this plot.
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Figure 3D. Forest plot of Prospective cohort studies, showing unadjusted prevalence of NeuroCHIK estimates (boxes) with 95% confi-
dence limits (bars) for each Study selected; pooled prevalence estimates is represented as a diamonds in this plot.
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Figure 3E. Forest plot of studies from India, showing unadjusted prevalence of NeuroCHIK estimates (boxes) with 95%
confidence limits (bars) for each Study selected; pooled prevalence estimates is represented as a diamonds in this plot.
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Figure 3F. Forest plot of studies from France, showing unadjusted prevalence of NeuroCHIK estimates (boxes) with 95% confidence
limits (bars) for each Study selected; pooled prevalence estimates is represented as a diamonds in this plot.
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Figure 3G. Forest plot of studies assessing the occurrence of attention difficulties, showing its unadjusted prevalence estimates (boxes)
with 95% confidence limits (bars) for each Study selected; pooled prevalence estimates is represented as a diamonds in this plot.
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Figure 3H. Forest plot of studies assessing the occurrence of encephalitis, showing its unadjusted prevalence estimates (boxes) with 95%
confidence limits (bars) for each Study selected; pooled prevalence estimates is represented as a diamonds in this plot.
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Figure 3I. Forest plot of studies assessing the occurrence of seizures, showing its unadjusted prevalence estimates (boxes)
with 95% confidence limits (bars) for each Study selected; pooled prevalence estimates is represented as a diamonds in this plot.

DISCUSSION: but still unknown for many aspects in CHIK, then
be a concerning aspect of the ongoing epidemic in
the endemic areas in Latin America. According with
our results in the most conservative scenario about
33% of CHIK cases would present with neurological
manifestations and/or complications, NeuroCHIK

Neuroinfection caused by arbovirusis a serious concern
given their consequences.®”* This is well known in

the case of West Nile Virus (WNV) or dengue,®”*

87



Rodriguez-Morales AJ, Castafieda-Hernandez DM, Rodriguez-Morales AG

(36% if we just consider the prospective studies), with
3% developing seizures, 10% encephalitis and 16%
attention difficulties.

As has been stated, although more than 6 decades
have passed since CHIK discovery, only the 2005-
2006 epidemics in La Réunion, overseas France, have
stimulated increased research on this tropical disease.'
After a decade and different cohort studies there and
in India, there was not previous published systematic
review and meta-analysis as done herein.

Data for this meta-analysis come from studies done
in those two countries, showing differences (although
not significant) in the prevalence of NeuroCHIK
between them, with 54% in studies from I.a Réunion,
Francia and 23% in India. A trend that coincide with
the fact that in a concurrent meta-analysis from our
group focusing on chronic inflammatory rheumatism
associated to CHIK infection (pCHIK-CIR), this was
also higher in studies from France (50%) compared to
those from India (27%).*®

This consistent finding, would be result of the
different number of followed patients and because
studies from France were mainly retrospective,
although all of them with >200 patients, including the
largest cohort (610 patients). Most studies from India
were with <200 patients, which can lead to prevalence
over estimation. Nevertheless, this highlights the
importance of proper assessments in regions where
CHIK is endemic since, along with the virus lineage or
genotype, differences in the risk of developing acute
compromise of CNS, as well progression to chronic
forms of the disease, can depend on immune host
response and environmental conditions.???%?74142 In
the future, if other CHIK genotypes begun to circulate
in the same areas, compatrison would allow to assess if
they impose different clinical impacts on neurological
manifestations, as currently assessing this with past
epidemics where other genotypes and lineages were
present, as the Indian Ocean one, would also imply
potential differences in population immunogenetics
and responses probably based in HLA and other
ethnic factors. This has been recently showed regard
the differences of pCHIK-CIR prevalences between
studies in La Reunién island, France and India, being
higher in the first, as evidenced in a meta-analysis which
is coming out in the next weeks from our group.*®4°

If we extrapolate the findings of current meta-
analyses to the ongoing epidemics in the Americas,
including there Colombia and Venezuela, where
1,100,034, 106,592 and 39,810 cases, respectively,
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were reported, we can anticipate that 363,011, 35,175
and 13,137 cases, respectively, of CHIK presented
neurological manifestations and/or complications,
but of them 176,005, 17, 055 and 6,370 attention
difficulties, as well 110,003, 10,659 and 3981
encephalitis and 33,001, 3,198 and 1,194 secizures.
These figures are highly concerning given the fact
that during half of 2015 the Americas have reported
366,469 new cases of CHIK, with 266,993 in Colombia
and 12,780 in Venezuela. Then we can expect at least
241,870, 176,215 and 8,435 cases of NeuroCHIK for
the ending of 2015 with 117,270, 85,438 and 4,090
cases of attention difficulties, 73,294, 53,399 and 2,556
cases of encephalitis and 21,988, 16,020 and 767 cases
of seizures, if the trend is kept with no significant
increases in the number of CHIK cases in the region
and in these counttries.

However, our estimations would be still limited
regarding the high heterogeneity of the included studies
and because studies published in other languages
different than English, Spanish or Portuguese were
not considered. This leave potentially important
works written in French. Besides this, the funnel-
plot suggested no publication bias in this report. The
quality assessment showed good quality of most of the
studies. In order to manage the heterogeneity of the
studies we conducted sub-group analysis by assessing
differences including only retrospective and only
prospective studies, with a not significant difference.
Still the prevalence remained high (one third of
patients with NeuroCHIK) enough to raise concern
of what we could expect in the coming months and
years.

In this setting, there is a call to healthcare managers
to establish prompt disease spread control and to
educate physicians in order to prepare them for the
future challenge of disease? as well specifically for
proper diagnosis and management of CHIK with
manifestations and complications of CNS. There
is still a lack of high quality evidence to guide its
assessment and diagnosis, and also of local studies in
Latin America to address the real clinical impact of
CHIK. CHIK is a problem in the present, and could be
a major problem in the future including its neurological
compromise. Even more, from 2015, cocirculation of
Zika (ZIKV) is another emerging neuroinfection that
would be of interest, that should be included in the
differential diagnostic and require more attention to
complications and even associated deaths, even more
given its rapid spread in Latin America.’**?
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RESUMEN

INTRODUCCION

El Virus Zika (ZIKV) es un arbovirus del género de los Flavivirus en la familia Flaviviridae. A este grupo pertenecen
otros de importancia clinica como son el vitus del dengue (DENV), virus de la fiebre amarilla (YFV) y el virus del Nilo
occidental (WNV). El ZIKV fue identificado por primera vez en monos Rhesus del bosque Zika, en Uganda, del cual
recibié su nombre (1947) y posteriormente fue aislado en seres humanos en Nigeria (1954). La presentacién clasica de la
enfermedad consiste en sindrome febril leve, poliartralgias levas a moderadas, rash maculopapulat, con o sin mialgias, y
con o sin cefalea. Se ha asociado al desarrollo de alteraciones neuroldgicas y posiblemente malformaciones congénitas en
la gestacion. Los mosquitos Aedes aegypti son el vector principal pero otras especies y géneros podtian estar involucrados.
El ZIKV fue una enfermedad desatendida por su limitado nimero de casos y bajo impacto clinico en compatacién con
otros arbovirus. Para 2016, la Organizacion Mundial de la Salud declaré al ZIKV como una emergencia de salud puiblica
de importancia internacional. Su trasmision autdctona ha sido reportada en muchos paises.
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ABSTRACT

Zika virus (ZIKV) is an atbovirus belonging to the
genus Flavivirus in the family Flaviviridae. This group
includes other clinically important viruses such as dengue
virus (DENV), yellow fever virus (YFV) and West
Nile virus (WNV). The ZIKV was first isolated in the
Zika forest, Uganda, in rhesus monkeys (1947); and in
humans in Nigeria (1954). The classic presentation of
the disease is mild febrile syndrome, mild polyarthralgia,
maculopapular rash, with or without myalgia, and with
or without headache. It has been associated with the
development of neurological disorders and possibly

congenital malformations in pregnancy. Aedes aegypti

mosquito is the main vector but other species and genuses
would be involved. The ZIKV was a disease unattended
by its limited number of cases and under clinical impact

compared to other arboviruses. By 2016, the World
Health Organization declared the ZIKV as a public health
emergency of international concern. Autochthonous
transmission has been reported in many countries and
territories and is expected to continue to expand into new
areas, demonstrating the fragility of health systems and
deficit control for these vectors. This review describes the
state of the art of ZIKV, and its main general aspects.

KEy worps
Zika, Arbovirus, Dengue, Chikungunya, .4edes, Colombia,
Latin America.

INTRODUCCION

La infeccién por virus Zika es una arbovirosis causada
por un virus de la familia Flaviviridae (género Flavivirus)
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(atbovirus grupo B) que lleva dicho nombre por el
bosque en el cual fue identificado inicialmente."” Ello
en la penfnsula de Entebe (al norte del lago Victoria,
frontera con Tanzania), cerca de la carretera que va
a la ciudad capital de Kampala, Uganda, en abril del
afio 1947, cuando fue encontrado en monos rhesus,
que estaban siendo empleados como centinelas en
la vigilancia de epizootias de fiebre amarilla en dicho
pafs."”

Su aislamiento fue hecho por segunda vez a nivel
entomoldgico de un lote de mosquitos Aedes africanus,
nueve meses después, en enero del aflo 1948, en el
mismo bosque de Zika."’" Cuatro aflos mas tarde
(1952), fue identificado por primera vez en estudios
serologicos en humanos llevados a cabo en Uganda
y Nigeria. En dichos sujetos no se encontraron
manifestaciones clinicas de la enfermedad.'”?
Postetiormente (1954), se identificaron tres casos
en los cuales se observo enfermedad en humanos,
en Nigeria® En dicha época el diagnostico de estos
casos se realizé por pruebas inmunoldgicas como la
fijaciéon complemento y hemaglutinacién, combinada
con inoculacion a roedores albinos suizos que servian
como modelo animal de neuroinfeccion.'*® El dafio
neurolégico, en astroglia con destruccion de las células
piriformes del cuerno de Ammon fue reportado casi
dos décadas mas tarde en otros estudios en modelos
murinos.” En un voluntario se experimenté con la
inoculacién del virus para evaluar sus efectos clinicos
en 1956, encontrandose que el paciente no presentd
sintomas sino hasta el dia 3 posterior a la misma,
cuando inici6 con una leve cefalea en la region frontal y
que se irradio a la regién occipital para posteriormente
volverse generalizada. Tuvo aumento de la temperatura,
37,4°C (99,3°F), ademas malestar, que duraron 2 dias.
Al quinto dfa su temperatura alcanz6 38,1°C (100,5°F),
con incremento en la severidad de la cefalea y el
malestar, asi como adicionandose nauseas y vértigo. Al
séptimo dia los sintomas habfan desaparecido.”

En relacién al vector, en estudios posteriores (desde
1950) se sigui6 identificando en una gran cantidad de
Ae. africanus (>1300) el virus Zika.* A pesar de ello,
los principales vectores investigados en dos de los
once brotes epidémicos en la década pasada son Ae.
albopictus incriminado como vector primario en Gabén
y Ae. hensilii en el brote de la Isla Yap.™!! Aedes aegypti se
ha implicado en la transmisién de la epidemia actual
en las Américas.” Sin embargo, otros posibles vectores,
incluso de otros géneros, podria estar involucrados
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(Aedes, Mansonia, Anopheles y quiza Culex)."* "

No obstante, evidencias recientes han indicado,
por estudios de evolucion molecular, que su origen
en Uganda estuvo alrededor del ano 1920, mas
probablemente entre 1892 y 1943.1

Es de notar, que en la misma familia Flaviviridae
se encuentran también el virus del dengue (con sus
cuatro serotipos) y el de la fiebre amarilla (género
Flavivirus). A pesar de compartir mecanismos de
transmision y vectores (especies del género Aedes), el
virus chikungunya pertenece a otro género Alfavirus
(atbovirus grupo A), en la familia Togaviridae.>'*!”

El virus Zika estd envuelto en una cipside icosaédrica
y su genoma es ARN monocatenario positivo no
segmentado. Posee un unico marco de lectura abierto
(ORF por sus siglas en inglés) que codifica las proteinas
estructurales C, M y E y las proteinas no estructurales
encargadas de la replicacién y el ensamble. Se han
identificado vatiaciones en las cadenas virales en CS1
y CS2 relacionadas a la ciclacién y replicacion del
genoma, que podtia influir en la interaccién con el
huésped y patogenicidad del virus." Existen dos linajes
de virus del Zika, el linaje africano y el linaje asiatico."
Los estudios trealizados hasta el momento claramente
muestran que en Latino América, a partir de muestras
de Brasil, Surinam, Chile y Colombia, circula el linaje
asiatico.""*

Sobre sullegada a Brasil, punto a partir del cual se genera
la actual epidemia que afecta a Colombia y América
Latina, se han especulado varias teorfas, que incluyen su
introduccién desde Africa durante la Copa Mundial de
Fatbol FIFA 2014 asi como también, la que finalmente
ha sido aceptada como mas probable, proveniente de
la Polinesia Francesa como consecuencia de viajeros
que llegaron de dicha zona, para otro evento deportivo,
el campeonato de canotaje Va’a World Sprint, que se
celebré también en 2014 en Rio de Janeiro. En adicion,
también se postulé la hipétesis de que la Jornada
Mundial de la Juventud y la visita del Papa Francisco
en 2013, habrfan traido consigo peregrinos portadores
del virus.»*

Muy rapidamente el virus empezé a circular en Brasil,
inicialmente en los estados de Sao Paulo, Bahia y Rio
Grande do Norte (mayo 2015).* Para junio 2015 se
habfa extendido ademas a Rio de Janeiro, Alagoas,
Maranhao, Pard y Roraima. Durante ese mes se publicd
un caso de un viajero italiano que habfa estado 12 dias
en Bahia (Salvador), a finales de marzo 2015 y regresé
a Florencia donde fue atendido en la Unidad de
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Azienda, por presentar 4 dfas de rash o exantema
ligeramente pruriginoso y confluente, difuso, en cara,
tronco, brazos y piernas, acompafiado de fiebre (de
hasta 38°C), conjuntivitis, debilidad generalizada y
edema doloroso de ambas manos y pies.”® Ello ademas
genera la gran preocupacién de posible transmision
autéctona de Zika en algunos paises de Europa,
incluido Italia,”” que en el pasado han tenido dicha
situacion para el caso de chikungunya (Francia y
Espafia también).”

En octubre de 2015, el Ministerio de Salud y Proteccion
Social de Colombia confirmé la presencia del virus de
zika en el territorio nacional, el cual fue introducido al
pafs por un turista que arrib6 a Cartagena de Indias,
departamento de Bolivar. En dicho momento se
confirmaron nueve casos después de que el Instituto
Nacional de Salud hiciera 98 pruebas en dicho
departamento (13 en Cartagena y 85 en Turbaco).
Laactual epidemia en América Latina estd evidenciando
las fragilidades de los sistemas de salud y el déficit en el
control para estos vectores, como se venia observando

para dengue y chikungunya.”*

Epidemiologia en las Américas y en Colombia

Un nimero limitado de casos de infeccion con el
ZIKV fueron reportados en seres humanos en el Africa

subsahariana y el sudeste de Asia hasta el afio 2007,
cuando ocurtié un brote en la Isla Yap, Micronesia.
Durante los afios 2013 a 2014, se presenté una epidemia
en la Polinesia Francesa, antes de extenderse a través
del pacifico hacia Nueva Caledonia y las Islas Cook."”
Luego de su llegada a Brasil y posteriormente
a Colombia, Surinam, Centro América y el Catibe,
la enfermedad experimentd una rapida expansion
mostrando su capacidad endémica en los paises
tropicales.™ Un aspecto importante a considerar,
es que los casos en esta region son el origen de casos
importados a Europa y Norte América, que se estdn ya

reportando.’*
En la epidemiologia, factores como el cambio
climatico™"* parecen estar propiciando la transmision,

especialmente en Brasil,”® pero también en paises de

Europa existe riesgo de transmision autdctona como
ha pasado con chikungunya y dengue.”**

Hasta el 28 de abril de 2016 se han reportado en las
Américas, de acuerdo a cifras de la Organizacién Pana-
mericana de la Salud (OPS), un total de 264.058 casos
(256.076 sospechosos y 7.982 confirmados por labo-
ratotio).* De dicho total, 35,0% son de Brasil (92.421),
27,3% de Colombia (71.952), 11,9% de Venezuela
(31.576), 7,4% de la isla de Martinica (19.412), 6,9%
de Honduras (18419), 4,3% de El Salvador (11.327),
1,5% de Surinam (4043), entre 35 territorios de la re-
gién (Tabla 1).

Tabla 1. Nimero de casos de Zika acumulados por paises de mayor tasa de incidencia acumulada calculada, regién de las Américas,
2015-2016 (al 28 de abril de 2016), de acuerdo a la OPS.*

Poblacion (2016)*

Tasa de Incidencia

Sospechosos Confirmados Acumulada
Surinam 3.516 527 4.043 548.000 737,77
Honduras 18.417 2 18.419 8.190.000 224,90
El Salvador 11.281 46 11.327 6.146.000 184,30
Colombia 68.660 3.292 71.952 48.654.000 147,89
Venezuela 31.224 352 31.576 31.519.000 100,18
Brasil 91.387 1.034 92421 209.568.000 44,10
Haiti 1.777 5 1.782 10.848.000 16,43
S 1674 73 1747 10.649.000 16,41
Guatemala 915 261 1.176 16.673.000 7,05
Panama 0 220 220 3.990.000 5,51
México 0 252 252 128.632.000 0,20

*Datos proyectados por Banco Mundial (http://databank.worldbank.org/data/)
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Al calcular las tasas de incidencia, la mas de ellas
se observa en Surinam, con 737,77 casos/100.000 ha-
bitantes; seguida por Honduras, 224,9 casos/100.000
habitantes; El Salvador con 184.,3 casos/100.000 habi-
tantes; Colombia con 147,89 casos/100.000 habitan-
tes; Venezuela con 100,18 casos/100.000 habitantes; y
Brasil con 44,1 casos/100.000 habitantes, entre otros
paises (Tabla 1).

En Colombia, el Zika se ha extendido por todas las
zonas urbanas y rurales que se encuentran por debajo de
los 2.200 msnm (practicamente decir que solo Bogota,
Manizales, Tunja y Pasto esta fuera de riesgo), donde
las especies circulantes Aedes aegypti y Aedes albopictus,
principalmente, estan presentes. Segun el boletin de la
semana epidemiolégica nimero 16 (17 al 23 de abril
de 2016) del Instituto Nacional de Salud (INS), se han
reportado 75.187 casos en total, que pertenecen a la
mayorfa delas entidades territoriales de Colombia, de los
cuales 3.752 casos fueron confirmados por laboratorio
y 71.435 se consideran casos sospechosos por clinica
(65.963 proceden de 385 municipios donde se han
confirmado casos por laboratorio). La mayorfa de los
reportes son de los departamentos de Valle del Cauca,
Norte de Santander, Huila, Tolima, Cundinamarca y
Santander. En las gestantes, un total de 11.306 casos
fueron reportados hasta la fecha, de los cuales 2.008
han sido confirmados por laboratorio.

Patogénesis

El virus de Zika infecta las células dendriticas cerca
del sitio de la inoculacién y luego se disemina a los
ganglios linfaticos y el torrente sanguineo, quiza en
forma patrecida a como ocurre en chikungunya.*50-3
La replicacién viral se produce en el citoplasma celular.
Se han encontrado antigenos del virus en los nicleos
de células infectadas. El 35% de las infecciones de
Zika son asintomaticas, y el 65% producen signos.
Sin embargo, estas cifras tendrin que ser mejor
definidas a raiz de las investigaciones actuales sobre la
enfermedad.”*"

Cuando un mosquito no infectado del género
Aledes pica a un paciente infectado, ingiere una comida
de sangre que contiene virus Zika. Como en el caso de
otros virus del género Flavivirus, Zika probablemente
se replica en el epitelio del intestino medio y
posteriormente, en las células de la glindula salival.
Después de un periodo de incubacion extrinseca de
5 a 10 dias, el virus se puede encontrar en la saliva
del mosquito que entonces puede ser infectante para
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9,39,50-55

seres humanos susceptibles no infectados.
Por otra parte, el virus probablemente se puede
transmitir verticalmente, en forma transovarica, como
se ha observado en otros flavivirus.”*"*> Cuando el
mosquito tiene en su saliva Zika y este es inoculado
en la piel humana, el virus puede infectar a los
queratinocitos epidérmicos, fibroblastos de la piel en
la capa subcutanea y las células de Langerhans.”*%%
Los queratinocitos y fibroblastos contienen AXIL,
TYRO3 y TIMING-1, que puede servir como factores
de unién o receptores para Zika. Las células de
Langerhans contienen DC-SIGN, que puede también
servir como un receptor para la entrada del virus. La
infeccién primaria por virus de Zika en fibroblastos
de la piel se asocia con la regulaciéon positiva en la
expresion de TLR3-ARNm y una mejor transcripcion
de RIG-1 y MDAS, que son factores conocidos en las
respuestas inmunes innatas a la infeccién por virus
ARN. Esto es seguido por un aumento de la expresion
de interferén alfa y beta, y sus vias de activacion
inmune. Ambos tipos de interferones 1 y II pueden
suprimir la carga viral de células infectadas. Por otra
parte, Zika es capaz de aumentar su replicacion por
la induccién de la autofagia en células huésped.”****
Por lo tanto, los inhibidores de la autofagia pueden
disminuir la carga viral de células infectadas. Después
de la replicacion en estas células en el tejido local y
los ganglios linfaticos regionales el virus alcanza
el torrente sanguineo. El virus entonces se puede
difundir a partir de los vasos linfaticos patra llegar a
otros 6rganos y tejidos, incluyendo el sistema nervioso
central, musculos esqueléticos, miocardio, y en forma
transplacentaria al feto, entre otros posibles tejidos.
Ademas con la posible persistencia en el tiempo del
virus®**"% La infeccion por Zika en ratones lactantes
se ha demostrado altamente neurotrépico desde hace
mucho tiempo. Los cerebros de los ratones lactantes
infectados han mostrado degeneracién neuronal,
infiltracién celular y compromiso en el cerebro
asociado a la replicacién del virus. También estd
presente en neuronas con influencia de la hormona
liberadora de gonadotropina, que a su vez puede
afectar a la supervivencia neuronal y la migracion.
Al patecer el virus puede persistit hasta 159 dias
después de la inoculacion intracerebral en macacos
rhesus.”””**% El neurotropismo y la persistencia de
Zika puede por lo tanto parcialmente explicar lo que
se estd empezando a observar de la microcefalia y las
complicaciones neurolégicas predominantemente
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y anomalias fetales en esta sospecha de entidad que
podtia denominarse sindrome de infecciéon congénita
port virus Zika.”*’

Aspectos clinicos

La infeccién por virus Zika plantea un particular
reto para el personal de salud y en particular para el
médico que debe enfrentarse al diagnéstico de los

sindromes febriles y exantematicos,”*

que tienden
a solaparse entre multiples enfermedades infecciosas
y tropicales que tienen su patrén de ocurrencia en
diferentes zonas geograficas de los paises afectados.”
En el caso de Colombia, y en general de América
Latina, particularmente con el diagnéstico diferencial
de dengue y chikungunya, entre otras condiciones

60,61

como malaria,* leptospirosis,”' sarampion, entre

otras, y donde ademads tenemos la posible ocurrencia
de coinfecciones.®%

El cuadro clinico, entonces, es complejo para el
médico en los servicios de urgencias. El Zika, como
el dengue y el chikungunya, tienen un perfodo de
64 pero generalmente
parece durar menos de 5 dias, luego de lo cual, en
aquellos pacientes que presentan sintomas (25-
75%), de acuerdo a la definicién de caso clinico van
a presentar exantema (habitualmente pruriginoso, en
extremidades y tronco generalmente), con elevaciéon de
la temperatura corporal axilar mayor de 37,2°C y uno
o mas de los siguientes sintomas que no se explican
por otras condiciones médicas: conjuntivitis no
purulenta o hiperemia conjuntival, prurito, artralgias,
mialgias, cefalea o malestar general. Sin embargo, los

incubacion similat, de 3-12 dias,

pacientes pueden presentarse con condiciones de
base o comorbilidades, que podrian potencialmente
ser un riesgo para una evolucién diferente a la leve
a moderada,” y de hecho son considerados si las
tienen, un grupo de tiesgo, en adicién a aquellos que
sin tenetlas se encuentran en alguno de los siguientes
grupos poblacionales: neonatos, lactantes, mujeres
embarazadas y ancianos (de 65 aflos y mas).”

Es importante mencionar el patrén de dichos ha-
lazgos clinicos y sus principales caracteristicas en la
infeccién por Zika (Tabla 2).

Fiebre. Con relacion a ésta, tiene por caracteristica
ser mas bien febricula.””® En el caso de las
embarazadas, es incluso no percibida por las pacientes
y éstas pueden manifestar que no han tenido fiebre en
su historia natural.»>*** Ello es porque la temperatura
se incrementa muy discretamente (37,2-37,6°C).
Tiene patrén continuo y puede durar de 24 a 72 horas.
Por ello, y especialmente en mujeres embarazadas,” su
ausencia no descarta que el paciente no tenga Zika. En
este contexto, es entonces recomendable que a todo
paciente se le cuantifique la temperatura, en especial,
tanto a nivel oral como axilar, por 5 minutos.

Rash o exantema. Es un exantema maculo
papulat, rojo y blanco, acompafiado de prurito y que
puede empezar en miembros superiores ¢ inferiores
y que posteriormente se disemina, hacia térax y
abdomen y se generaliza.”****" El rash puede empezar
también en cara y generalizarse a todo el cuerpo.”” En
cuanto a su duracién, puede ir de 24 a 48 horas. En el
caso especialmente de las mujeres embarazadas puede
ser la dnica manifestacion clinica.””” Al examen

Tabla 2. Comparacion de sintomas entre DEN, CHIK y Zika. Modificado de loos y Rodriguez-Morales.!”*

+++ +++

Fiebre AFARRF
Mialgia/artralgia +++
Edema de extremidades 0
Rash maculopapular ++
Dolor retro-orbital AR
Conjuntivitis 0
Linfadenopatias ++
Hepatomegalia 0
Leucopenia/trombocitopenia +++

SRS ++
0 ++
Ak +++
+ ++
+ +++
++ +
+++ 0
+++ 0
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fisico puede observarse el sigho de Pastia (o signo
de Thompson), que se caracteriza porque a la digito-
presién el lugar se torna blanco y posteriormente
recupera su color. En algunos pacientes el prurito es
muy intenso y amerita tratamiento inmediato.
Conjuntivitis. La conjuntivitis es similar a otras de
etiologfa viral, es decir, no purulenta acompafiada
de prurito, con hiperemia conjuntival que puede ser
leve, moderada o severa, con inyeccién conjuntival
y puede presentarse edema bipalpebral.!">™" Es
importante mencionar que los pacientes podtian
presentar hiperemia leve de la conjuntiva y esta no
se comportarfa como una verdadera conjuntivitis,
por lo cual debe evaluarse cuidadosamente. Su
duracion suele ser de 24 a 72 horas. Aun cuando no
se ha reportado en poblaciéon adulta, en neonatos y
lactantes se han descrito diferentes alteraciones en el
fondo de ojo que incluyen hipoplasia del disco éptico,
atrofia corioretinal, alteraciones de la pigmentacion

macular, cicatrices corioretinales
76,78

perimaculares,
atrofia macular, entre otras.
Artralgia. El virus Zika estd incluido entre los
llamados virus artritogénicos o capaces de producir
artralgia.'” Sin embargo, este sintoma es muy
leve, no es incapacitante (como puede setlo en
chikungunya),”**”# pudiendo ser monoarticular.
En poliarticular
imposibilitar al paciente para coger los objetos.”
Muchos pacientes con Zika pueden no presentar
artralgia. En algunos casos este hallazgo se acompafia
de edema de miembros inferiores, especialmente en
mujeres embarazadas.”*#% La artralgia suele durar
menos de 48 horas, pero puede durar hasta 10 dias,
mejorar y luego reactivarse el dolor. En cuanto a su

chikungunya es llegando a

localizacion, afectan generalmente articulaciones de
las manos y pies. Se puede presentar mialgia leve,
especialmente en miembros inferiores.*

Cefalea. Suele ser generalizada. A diferencia de lo que
ocurre en el dengue, no se presenta dolor retro-ocular.
Sin embargo, como es de esperar, en pacientes con
coinfeccién con dengue, puede observarse.”

Pardlisis faciales. Unos de los sintomas muy
importantes que puede presentar el paciente, es el
adormecimiento de la cara, con empelotamiento de
la lengua.”” Cuando se le pide al paciente que mire
la luz sin mover la cabeza, es incapaz de arrugar la
frente. Cuando se le pide al paciente que cierre los
ojos este también es incapaz de hacerlo. Pueden llegar
a ser incapaces de mostrar los dientes. En algunos
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puede haber desviacién de la comisura labial al lado
contralateral. Estos hallazgos hacen pensar en general
de paralisis facial. Por lo general acompafia al paciente
que presenta una debilidad de las piernas. Antes de
presentarse esta debilidad, el paciente manifiesta
adormecimiento de las manos y luego debilidad de
las piernas. Por lo general ocurre al cuarto dia de
la historia natural de la enfermedad. Al valorar los
reflejos osteotendinosos, pueden estar ausentes y de
igual forma el reflejo patelar, de manera bilateral.
Linfadenopatias. T.as lifadenopatias se puede
presentar a nivel retro auricular y de la cadena
cervical posterior.”®”" Este hallazgo es infrecuente
en chikungunya.” Es de notar que estos pacientes
no suelen presentar leucopenia ni trombocitopenia.”
Recientemente se ha reportado un caso con éste
ultimo hallazgo y hemorragias subcutaneas.®™

En general, una recomendacién de interés para el
clinico es establecer los diagndsticos diferenciales en
el paciente febril basados en la epidemiologfa de lugar
donde estuvo el paciente, pero también desde pun-
to de vista sindromatico: exantemadtico, hemorragico,
respiratorio, ictérico, adenopatico (con o sin hepato o
esplenomegalia) e inespecifico (Tabla 3).°%%

Transmision del virus

EL ZIKV se transmite a los humanos
principalmente por picadura de mosquitos infectados
del género Aedes: Aedes aegypti en regiones tropicales y
Aledes albopictns en regiones tropicales y subtropicales.®
No obstante, es probable que el virus pueda ser
transmitido por otras especies del mismo género o
de géneros diferentes como Anopheles, Mansonia y
Citlexe?53%589102 F] virus se ha detectado en sangre,
saliva, liquido cefaloraquideo, orina, semen, liquido
amnidtico y leche materna #3819 Sobre este punto,
pese a ello, no se ha evidenciado aun en transmision
y la recomendacién (a febrero 2016), es lactar.® Sin
embargo, se han reportado casos de contagio por esta
via ocasionados por otros arbovirus como el DENV.'%

La transmisiéon materno-fetal es resultado de la in-
feccion intrauterina e infeccion intraparto.®'738996102104

El virus ZIKV también puede adquitirse por medio
de transmisién sexual,'®'' trasfusiones sanguineas y
trasplantes de 6rganos o tejidos.*

Diagnastico clinico y de laboratorio

Aunado a la sospecha clinica de la enfermedad
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basado en lo anterior, en los llamados grupos de
riesgo, previamente definidos, a nivel nacional se debe
realizar diagnéstico de laboratorio, el cual se lleva a
cabo a través de técnicas de biologia molecular como
la reaccién en cadena de polimerasa en tiempo real
(RT-PCR).»3%% Ello se basa en la historia natural de
la enfermedad, donde en aquellos pacientes que pre-
sentan sintomas, al cabo de 4-5 dias (hasta 12 dfas)
posterior a la picadura del mosquito o exposicion
(petiodo de incubacién),** el ARN del virus se va a
poder detectar en sangre (viremia). La viremia se man-
tiene considerablemente durante los primeros 4 dias y
empieza a caer hasta el dia 7°, luego de cual no hay ya
viremia. Este petiodo de tiempo es fundamental para
la toma de la muestra que pretenda hacer diagnéstico

con RT-PCR.3%#*

En adicién a los grupos de riesgo, en Colombia,
se adicionan como grupos en los cuales se debe hacer
diagnéstico de laboratorio: poblacién general proce-
dente del extranjero o de municipios sin transmisién
confirmada de Zika (zonas a una altitud menor a
2.200 msnm), siempre que tenga cumplimiento de la
definicién clinica, previamente mencionada.

Infortunadamente, a febrero 2016, no existen dis-
ponibles en Colombia y muchos otros pafses® prue-
bas serolégicas que permitan identificar la presencia
de anticuerpos especificos, como la IgM, que al pa-
recer empieza a aparecer del 4° al 7° de la infeccién
hasta aproximadamente 2-3 semanas, y la IgG, que al
parecer aumentarfa en titulos después de 2 semanas.

Tabla 3. Comparacion de hallazgos de mayor frecuencia con otras enfermedades infecciosas, por aproximacion sindromatica y

considerando su epidemiologia. Modificado a partir de Cortés et a

Infeccion

Epidemiologia

|58

Predominio

urbano DETEE

A Chikungunya
Sarampién

+
+

+

Rubeola +
Sifilis +
VIH +
Zika +
Virus Epstein-Barr =
Influenza -

Virus Sincitial Respiratorio -
Metapneumovirus -
HepatitisAy B =

CMV -
Toxoplasma -
Leptospirosis +
Hepatitis E -

Ricketsiosis +

Fiebre tifoidea y
paratifoidea
Hantavirus =

v

L Fiebre amarilla -
Predominio rural

Malaria -
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+ - - - +
- - - +
- - + +
_ + + _
+ - - -
+ - - -
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- + + -
_ . + _
+ + - -
_ + . _
+ - - -
+ + + +
+ - - -
_ + - _
- + + +
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Complicaciones frecuentes

La tasa de letalidad por la enfermedad esperada
es baja y la presentacién de formas clinicas graves es
poco comun, si bien posible en pacientes con factores
de riesgo (atn por definirse) o comorbilidades.'”
La infeccion por ZIKV se ha asociado con las
complicaciones en forma inespecifica aun.

Malformaciones congénitas

Durante los ultimos meses, la infeccién por virus
Zika a nivel congénito se ha vinculado con una
seria de malformaciones congénitas, que incluyen
principalmente a la microcefalia. Esta relacién posee
una sospecha fuerte aun no probada cientificamente,
ya que su etiologfa es de origen multifactorial. Se define
la microcefalia como el perimetro cefalico (PC) < de
2 DE (desviaciones estandar) por debajo de la media
de acuerdo a la edad, género y datos poblacionales.
Se define la microcefalia severa como el PC < de
3 DE por debajo de la media de acuerdo a la edad,
género y datos poblacionales.””*'%21%1% No todos los
embarazos expuestos al ZIKV tendran esta afectacion.
Pero en todo caso, es ctitico realizar una buena
medicién del PC con el fin de garantizar que no se
tenga microcefalia. Adicionalmente, se han reportado
pérdidas fetales, alteraciones a nivel oftalmoldgico,
calcificaciones intracraneales, ventriculomegalia y
defectos de la médula espinal en el feto 10210417
La medicion del perimetro cefalico es un método
rapido y no invasivo para determinar si el tamafio de
la cabeza del bebé es demasiado grande (macrocefalia)
o demasiado pequefia (microcefalia). Cuando se
compara con las curvas de crecimiento normativas,
las mediciones de serie de PC son extremadamente
significativas en el monitoreo de la salud infantil.
La herramienta mas barata y rapida disponible para
evaluar el desarrollo del sistema nervioso central e
identificar los recién nacidos con riesgo de presentar
trastornos del neurodesarrollo.'”™ Otras alteraciones
incluyen hydrops fetalis, hidrocefalia, agenesia y
disgenesia del cuerpo calloso y del vermis cerebelar,
entre otras que incluso abarcan hasta la médula
espinal.'™

Es importante ademas considerar que en el
diagnéstico  diferencial existen multiples factores
asociados a microcefalia, infecciosos y no infecciosos.
Entre los infecciosos por ejemplo el STORCH:
sifilis, toxoplasmosis, rubeola, citomegalovirus, virus
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herpes 1y 2, asi como también debe descartarse VIH,
hepatitis B, malatia, dengue y chikungunya.”' Entre
las no infecciosas, los factores genéticos y metabdlicos
deben ser objeto de evaluaciéon.”!

Sindrome de guillain-barré (SGB)

Ocurre por una respuesta autoinmunitaria que
conlleva a procesos inflamatorios en los nervios y
produce debilidad o paralisis muscular. Generalmente
al cuarto dia de iniciado la enfermedad, y es un
Guillan Barre atipico, que puede manifestarse con
unas parestesias en las extremidades. Es una patologia
que puede ser inducida posterior a la infeccién
especialmente por ciertos virus y bacterias, entre
otros microorganismos. En lugares donde se han
incrementado los reportes de infeccion por ZIKV,
se ha observado un aumento proporcional en la
incidencia de esta patologia.®'"” Estudios muy
recientes han establecido vinculos muy fuertes en
un estudio de casos y controles donde la ocurrencia
previa de infeccién por virus Zika (demostrada
serolégicamente) se asocié con el SGB en una
magnitud de un odds ratio (OR) de 59,7 (1C95% 10,4
_ o0 ).110,111

Los casos de sindrome de Guillain-Barté asociados
a infeccién por Zika corresponden con el fenotipo
de neuropatia axonal motora aguda (AMAN), en
el cual se ha postulado que es debido a anticuerpos
anti-glicolipidos. Sin embargo, no se ha encontrado
el patrén esperado de anticuerpos, ni tampoco aun
evidencia de mimetismo molecular entre el virus
Zika antigenos y los anticuerpos anti-glicolipidos que
podtia inducir una respuesta autoinmune. Por lo tanto,
se postulan métodos diferentes de la patogénesis. Es
evidente que necesitamos una mejor comprension
de la patogénesis de esta enfermedad y se requieren
urgentemente estudios al respecto en el contexto de la
actual epidemia.*”!""!!!

Otras complicaciones

Se reporté un desenlace fatal en una paciente
diagnosticada  con  enfermedad de  células
falciformes, quién presenté infeccién por ZIKV en
el departamento del Atlantico, Colombia.'” Por esta
razén, se propone que la infeccién por el virus Zika
tenga peor prondstico cuando hay patologias de
base.'"” Posterior a ello, existe un reporte adicional de
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cuatro muertes donde los pacientes tenfan patologias
de base (leucemias, diabetes ¢ hipertension arterial)
y fallecieron con infeccién por ZIKV confirmada
también por RT-PCR."* Las coinfecciones se han
observado entre DENV y CHIKYV y es posible que
también ocurra con ZIKV. Adicionalmente, se ha
reportado en un caso clinico de coinfeccion entre estos
tres arbovirus en un mismo paciente. Debido a las
caracterfsticas clinicas similares entre estos agentes y a
la falta de aplicacion de pruebas diagndsticas, los casos
de coinfecciones son dificilmente identificados.”>%

Consideraciones adicionales sobre los efectos
en el embarazo

Las posibles vias de transmision perinatal son: a)
transplacentaria, b) durante el parto, y ¢) posiblemente
durante la lactancia (aunque este mecanismo aun
esta por investigarse en detalle pues no hay evidencia
contundente). LLos sueros de las madres que eran RT-
PCR positivos dentro de los dos dias posteriores al
parto y los de sus recién nacidos dentro de los cuatro
dias posteriores al nacimiento fueron positivos en un
estudio de la Polinesia Francesa. La observacion que
la madre habia mostrado una erupcién dos dias antes
del parto en dicho estudio se confirmé por RT-PCR
para ZIKV dos dias después del parto sugiriendo que
ella era virémica antes y durante el parto. Como no
hay datos firmes sobre el tiempo necesaria para que
ZIKV pueda ser detectable por RT-PCR en suero
después de la exposicién, la observacién de que
ZIKV era detectable ya en tres y cuatro dias después
del parto en los recién nacidos no proporciona
pruebas de la transmisioén transplacentaria en dicho
estudio. "

La deteccion del ARN del ZIKV por PCR
en la leche materna del mimo estudio plantea la
interrogante de la posible transmisiéon mediante la
lactancia materna. El hecho de que replicativamente
el ZIKV no se encontroé en la leche materna sugiere
a esta ruta como poco probable. El hallazgo de
que en el suero de los recién nacido la RT-PCR
fue positiva el dia de inicio de la lactancia materna
sugiere como poco probable esta via de infeccién.
La carga viral de ZIKV se report6 en dos muestras
de leche materna (2,9 X 10* y 205 X 10* copias / ml)
las cuales fueron supetiores a la carga de ARN de
DENY, donde se informé en un caso sospechoso de
DENV transmisién de la leche materna (> 0,01 X
10*y > 0,1 X 10* copias / ml) en Nueva Caledonia
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en 2012. Basado en ello se puede resumir que el virus
esta en leche pero ello no implica necesariamente
transmision, 1%

Perspectivas

Como se ha planteado previamente, y de hecho
la OPS esta actualmente indagando en una encuesta
a investigadores, sobre Zika una clara necesidad es la
de conocimiento, de informacién de investigacion.”
Se debe fomentar la investigacién a todo nivel, desde
los aspectos basicos, virolégicos, entomoldgicos,
moleculares, epidemiolégicos, sociales, hasta lo mas
detallado en cuanto a su clinica, diagnéstico y abordaje
terapéutico, entre otras cosas. En lo inmediato, deben
seguirse los lineamientos nacionales en tal sentido,
pero también tener presente que los tres arbovirus
estan circulando simultineamente en el territorio
colombiano, y que el trabajo conjunto es para dengue,
chikungunya y Zika en muchos aspectos, donde
el mejorar el control vectorial es clave para estas
enfermedades.”

Entre otras cosas, en los departamentos afectados
deben hacer no solamente la debida vigilancia, sino
también analizar en profundidad el comportamiento
epidemiolégico, con herramientas como los sistemas
de informacién geografica (SIG) para estudiar
su distribuciéon espacial en detalle, como se esta
realizando en Norte de Santander, Santander, Tolima
y La Guajira, entre otros.'*!'

Otro punto a tener en cuenta e que el diagnéstico
diferencial no solamente debe hacerse con dengue
y chikungunya, sino también con otros entidades
infecciosas como leptospirosis, malaria, rickettsiosis,
estreptococosis del grupo A, rubeola, sarampion,
parvovirosis. Ello, puede fortalecerse con un buen
interrogatorio, que incluya entre otras cosas preguntar

sobre visitas a areas endémicas.''®

CONCLUSIONES

En resumen, la infeccién por virus Zika, plantea
un gran reto epidemioldgico, clinico, diagndstico
y terapéutico en Colombia y en América Latina. Es
una enfermedad de considerable transmisibilidad
por via vectorial, pero ademas teniendo otras vias de
contagio. Donde ademas ain no se conocen todos los
mecanismos patogénicos, y es de especial importancia



Hechos Microbiol. 2014; 5(2); 92-105.

que solo el diagnéstico molecular es de confianza,
no asf el inmunolégico. Por ende, esta enfermedad
requiere mayor investigacién de todo tipo para poder
lograr un control apropiado de la misma. Siempre
teniendo en cuenta las complicaciones que puedan
tener los pacientes, por cjemplo, neonatos con
microcefalia, la mujer embarazada y en los adultos
el sindrome de Guillain-Barré, para brindatles una
atencion integrada, tendiente a disminuir el impacto
de esta enfermedad.
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Comité Editorial

POLITICAS EDITORIALES

Mision

Difundir los conocimientos cientificos relacionados
con la practica y los procesos de la Microbiologia, el
Bioanalisis y otras disciplinas afines con las areas de la
salud, la industria, el ambiente y la educacién. Mante-
ner una via de intercambio de conocimientos y expe-
riencias con disciplinas que tengan su centro de accién
en la investigacion basica y aplicada en Colombia y en
otros pafses.

Vision

La revista cientifica Hechos Microbiol6gicos estara clasi-
ficada por Colciencias y serd indizada en la categoria Al
de Publindex en el mediano plazo; ademas, serd recono-
cida como una publicacién periédica de alta calidad por
su contenido y su amplia visibilidad en el medio. Aportara
grandes avances a la difusion de la investigacién cientifica
que se produce en Colombia y en el exterior.

PusBLIco OBJETIVO

Esta publicacion esta dirigida a todos los profesionales
quienes tengan interés en la Microbiologfa Clinica, Am-
biental e Industrial, y sus aplicaciones basicas y aplica-
das, asi como por el Bioanalisis y otras disciplinas del
laboratorio. Adicionalmente, esta publicacién sirve a los
estudiantes de pre y posgrado cuya formacion involucre,
directa o indirectamente, conceptos de la Microbiologfa
y el Laboratorio en todos sus ambitos.

FRECUENCIA DE PUBLICACION

Los elementos de la revista seran publicados colectiva-
mente, en version digital e impresa, como parte de un nu-
mero con su propia tabla de contenidos, cada seis meses.

POLITICA DE ACCESO ABIERTO A LA VERSION DIGITAL

De acuerdo con los criterios de Budapest Open Access Ini-
tiative, la revista Hechos Microbiolégicos permite la lec-
tura, impresion, descarga, enlace y reproduccion gratuita

de sus contenidos, en su version digital, siempre que se
cite la fuente de manera apropiada.

DECLARACION DEL TRATAMIENTO ETICO DE ANIMALES

El cuidado y el uso de animales de experimentacién
deben cumplir con todas las leyes, directrices y politicas
nacionales e internacionales pertinentes de bienestar
animal, asi como una declaracién de dicho cumplimien-
to, emitida por un Comité de Etica Institucional, con
los siguientes criterios:

a. Los ensayos que incluyan animales como modelo
experimental deberan ser aplicables para la salud hu-
mana o animal, el beneficio general de la sociedad o
el avance de conocimiento fundamental. Si una parte
de esa investigacion es o no aceptable depende del
resultado de un anilisis costo-beneficio, la conclu-
sion de dicho andlisis deberfa ser enviada al editor.

b. Mientras sea posible, se emplearan procesos alterna-
tivos que reemplazan el uso de animales, ya sea par-
cial o completamente, por ejemplo usando modelos
matematicos, simulaciones computacionales y siste-
mas biolégicos 7 vitre. Donde esto no sea posible, se
usara el nimero minimo de animales (y se reducird su
sufrimiento) compatible con la posibilidad de lograr
los objetivos cientificos del estudio.

c. Los animales que se usen para cualquier procedi-
miento deberfan estar cuidadosamente seleccionados
para que sean especies apropiadas.

d. Se tomaran todas las medidas razonables para ase-
gurar el trato humano de animales, para minimizar
su incomodidad, sufrimiento o dolot. Los investi-
gadores deberan asumir que los procedimientos
que causan sufrimiento y dolor en humanos tienen
efectos similares en los animales. Cualquier proce-
dimiento quirdrgico que pudiera causar cualquier
leve dolor o molestia deberd realizarse con aneste-
sia apropiada, técnicas asépticas y con buen cuida-
do postoperatorio. Los procedimientos no deberan
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realizarse en animales no anestesiados o paralizados
por agentes quimicos como relajantes musculares.
Los animales que sufran dolor severo o crénico o
molestias que no puedan ser aliviadas, deberan sa-
crificarse sin dolor, segtn las reglas internacionales
de eutanasia, similares a las directivas de la Oficina
Central en el Reino Unido, o las lineas directivas del
American Veterinary Association Panel sobre eutanasia.
Los procedimientos dolorosos o la eutanasia no de-
beran efectuarse en presencia de otros animales.

Las condiciones de vida de animales seran seguras y
confortables, estén o no los animales, en ese momen-
to, usandose patra un experimento.

Los cuidados veterinarios para los animales deben
estar disponibles en todo momento para que pue-
dan aplicarse oportunamente durante el curso de
un experimento.

Los investigadores y todos los empleados que mani-
pulen y usen animales deben estar apropiadamente
capacitados y cualificados, y deben poseer los co-
nocimientos especializados pertinentes para llevar a
cabo los procedimientos. I.a formacién deberfa ser
regularmente actualizada.

Los protocolos implicados en el uso de animales
deberfan ser objeto de una revisién ética, tanto por
parte de instituciones para el uso y cuidado animal, u
otras similares, como por cientificos apropiadamente
capacitados. El método de revision del protocolo y su
resultado debe comunicarse al director de la revista.
El sexo, especie, raza, procedimientos, analgesia,
anestesia, cutanasia, el nivel de dolor y el sufri-
miento experimentado, y el nimero de animales
que se utilizaron en cada experimento, debe de-
clararse en el documento o, cuando esto no sea

posible, debe proporcionarse a la revista y estar
disponible, previa solicitud.

Se deben utilizar los mismos criterios de valoracion
para minimizar el sufrimiento que se utilizan en hu-
manos. Estos deben comunicarse por esctito.

Las excepciones para cualquiera de los principios
anteriormente citados que sean necesarias y la
naturaleza de los cambios, debe estar sujeta a la
revision ética.

NORMAS DE PRESENTACION

AsPECTOS TECNICOS
El texto debe escribirse en fuente Arial, tamafio 12

puntos, interlineado 1,5 en formato carta. Las pagi-

nas deben numerarse consecutivamente en la esquina

inferior derecha.

INSTRUCCIONES PARA LA PRESENTACION DE LOS ARTICULOS
Las siguientes caracteristicas de formato y presenta-

cién deben aplicarse al manuscrito antes de enviatlo.

El no cumplimiento de éstas puede significar el recha-

zo del articulo:

1.

Los trabajos deben ser inéditos y no estar, al momen-
to del envio, en proceso de evaluacion en otra revista,
ni estar aceptados para su publicacion.

La extension y numero de figuras y tablas maximo
permitidos se detallan en la Tabla 1.

Para la redaccién de los trabajos, los autores pue-
den utilizar como gufa los Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals, elaborados
port el International Committe of Medical Journal Editors

Tabla 1. Extensién y nimero de figuras, tablas y referencias bibliograficas maximos, seguin el tipo de articulo.

Extension (pag. en MS Word®) | Figuras (maximo) | Tablas (maximo) | Referencias (maximo)

Articulo de investigacion original

Articulo de revision 20
Reporte de casos 15
Articulo de reflexion 15
Comunicacién breve 10
Articulo de historia 20
Imagenes en Microbiologia 5

Cartas al editor 5

6 3 100
3 2 50
3 2 50
3 2 30
3 2 50
6 0 10
0 0 10
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-ICMJE-, mejor conocido como el Grupo de Van-
couvet. Disponible, su ultima versién, en: http://
www.icmje.org/urm_main.html

4. Los trabajos que se envien a la revista Hechos Micro-
biolégicos para su publicacion, podran remitirse en
espafiol, portugués o inglés.

5. Los autores pueden sugerir la seccion que consideren
mas apropiada para valorar su articulo, aunque el Co-
mité Editorial no asume el compromiso de atender
dicha sugerencia.

6. Elarticulo debe constar, basicamente, de tres partes:
La primera parte empezara con el titulo del trabajo,
nombres y apellidos de cada autor, nombre(s) del(las)
institucién(s) donde realizé el trabajo, agradecimien-
tos, ayudas o fuentes de financiacion total o parcial,
conflicto de intereses (o su inexistencia), resumen
estructurado y palabras claves. I.a segunda parte
contendra el cuerpo del articulo, que se dividira en
apartados, de acuerdo con la siguiente estructura:

ARTICULO DE INVESTIGACION ORIGINAL
Documento que presenta, en detalle, los resultados de
una investigacion. La estructura debe contener:

a. Introduccién

b. Objetivos

c. Materiales y métodos
d. Resultados

e. Discusion

f. Conclusiones

ARTICULOS DE REVISION Y REVISIONES SISTEMATICAS
Corresponde a una publicacién, producto de una in-
vestigacion bibliografica extensa y suficiente, acerca de
un tema especifico de interés para el piblico objetivo
de la revista. Si la revision se desarrollé con metodolo-
gfa sistemadtica, podra seguirse la metodologia IMRYD
(introduccién, metodologia, resultados y discusion).

COMUNICACION BREVE

Tienen como objetivo publicar datos de interés sobre
un estudio limitado o de un informe de progreso de
una investigacion cientifica o tecnolégica en desarro-
llo. Pueden contener los resultados preliminares de una
investigacién sobre un tema de impacto o actualidad.

a. Introduccién

b. Objetivos

c. Materiales y métodos
d. Resultados

e. Discusion
f. Conclusiones

PRESENTACION DE CASOS

Un caso o serie de casos de especial interés, por su baja
ocurrencia o por las particularidades del mismo. Ideal-
mente, debe incluir una revisién sistematica comentada
de la literatura sobre casos analogos.

a. Introduccion

b. Objetivos

c. Descripcion del caso o serie de casos
d. Discusiéon

e. Conclusiones

ARTICULOS DE REFLEXION

Documento que presenta resultados de investigacién
desde una perspectiva analitica, interpretativa o critica
del autor, sobre un tema especifico, recurriendo a fuentes
originales. Esta seccion, ademds de los datos generales
(nombre del articulo, nombre del autor, formacion aca-
démica vy filiacion institucional), no tiene una estructura
rigida, los subtitulos seran escritos a criterio del autor.

ARTICULOS DE HISTORIA

En esta seccion se publica un breve escrito, por nimero,
donde se destaca algin acontecimiento importante en
alguna de las areas de influencia de la revista. No tie-
fne una estructura rigida de presentacion; sin embatgo,
el director de la revista se reserva el derecho a editar su
contenido en acuerdo con el autort.

CARTAS AL EDITOR

En esta seccion se aceptan escritos con posiciones cri-
ticas, analiticas o interpretativas sobre los documentos
publicados en la revista, que, a juicio del Comité Edito-
rial, constituyen un aporte importante a la discusion del
tema por parte de la comunidad cientifica de referencia.
No debe seguir una estructura rigida, pero debe incluir
los datos exactos al cual se refiere quien redacta la car-
ta. Ademas de sus datos personales, con la formacién
académica y su filiacion institucional.

IMAGENES EN MicROBIOLOGIA
Se publicard, en esta seccion, imigenes con caracte-
risticas de especial interés para el lector. Las imagenes
se obtendran por encargo del Comité Editorial o por
seleccion entre las que se envien a la revista.

En la tercera parte del articulo se incluiran las tablas,
cada una de ellas en una hoja aparte o separada por un
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salto de pagina. Cada tabla ira encabezada por su titulo
y finalizard con su pie correspondiente (si existe). Las
figuras siempre se presentaran aparte, cada una en un
archivo. Las leyendas de las figuras deberan ir al final del
texto, después de las referencias.

ESTRUCTURA DEL TEXTO

REsSuMEN

Debe tener una extension de no mas de 250 palabras,
y estructurarse de acuerdo con el esquema propuesto
para cada seccion de la revista (introduccién, objetivo,
materiales y métodos, resultados y conclusiones).

Nota: debe adjuntarse, ademas del resumen en el idio-
ma original, un resumen en inglés. Cuando el idioma ori-
ginal sea el inglés o el portugués, entonces el resumen
alternativo sera, necesariamente, en espafiol.

PALABRAS CLAVES

Se incluirdn por lo menos seis palabras claves que deben
permitir la clasificacion e identificacién de los conteni-
dos del manuscrito. Se utilizaran preferentemente los
términos incluidos en la lista del Medical Subject Headli-
ne de Index Medicns (http://wwwnlm.nih.gov/mesh/
MBrowser.html) o en los descriptores de las ciencias de
la salud (http://decs.bvs.br/E/homepagee.htm).

DESARROLLO DEL ARTICULO

INTRODUCCION Y OBJETIVO

Debe exponer los antecedentes y el objetivo del tra-
bajo, asi como resumir las razones que han motivado
su realizacion.

MATERIALES Y METODOS

Debe describir claramente los criterios de seleccion del
material del estudio, pacientes y disefio del mismo. De-
ben sefialarse claramente los métodos de andlisis esta-
distico, asi como el poder y los grados de significacion.

DESCRIPCION DE UN CASO O SERIE DE CASOS (CUANDO APLIQUE)
Deberan describirse detalladamente los aspectos clini-
cos y paraclinicos de cada caso. Las referencias a far-
macos deben realizarse con los nombres genéricos. Las
unidades de pardmetros paraclinicos y de laboratorio
deben ajustarse a las normas del Sistema Internacional

de Unidades.

REsuLTADOS

Deben describirse, unicamente, los datos mas relevantes
y no repetirlos en el texto si ya se han mostrado mediante
tablas o figuras.

Discusion

No deben aparecer datos que no se hayan descrito en los
resultados. Se considera de especial interés la discusién
con estudios comparables publicados.

CONCLUSIONES

Se refiere, basicamente, a una serie de anotaciones de
los autores, acerca del aporte que hace el articulo al
conocimiento cientifico.

BIBLIOGRAFIA

Se recomienda la citacién de trabajos publicados en los
ultimos seis afios. Articulos anteriores pueden citarse
en caso de que no existan articulos mas actualizados o
que el articulo en cuestién tenga una gran importancia
histérica o académica para el desarrollo del escrito.

Las referencias se identificaran en el texto mediante
nimeros arabigos en superindice, alineados con la escri-
tura; por ejemplo, X5, Se enumerarin correlativamente
por orden de aparicion en el texto y se describiran en
la hoja correspondiente segun el formato de referencia
adoptado por el Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals (http:/ /www.icmje.org).

El afio de publicacion se situara inmediatamente des-
pués del titulo abreviado de la revista. Si una referencia se
halla pendiente de publicacién debera describirse como i
press o proximo a publicarse; es responsabilidad de los autores
la veracidad de ésta. Los titulos de las revistas se abreviaran
segtin las recomendaciones de la List of Journals Indexed in
Index Medicus (http:/ /www.ncbinlm.nih.gov/PubMed).

Ejemplos de referencias bibliograficas se ofrecen al
final de esta seccion. El nimero maximo de citas biblio-
graficas por tipo de articulo, se indica en la Tabla 1.

TABLAS

Se presentaran en formato de texto, nunca como una
figura incrustada en el documento. Cada tabla o con-
junto de tablas se presentara(n) separadamente en un
archivo independiente en formato Word o Excel, indi-
cando claramente su numeraciéon (en numeros arabigos),
correlativa segun la aparicién en el texto. El pie de tabla
detallara el significado de las abreviaturas que aparezcan
en ella, asi como las llamadas, sefialadas correlativamente
con una letra en supetindice (p. ¢j.,%,"). Si el autor propo-
ne una tabla obtenida de otra publicacién debe citar la
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fuente de la misma en el lugar que corresponde al final
del articulo, y al pie de la tabla, escribir: “tomado de: ¥” o
“tomado y modificado de: #”, segin sea el caso.

FiGURAs
Para las fotografias (digitalizadas) los mejores formatos
son TIFF o JPEG, el autor debe garantizar una buena reso-
lucién para el proceso de impresion. Independientemente
del programa con que se hayan elaborado, las figuras (espe-
cialmente graficos) deben permitir su posterior tratamien-
to y manipulacién informatica por parte de la editorial, por
lo que nunca deberan incrustarse en un documento sin el
vinculo con el programa que las ha creado. Cada figura se
presentara separadamente en un archivo independiente.
Todas las figuras deben estar, en lo posible, en co-
lot, su publicacién con este atributo es a criterio del
comité editorial. Las letras, numeros y simbolos que
aparezcan en las figuras deben ser claros y uniformes, y
de tamafo suficiente para que la reduccién de la figura
no conlleve su ilegibilidad. Las figuras se enumeraran
correlativamente en cifras arabigas segun la apaticién
en el texto. La(s) leyenda(s) de la(s) figura(s) se incluirdn
en el texto del manuscrito al final de las referencias,
nunca formando parte de la misma figura.

ABREVIATURAS
Deben usarse solamente abreviaturas estindares, ya que
el uso de abreviaturas que no cumplan este requisito
puede resultar confuso para el lector. Debe evitarse el
uso de abreviaturas en el titulo del trabajo y minimizar al
maximo su aparicion en el resumen.

Las abreviaturas utilizadas por el autor deben definirse
y describirse en el texto la primera vez que se mencionen.

EJEMPLOS DE REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Ejemplos de referencias bibliograficas, segan Uniform
Reguirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals.

ARTICULO DE REVISTA
Autor(es). Titulo del articulo. Abreviatura internacional
de la revista. Afio mes dfa; volumen(nimero): pagina
inicial-final del articulo.

Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL. Solid-organ trans-
plantation in HIV-infected patients. N Engl | Med. 2002
Jul 25; 347(4): 284-7.

Si los autores son mas de seis, se mencionan los seis
bl
primeros seguidos de la abreviatura 7 a/.

ORGANIZACION O EQUIPO COMO AUTOR
Nombre de la organizaciéon o equipo. Titulo del ar-
ticulo. Abreviatura internacional de la revista. Afo;
volumen(nimero): pagina inicial-final del articulo.
Diabetes Prevention Program Research Group.
Hypertension, insulin, and proinsulin in participants
with impaired glucose tolerance. Hypertension. 2002;
40(5): 679-86.

Lisro
Autor(es). Titulo del libro. Edicion. Lugar de publicacion:
Editorial; afio.

Rios L, Mesa A. Introduccién al pensamiento cienti-
fico en Microbiologfa. 1* ed. Medellin: Corporacion para
Investigaciones Bioldgicas; 2009.

CAPITULO DE LIBRO

Autot(es) del capitulo. Titulo del capitulo. En: Director/
Coordinador/Editor del libro. Titulo del libro. Edicion.
Lugar de publicacion: Editorial; afio. P4gina inicial-final
del capitulo.

Meltzer PS, Kallioniemi A, Trent JM. Chromoso-
me alterations in human solid tumors. In: Vogelstein B,
Kinzler KW, editors. The genetic basis of human cancer.
New York: McGraw-Hill; 2002. p. 93-113.

PAGINA EN LA INTERNET
Autor(es). Titulo [Internet]. Lugar de publicacion: Edi-
tor; Fecha de publicacion [fecha de actualizacion; fecha
de acceso]. Disponible en: direccion electronica.
Cancer-Pain.org [Internet]. New York: Association
of Cancer Online Resources, Inc.; ¢2000-01 [updated
2008 May 16; cited 2008 Jul 9]. Available from: http://
WWW.cancer-pain.org

COMO ENVIAR UN ARTICULO A
LA REVISTA HECHOS MICROBIOLOGICOS

Para el envio de los articulos a TLa revista Hechos Mi-
crobiolégicos, puede enviar los archivos al correo elec-
trénico: revistahechosmicrobiologicos@udea.edu.co

PROCESO DE EVALUACION
POR PARES ACADEMICOS

La revista Hechos Microbiologicos acepta articulos cien-
tificos en espafiol, inglés o portugués, relacionados con
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la practica y los procesos de la Microbiologfa, el Bioana-
lisis y otras disciplinas afines con las areas de la salud, la
industria, el ambiente y la educacion.

Los articulos enviados a la revista se someten a un
proceso de evaluacion, como sigue:

EVALUACION EDITORIAL

Se realiza, inicialmente, un proceso de evaluacion inter-
na (o editorial). El Editor podra rechazar un articulo sin
sometetlo a revisién por pares en los siguientes casos:

a. Otro articulo similar se publicé recientemente en la
revista Hechos Microbiolégicos.

b. La tematica estd fuera del alcance de las politicas
editoriales de la revista.

c. Elarticulo no aporta informacién sustancial al publico
objetivo de la revista.

d. Hay carencias notables en la validez cientifica.

e. El equipo de autores no adaptd su trabajo a las
normas de presentacion.

ELECCION DE LOS PARES ACADEMICOS

Si el articulo supera la evaluacion editorial, el Editor
identificara a potenciales pares académicos (idealmente
dos, al menos uno) para evaluar el articulo.

Aunque los miembros del Equipo Editorial pueden
participar como evaluadores, idealmente asignaran pa-
res académicos por recomendacion de los miembros de
los comités o mediante busquedas bibliograficas, que
pueden hacerse, incluso, desde la propia bibliografia del
articulo enviado para evaluacion.

RECOMENDACION DEL PAR ACADEMICO

El par académico dispondra de un formato estandar
para evaluar el articulo, el cual tiene tres partes: /Jz pri-
mera, que investiga sobre las caracterfsticas del articulo
y la congruencia del mismo; /z segunda, que permite
redactar observaciones abiertas; y /a fercera, donde el
par académico sefiala su recomendacién en alguno de
los siguientes términos:

a. Aceptar sin modificaciones.
b. Aceptar con modificaciones menores que puede
realizar el Editor de la revista; por ejemplo, erro-

res de ortografia o tipograffa, y errores minimos
de redaccion.

c. Devolver el articulo a los autores para correcciones
mayores, con la posibilidad de someterlo nuevamen-
te a evaluacién. En este caso, se le envia al autor un
listado de recomendaciones de los pares.

d. Rechazar definitivamente el articulo, sin la posibili-
dad de reconsiderar la decisién. En este caso, no se le
envian recomendaciones al autor, ya que los articulos
calificados asi, corresponden, generalmente, a escri-
tos con problemas mayores de validez cientifica.

DEcision peL EQuipo EDITORIAL

Cuando por la especificidad del tema sélo se logré con-
vocar un par académico, la recomendacion de éste sera
determinante para la aceptacion o el rechazo del articulo.

En caso de que existan dos pares académicos para
un articulo, se realizara el proceso en que ambos es-
tén de acuerdo. No obstante, si existe alguna diferencia
entre los conceptos de los pares, se buscara un tercer
evaluador que dirima el asunto.

La revista Hechos Microbiolégicos intentara que los
pares académicos no se conozcan entre si. Ademds, vi-
gilara que el documento que se envie para evaluacion no
tenga los datos personales de los autores.

Esto favorece la objetividad en la recomendacion
del evaluador.

Una vez el Editor tiene los elementos necesarios
para tomar la decisién, establece un juicio resolutivo
apoyado en el Comité Editorial, cuando asi se requiera,
y les comunica a los autores la decision editorial.

TIEMPO PARA LA DECISION

A partir del momento en el cual el articulo se somete
para evaluacion, la respuesta sobre su aceptacion o re-
chazo nunca sera superior a tres (3) meses, a menos que
la especificidad del tema del articulo dificulte la conse-
cucién de un par académico pertinente. En este altimo
caso, el autor serd informado por escrito.

ORDEN DE PUBLICACION
Los articulos aceptados se incluyen en una lista de espera
y se publican en orden estricto, en cada numero.
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Editorial Board

EDITORIAL POLICY

Mission

Disseminate scientific knowledge about practices and
processes in Microbiology, Bioanalysis and other disci-
plines related with health, industry, environmental and
education areas. Support knowledge and experience ex-
change between disciplines whose scope covers basic
and applied research in Colombia and other countries.

Vision

The scientific journal Hechos Microbioldgicos will be classi-
fied by Colciencias and indexed under Publindex cate-
gory Al in the medium term. In addition, it will be ack-
nowledged as a highly reliable periodic publication due
to its contents and relevance in the field. This journal
will assist in the dissemination of advances in scientific
research carried out in Colombia and abroad.

TARGET AUDIENCE

This publication is aimed at all professionals interested
in Clinical, Environmental and Industrial Microbiology,
together with their applications, as well as Bioanalysis
and other laboratory disciplines. In addition, this publi-
cation is also a tool for undergraduate and postgradua-
te students whose studies involve, directly or indirectly,
concepts related with Microbiology and Laboratory in
all their fields of competence.

PUBLICATION FREQUENCY

Journal sections will be published collectively in their
print and digital version, as part of an issue with its own
Table of Contents, every six months.

OPEN ACCESS POLICY TO DIGITAL VERSION

In accordance with Budapest Open Access Initiative criteria,
Hechos Microbioldgicos authorizes reading, printing, down-
loading, sharing and reproduction of the contents in-
cluded in its digital version, as long as the source is
adequately referenced.

STATEMENT OF ETHICAL ANIMAL TREATMENT GUIDELINES

Care and management of experimental animals should
comply with all regulations, guidelines and national and
international policies related with animal welfare, as well
as with an statement emitted by an Institutional Ethics
Committee, containing the following criteria:

a. Animal trials in the experimental model must be
aimed at improving human or animal health, com-
mon benefit of society and advance of fundamental
knowledge. Approval to perform certain part of a re-
search depends of the results of a cost-benefit analy-
sis, whose conclusion should be sent to the Editor.

b. As far as possible, alternative processes to the use
of animals, such as mathematical models, computer
simulations or biological systems iz vitro will be em-
ployed, whether in part or completely. In cases where
these are not practicable, the minimum number of
animals necessary to reach the objectives of the stu-
dy will be employed, while all efforts to reduce their
suffering will also be made.

c. Animals employed for any procedure must be ca-
refully selected to ensure their belonging to the
appropriate species.

d. All possible measures to ensure animal welfare and
reduction of suffering, pain or discomfort will be
implemented. Researchers must be awatre that any
kind of procedure that inflicts pain and suffering on
humans will also do so in animals. Any procedure
that could cause even mild discomfort should be
performed under anesthesia, aseptic measures and
adequate postoperative care. Procedures must not be
carried out in animals without anesthesia or paraly-
zed by chemical agents such as muscle relaxants.

e. Animals in severe or chronic pain that cannot be re-
lieved must be put to sleep painlessly, according to
international provision regarding euthanasia, such as
the United Kingdom Central Office or the American
Veterinary Association Panel on Euthanasia guideli-
nes. Other animals must not be present while painful
procedures or euthanasia is being performed.
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f. Animal life conditions will be safe and comfortable
at all times, whether or not animals are being used for
an experiment at a certain moment.

g. Veterinary care must be available at all times in
such a way it can be provided in the course of the
experiment.

h. Only propetly qualified and trained staff, who pos-
sess relevant specialized knowledge to carry out the
different procedures, must be in charge of use and
manipulation of animals. Qualifications should be
regularly updated.

i. Protocols for the use of animals should be subject to
ethical revision, both by animal use and care institu-
tions -or likewise- and by propetly trained scientists.
Both protocol revision methods and its result must
be communicated to the director of the journal.

j. Gender, species, breed, procedures, analgesia,
anesthesia, euthanasia, pain and suffering level and
the number of animals used in each experiment
must be submitted and available to the manuscript
upon request.

k. Same evaluation criteria employed to minimize hu-
man suffering must be employed and communicated
by written means.

1. Any necessary exception to the criteria above, as
well as the justification for it must be subject to
ethical revision.

SUBMISSION GUIDELINES

FORMAT ASPECTS

Articles should be written using Arial Font size 12 pt, 1.5
line spacing, and letter size pages. Page numbers should
be located in the bottom right corner.

ARTICLE SUBMISSION INSTRUCTIONS
The manuscript should include the following presenta-

tion and format requirements before its submission. Lack

of any of these characteristics may mean article rejection:

All articles should be unpublished and should not
be under process of evaluation or accepted for
publication in other journal.

Extension and maximum number of figures and
tables allowed are detailed in Table 1.

For article writing, authors may use the Uniform Re-
quirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Jour-
nals, established by the International Committee of Medical
Journal Editors -ICMJE-, also known as the Vancou-
ver Group, available in its latest version at http://
www.icmje.org/urm_main.html

Articles submitted may be written in Spanish, English
or Portuguese.

Authors may suggest the section they consider adequa-
te to their article. However, the Editorial Board does
not commit itself to attend such recommendation.
The article should basically comprise three parts: The
first part should contain the title of the article, name
and last name of each one of the authors, name(s) of
the institution(s) where research or investigation was
carried out, acknowledgements, support or sources
involved in the total or partial financing of the re-
search, conflict of interest - or its absence -, abstract
and keywords. The second part should contain the
body of the article, which will be distributed in the
following sections:

ORIGINAL RESEARCH ARTICLES
Document containing detailed research results. It should

be arranged as follows:

Table 1. Maximum extension and number of figures, tables and bibliographic references, according to article type.

Extension (MS Word® pages) | Figures (maximum) | Tables (maximum) | References (maximum)

Original Research Article

Review Article 20
Case Report 15
Reflection Article 15
Short Communication 10
History Article 20
Images in Microbiology 5

Letters to the Editor 5

o O W W w w o

100
50
50
30
50
10

o O N N N N W W

10
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Introduction
Objectives

Materials and Methods
Results

Discussion

mo a0 g

Conclusions

REVIEW ARTICLES AND SYSTEMATIC REVIEWS

These are publications originated in an extensive and
significant bibliographic revision about a specific topic
of interest for the target audience. If the review is ca-
rried out using a systematic methodology, the IMRD
(introduction, methodology, results and discussion)
methodology may be employed.

SHORT COMMUNICATIONS

Their aim is to publish relevant data about a limited stu-
dy or a report on scientific or technical research under
progress. It may contain preliminary research results
about a topic of current importance and relevance.

Introduction
Objectives

Materials and Methods
Results

Discussion

o a0 s

Conclusions

CASE REPORTS

These include a case or case series of particular interest
due to its scarce occurrence or singularities. Ideally, in-
clude a commented systematic review of the literature
on similar cases.

Introduction

Objectives

Description of the case or case series
Discussion

O

Conclusions

REFLECTION ARTICLES

Documents presenting research results from the author’s
analytical, interpretative or critical perspective on a spe-
cific topic, based on original sources. These need not
be prepared in accordance to any standard presentation
guidelines and the subtitles are left to author’s criteria.
However, general data (name of the article, name of the
author, academic background and institutional affiliation)
must be included in all cases.

HisTORY ARTICLES

This section contains a brief written piece, per issue,
where some major event in any of the interest areas of
the journal is highlighted. Articles need not be prepared
following any standard presentation guidelines. Howe-
ver, the director reserves the right to edit the content as
agreed with the author.

LETTERS TO THE EDITOR

This section contains critical, analytic or interpreta-
tive articles on the documents published in the ma-
gazine, which from the perspective of the Editorial
Board, are considered of relevance to the discussion
of the topic by the referenced scientific community.
There are not standard presentation guidelines, but
should include exact reference to the article or topic
appointed. In addition, the letter should also include
personal details, including academic background and
institutional affiliation.

ImAGEs IN MicroBiOLOGY
This section contains images with features of special
interest for the reader. Images will be obtained upon re-
quest by the Editorial Board or by selection among the
ones sent to the journal.

The third part of the article will include tables, each
located on a separate sheet or after a page break. Corres-
ponding headers and footers -if any- should be included.
The figure caption should be located at the end of the
document, after the references.

TEXT ARRANGEMENT

ABSTRACT

It may not exceed 250 words and should be structured
in accordance to the organization proposed for each
section of the journal (introduction, objective, materials
and methods, results and conclusions).

Note: An English version should be forwarded together
with the abstract in its original language. When the ori-
ginal language is English or Portuguese, the additional
version must be written in Spanish.

Keyworbps

At least six keywords to enable manuscripts content clas-
sification and identification should be included. Terms
included in the Medical Subject Headings of Index Medicus
(http:/ /www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html) or in
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the Health Sciences Descriptors (http://decs.bvs.bt/E/ho-
mepagee.htm) should be used in preference.

ARTICLE PREPARATION

INTRODUCTION AND MAIN OBJECTIVE

Presents previous research on the topic and the objective
of the work referred in the article, as well as a summary
of the motivation that originated its achievement.

MATERIALS AND METHODS
All criteria related to selection of material, patients and
design of study should be clearly described. All statistical
analysis methods, as well as power and significance levels
should also be referred.

CASE OR CASE SERIES DESCRIPTION (AS APPLICABLE)

Clinical and paraclinical aspects of each case should be
described in detail. Drugs should be referenced using
their generic names. Units of paraclinical and labora-
tory parameters should be stated in accordance to the
International Unit System.

ResuLts

Only the most relevant data should be described and
repetition should be avoided if information has already
been shown in tables or figures.

Discussion

All data must have been described in the results. Discus-
sion regarding comparable published studies is considered
of special interest.

CONCLUSIONS

Basically, consist of a series of remarks, by the author,
about the contribution the article makes to scientific
knowledge.

REFERENCES
Citation of works published within a period of six years
before current date is recommended. Articles published
previously to such time period may be referred in on the
grounds of historic and academic importance for the ela-
boration of the manuscript or lack of more recent articles.
References will be numbered in correspondence with
their order of appearance in the text, as a superscript, in
Arabic numbers, aligned with writing (e.g. X" *® These
will be described in the corresponding page in accordan-
ce to the format for references adopted by the Uniform

Reguirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals
(http:/ /www.icmje.org).

The year of publication should appear next to the
journal short title. If publication of a reference is still
pending should be described as 2 press ot _forthcoming pu-
blication; verification of authenticity lies with the author.
Journal titles will be abbreviated in accordance to the
recommendation of the List of Journals Indexed in Index
Mediens (http:/ /www.ncbinlm.nih.gov/PubMed).

Examples of bibliographic references can be found
at the end of this section. The maximum number of
citations allowed for each type of article is indicated
in Table 1.

TaBLES

These should be presented in text format, never inserted
in the document. Each table or group of tables(n) should
be submitted in a separate Word or Excel file, numbered
in correspondence with their order of appearance in the
text. The meaning of the abbreviations in the table, as
well as their marks, presented as a superscript, in alpha-
betical characters, also correlative to their order of ap-
pearance in the text (e.g % "), should be located in the
table footer. In cases where the author uses a table from
another publication, such source must be referred at the
end of the article in the corresponding section, and faken
fromz: ™ ot taken and modified fron:: " should be written in the
footer, accordingly.

FIGURES

For photographs (digitized), TIFF or JPEG are the best
format choices. The author should also ensure adequa-
te image resolution for printing process. Regardless of
the program used for its elaboration, all figures -particu-
larly graphs- should allow the editors its later computer
processing and manipulation, which is why these should
never be inserted in a document without the link to the
program employed for its creation. Each figure should
be submitted in a separate file.

As possible, all figures should be in color, although
the publication of such feature is left to the criteria of
the Editorial Board. Letters, numbers and symbols in the
figures should be clear and uniform, sufficiently large
to avoid illegibility caused by image reduction. Figures
should be numbered in correspondence with their or-
der of appearance in the text, with Arabic numbers. The
figure(s) caption(s) should never be inserted as part of
the image and should be included in the manuscript at
the end of the references.
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ABBREVIATIONS
Only standard abbreviations should be used, since the
use of expressions that do not comply with such requi-
rement could lead to confusion in the reader. Abbrevia-
tions should be avoided in the title of the article and
minimized as much as possible in the abstract.
Abbreviations employed by the author should be de-
fined and described in the text after its first mention.

REFERENCE EXAMPLE

ARTICLE ON WEB

Author(s). Title [Internet]. Publishing place: Publisher; Pu-

blishing date [update date; access date]. Available in: web link
Cancer-Pain.org [Internet]. New York: Association

of Cancer Online Resources, Inc.; ¢2000-01 [updated

2008 May 16; cited 2008 Jul 9]. Available from: http://

Www.cancer-pain.org

SENDING THE MANUSCRIPT
TO THE JOURNAL

Sample bibliographic references, in accordance with Uniform:
Reguirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals:

JOURNAL ARTICLE
Author(s). Title of the Article. International journal
short title. Year Month Day; volume (issue): first page-
final page of the article.

Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL. Solid-organ trans-
plantation in HIV-infected patients. N Engl ] Med. 2002
Jul 25; 347(4): 284-7.

If authors are more than six, only the first six are men-
tioned followed by the abbreviation ez a/.

TEAM OR ORGANIZATION AS AUTHOR
Name of the team or organization. Title of the Article.
International journal short title. Year; volumen (issue):
first page-final page of the article.

Diabetes Prevention Program Research Group. Hyper-
tension, insulin, and proinsulin in participants with impai-
red glucose tolerance. Hypertension. 2002; 40(5): 679-86.

Book
Author(s). Title of the book. Issue. Publishing place:
Publishing house; year.

Rios L, Mesa A. Introduccion al pensamiento cienti-
fico en Microbiologfa. 1* ed. Medellin: Corporacién para
Investigaciones Bioldgicas; 2009.

CHAPTER IN A BOOK

Author (s) of the chapter. Title of the chapter. In: Book
Director/Coordinator/Editor. Title of the book. Issue.
Publishing place: Publishing house; year. first page-final
page of the chapter.

Meltzer PS, Kallioniemi A, Trent JM. Chromoso-
me alterations in human solid tumors. In: Vogelstein B,
Kinzler KW, editors. The genetic basis of human cancer.
New York: McGraw-Hill; 2002. p. 93-113.

You may send your articles to Hechos Microbioldgicos journal
by e-mail to: revistahechosmicrobiologicos@udea.edu.co

PEER REVIEW PROCESS

Hechos Microbioldgicos journal accepts scientific articles in
Spanish, English or Portuguese which are related with
practices and processes in Microbiology, Bioanalysis and
other disciplines related with health, industry, environ-
mental and education areas.

Articles submitted are evaluated as follows:

EDITORIAL EVALUATION

Initially, an internal process of evaluation (or edito-
rial) is carried out. The Editor may reject an article
without forwarding it to peer reviewers in one of the
following cases:

a. A similar article was recently published in Hechos
Microbioldgicos journal.

b. The topic is not included in the editorial policy of
the journal.

c. The article does not represent a significant contribu-
tion to the target audience.

d. There is remarkable lack of scientific validity.

e. The work does not comply with submission guidelines.

SELECTION OF PEER REVIEWERS

After successful editorial evaluation, the Editor will iden-
tify potential academic peers (ideally two, at least one) to
provide feedback on the article.

Even though the members of the Editorial Team
may participate as reviewers, ideally, academic or
professional researchers working in the field will be ap-
pointed by recommendation of the board members or
through bibliographic search that could even originate
in the references included in the article itself.
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RECOMMENDATIONS BY PEER REVIEWERS

The reviewer will be provided with a format containing
three parts: 1) about the characteristics of the article and
its coherence; 2) for the reviewers to make open remarks
3) where the peer reviewer will make recommendations
in the following terms:

a. Accept the article without modifications.

b. Accept the article with minor modifications to be
done by the Editor of the journal; for example, spe-
lling mistakes ot typographical errors.

c. Return the article to the authors for major correc-
tions to be made, with an open possibility to res-
ubmit it for evaluation. In such case, a list with re-
viewers’ comments is sent to the authors.

d. Definitive rejection of the article, without opportu-
nity to reconsider. In such case, recommendations
will not be sent to the author, since articles thus clas-
sified generally display scientific validity issues.

EDITORIAL BOARD DECISION

When only one reviewer is appointed due to topic speci-
ficity, their recommendation will be considered essential
for article acceptance or rejection.

In the cases where there are two peer reviewers per
article, opinions by consensus will be taken into account.
However, if there is any difference among their concepts,
a third reviewer will be appointed to settle the issue.

Hechos Microbioldgicos will make all effort to prevent
reviewers from meeting each other. In addition, will en-
sure the documents sent to evaluation do not contain
authors’ personal details. Such measures aim at securing
objective recommendations.

When necessary, once the Editor is in possession of
all elements necessary to arrive at a conclusion, puts them
forward for consideration of the Editorial Board to make a
final decision, which is then communicated to the authors.

DEcisION TIME

From article submission for evaluation, response about
its acceptance or rejection will never take longer than
three (3) months, unless selection of peer reviewers is
hindered by topic specificity. In such case, the author will
be informed in writing,

PUBLICATION ORDER
Accepted articles are included in a waiting list and are
published in strict order, by issue.



FORMATO DE SUSCRIPCION iic

Calidad de la suscripcion

Suscripcién personal ‘ ‘ Suscripcién institucional ‘ Fecha de la suscripcion:
Informacion del suscriptor

Nombres y apellidos o razén social:

Persona de contacto (si es institucional):

Teléfono: Celular:

Correo electrénico:

Pais: Departamento: Ciudad:
Direccion: Apartado aéreo:
Profesion: Estudiante Docente Otra

Si marcé “otra” por favor describa cual:

Forma de pago

Periodo de suscripcion

1 afo - 2 revistas (COP $40.000 o US$20) 2 anos - 4 revistas (COP $60.000 o US$30)

Consignacion nacional

Pagar en efectivo o en cheque en cualquier ciudad de Colombia, a nombre de la Universidad de Antioquia,
consignando en Bancolombia en la cuenta de ahorros No. 1053-7037272

Consignacion internacional

Instrucciones para giroenddlares. Bancointermediario: CITIBANK de New York; Cédigo ABA: 021000089
SWIFT: CITIUS33 - Acreditar a la cuenta de Bancolombia No. 36006658

Banco pagador. Bancolombia. SWIFT Bancolombia: COLOCOBM.

Nombre beneficiario: Universidad de Antioquia; Nit: 890.980.040; teléfono: (054) 2195098 - Cuenta corrien-
te Bancolombia No. 00198004025 - Medellin, Colombia.

Para hacer efectiva la suscripcion, por favor escanear y enviar este formato diligenciado,
con el recibo de consignacion, al correo revistahechosmicrobiologicos@udea.edu.co
Usted recibira la confirmacion por ese mismo medio.
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