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Editorial

Influenza: el virus cambiante

Influenza: the changing virus
Antonio Arbo?

1. Departamento de Docencia e Investigacion. Instituto de Medicina Tropical.
2. Universidad Nacional de Asuncion

Las epidemias de influenza causan 3 millones a 5 millones de casos severos y de
300.000 a 500.000 muertes a nivel mundial cada afio, segun la Organizacion Mundial de
la salud (OMS)*. Solamente en EEUU (pais con un sistema de vigilancia de referencia)
se reportan 12.000 a 56.000 muertes cada afio relacionadas con influenza, con la mayor
carga de enfermedad en los extremos de la vida (nifios menores y adultos mayores)?.

La temporada invernal en desarrollo en el hemisferio norte se esta acomparando
por la observacion de que el nimero de casos de influenza que se reportan es el mayor
desde el afio 2009, afio de la circulacion de la cepa pandémica H1IN1 (virus de influenza
HIN1 pdm2009)2. El Paraguay, al igual que todos los paises del continente no ha
escapado a esa pandemia.

La coleccién de cepas H1N1 realizada por un grupo de investigadores nacionales
Dra. Vazquez C y col® en colaboracién con el Centro de Enfermedades Infecciosas de
EEUU reportada en este niumero de la revista ha servido de base para el analisis
filogenético de las mismas, que analiza las sustituciones de aas en las proteinas de
superficie Hemaglutinina (HA) y Neuraminidasa (NA) mostrando la circulacién de cepas
pertenecientes al menos a 5 grupos genéticos (5, 6, 6B, 6C, 6B.1) del virus de influenza
A(H1N1)pdmO09 en Paraguay desde el 2009. Aunque el andlisis filogenético mostré que
las cepas aisladas en el 2009 mostraban gran similaridad con la cepa H1N1 contenida
en la vacuna utilizada pos-2009 [virus de referencia A/California/07/2009 (H1N1)),
posteriormente en los afios siguientes las cepas muestras nuevas substituciones que lo
van alejan de la cepa vacunal A/California/07/2009 (H1N1). Un hecho significativo es
gue a partir del 2016 las cepas de influenza estudiadas pertenecen al grupo filogenético
6B.1, caracterizado por la sustitucion S162N que modifica un sitio de glicosilacion, lo que
podria conducir a cambios en el reconocimiento antigénico. Virus de influenza del grupo
emergente 6B.1, al cual pertenecen los virus de Paraguay aislados en el 2016, fueron
poco inhibidos por algunos grupos de sueros humanos adultos posteriores a la
vacunacion. Ademas la media de los titulos de inhibicibn de sueros pediatricos pos
vacunacion contra algunos virus representativos del grupo 6B.1 se redujeron
significativamente en comparacion con los titulos contra el virus de la vacuna
A/California/7/2009%. La sustitucion de la cepa vacunal A/California/7/2009 por
A/Michigan/45/2015 que ocurre en el 2017 puede permitir un mejor reconocimiento de
los sitios antigénicos por los anticuerpos desencadenados por la administracion de la
vacuna de influenza.

Estas observaciones pueden ser una explicacion en parte de la eficacia parcial de
la vacuna en el Paraguay. Incluso en afios cuando vacunas contra la influenza tiene una
buena correlacion con los virus de influenza circulante ("matching"), las estimaciones de
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la eficacia de la vacuna se sitGan entre el 40 y 60%”°. Este hecho junto a la publicacién
de Zost y col® quienes reportan la presencia de una particular mutacién (T160K) durante
el proceso de adaptacion al huevo (la metodologia cléasica de produccion de vacuna de
influenza). La pérdida de un sitio de glicosilaciéon de la hemaglutina en la cepa de la
vacuna durante la adaptacién de huevo, puede explicar basados en estudios en modelo
animal y con sueros humanos, que los anticuerpos provocados por esa cepa vacunal
neutralizaron deficientemente a los virus circulantes. Es probable que nuevas
metodologias de produccidn de vacunas de influenza que permitan mayor estabilidad de
la cepa pueda generar vacunas mas eficaces.

La vigilancia permanente de las cepas de influenza es fundamental pues ayudan
a comprender el impacto que pudieran tener las vacunas y ayudan en la toma de
decisiones referente a los componentes que deben incluir las cepas vacunales en la
siguiente temporada invernal de nuestro pais.
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Articulo Original

Evolucion Genética del Virus Influenza A(H1N1)
pdmO09 en Paraguay 2009-2016

Genetic Evolution of the Influenza A (HIN1)pdmO9 Virus in
Paraguay 2009-2016

Cynthia Vazquez*

Shirley Villalba®

Maria José Ortega®

Andrea Gémez de la Fuente?
Marfa Liz Gamarra®
Angélica Oviedo*

Juan Torales®

Marta Von Horoch?

1. Laboratorio Central de Salud Publica
2. Direccién General de Vigilancia De La Salud

Una cepa triple reasortante del virus Influenza A emergié en al afio 2009 dando origen a
una pandemia que alcanzé a Paraguay en junio del mismo afio. Con el fin de investigar
la evolucién genética del virus influenza A (HLN1) pdm09 en Paraguay fueron analizadas
las secuencias nucleotidicas del Gen de la Hemaglutinina de 20 cepas de Influenza
A(H1IN1)pdmQ9, aisladas en el Centro Nacional de Influenza de Paraguay entre los afios
2009 y 2016, y secuenciadas en el Centro Colaborador de OPS/OMS en Atlanta USA. El
analisis filogenético muestra la circulacion de al menos 5 grupos genéticos bien
diferenciados de Influenza A(H1N1)pdm09 en Paraguay desde el 2009. Solamente los
virus aislados en el 2016 pertenecen al sub Grupo genético 6B.1 en el cual se encuentra
la actual cepa vacunal A/Michigan/45/2015 recomendada para el hemisferio Sur desde el
afio 2017. Los virus circulantes en afios anteriores pertenecen a grupos antigénicamente
indistinguibles de la cepa vacunal previa A/California/7/2009. No se encontraron
diferencias resaltantes en las secuencias de los virus, relacionadas a severidad clinica ni
a distribucion geografica. Los resultados de este estudio reafirman la necesidad de una
vigilancia virologica sistematica para orientar el establecimiento de estrategias
adecuadas de prevencion y control de la influenza

Palabras clave: Cepa vacunal, filogenia, vigilancia virolégica.
Abstract

A triple reassortant strain of Influenza A virus emerged in 2009, leading to a pandemic
that reached Paraguay by June the same year. In order to investigate the genetic
evolution of influenza A (H1IN1)pdmQ9 virus in Paraguay, we analized the nucleotide
sequences of the Hemagglutinin gene of 20 Influenza A (H1IN1)pdmQ9 strains, isolated at
the Paraguayan National Influenza Centre between 2009 and 2016, and sequenced at
the PAHO/WHO Collaborating Center in Atlanta, USA. Phylogenetic analysis shows the

3
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circulation of at least 5 well-differentiated genetic groups of Influenza A (H1IN1) pdmO09 in
Paraguay since 2009. Only the viruses isolated in 2016 belong to genetic subgroup 6B.1,
the same as the current vaccine strain A/Michigan/45/2015, recommended for the
Southern hemisphere since 2017. The viruses circulated previous years belong to
groups antigenically indistinguishable from the previous vaccine strain
A/California/7/2009. No significant differences were found in sequences of the viruses,
related to clinical severity or geographic distribution. The results of this study reaffirm the
need for systematic virological surveillance to guide the establishment of adequate
strategies for the prevention and control of influenza

Key words: Vaccine strain, phylogeny, virological surveillance

Fecha de recepcion: 09/10/2017
Fecha de aceptacion: 15/11/2017

Correspondencia:

Dra. Cynthia Vazquez
cynthiavim@yahoo.com

Laboratorio Central de Salud Publica

Introduccidén

Los virus de la influenza (VI) sufren continuamente cambios genéticos, ya sea
mediante sustituciones puntuales de aminoéacidos (aas) denominados deriva antigénica, o
por intercambio de segmentos completos, para evadir la presién del sistema inmune del
huésped y adaptarse a nuevos huéspedes®. En el afio 2009, la circulacién de una cepa
triple reasortante de Influenza A (A/H1N1pdm2009), desplazé a las previamente
circulantes, y ha estado evolucionando continuamente desde entonces hasta la
actualidad®®. Los cambios experimentados en los aas del virus pueden alterar sus
caracteristicas antigénicas, su virulencia y su sensibilidad a los antivirales®.

La infeccién por Influenza A(HLN1)pdmO9 es principalmente una enfermedad del
tracto respiratorio superior leve y autolimitante. El espectro de presentacion clinica varia
desde casos asintomaticos hasta neumonia viral primaria que resulta en dificultad
respiratoria aguda, falla multiorganica y muerte.® La patogenicidad del virus de la influenza
depende de la funcién de las proteinas virales y de la respuesta inmune del huésped, ’ de
modo que tanto factores virales como del huésped inciden en la patogénesis de la gripe.

El andlisis filogenético basado en los cambios de nucleétidos que conducen a
sustituciones de aas en las proteinas de superficie Hemaglutinina (HA) y Neuraminidasa
(NA) del VI, en conjunto con los analisis antigénicos, son realizados como parte de la
vigilancia virolégica, a fin de monitorear el impacto en la severidad de los casos y realizar
recomendaciones apropiadas sobre las cepas a ser incluidas en las vacunas anuales®.
Desde su primera deteccion en Paraguay, en junio de 2009, el VI A(HIN1)pdm09 ha
circulado en el pais todas las temporadas siguientes, ocasionando tanto casos de
enfermedad tipo influenza (ETI) en pacientes ambulatorios como Infecciones respiratorias
agudas graves (IRAG) en hospitalizados.

El objetivo de este trabajo es estudiar la diversidad genética del segmento HA de
los virus influenza A (H1N1) 2009 circulantes en Paraguay entre 2009 y 2016
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Materiales y métodos

Se estudiaron muestras representativas de pacientes provenientes de diferentes
regiones del Paraguay, captados por la Vigilancia Centinela de ETI e IRAG entre los afios
2009 y 2016. Fueron seleccionados 20 pacientes con diagnéstico confirmado de VI
A(HIN1)pdmQ09, 11 de ellos ambulatorios con ETI y 9 hospitalizados con IRAG, a fin de
investigar diferencias en la secuencia gendmica de los virus aislados a partir de sus
muestras. Los datos clinicos y demograficos de los pacientes fueron obtenidos de las
fichas epidemioldgicas completadas en los centros asistenciales.

Fueron analizadas las secuencias nucleotidicas del Gen HA de las 20 cepas de VI
A(H1N1)pdmO09, detectadas por RT-PCR en Tiempo Real y aisladas en el Centro Nacional
de Influenza (CNI) de Paraguay entre los afios 2009 a 2016; y posteriormente
secuenciadas en el Centro Colaborador de OPS/OMS en Atlanta USA (CDC). Todas las
secuencias, incluidas las de referencia fueron tomadas de la base de datos “Global
Initiative on Sharing All Influenza Data” (GISAID EpiFlu™). Las secuencias fueron
alineadas con cepas de referencia y editadas mediante el programa Bioedit y la aplicacion
Muscle. El andlisis filogenético fue realizado por el método neighbor-joining utilizando el
programa MEGA 6°. Las sustituciones de amino&cidos y variaciones en los sitios de
glicosilacion fueron tabuladas utilizando la aplicacién Cubit, comparando con el virus
vacunal A/California/07/2009 (H1N1).

Resultados

Los datos de procedencia y hospitalizacion de los pacientes estudiados se
describen en la tabla 1.

Tabla 1. Datos de procedencia y hospitalizacion de los pacientes estudiados. Paraguay

2009 — 2016
Region M* de Pacientes N®de Pacientes
AND Sanitaria Ambulatorios Hospitalizados
2009 CF_-ﬂtr:a’I 2
Asuncion 1
3010 Caaz?pa 1
Guaira 1
2011 Asunl:n:_\r:n 1
Concepcion 1
012 CEI“ItI:EJ 1
Asuncion 1
2013 Central , 1
Alto Parana 1
2014 Asuncion 1
Amambay 1
Asuncion 2
2015 Central 1
Caaguazu 1
Asuncion 1
2016 Central 1
Caaguazu 1
TOTAL 11 9
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El analisis filogenético muestra la circulacion de cepas pertenecientes al menos a 5
grupos genéticos (5, 6, 6B, 6C, 6B.1) de VI A(HLIN1)pdm09 en Paraguay desde el 2009

(Figural).
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Los virus del 2009 fueron muy cercanos al virus de referencia A/California/07/2009
(HIN1), con solo 3 sustituciones de aas (P83S, S203T, 1132V). Se nota una tendencia a
incrementar progresivamente la frecuencia del nimero acumulado de sustituciones de aas
las siguientes temporadas de influenza, con 6 y 8 sustituciones en el 2010, entre las que
destacan como nuevas: E374K, T474M, T82A. (Tabla 2).

Tabla 2. Sustituciones de aminoéacidos en el segmento HA de los virus Influenza
A(H1IN1)pdmO9 circulantes en Paraguay 2009-2016
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Una de las cepas del 2011 pertenece al Grupo 5, caracterizado por las
sustituciones R205K, 1216V, V249L. Otra cepa del 2011 y las del 2012 pertenecen al
Grupo 6 caracterizado por las sustituciones S185T y S451N, ademas todos presentan la
mutacion D97N. Las cepas del 2012 presentan las sustituciones adicionales V471 y V393lI.
Uno de los virus aislados en 2013 pertenece al grupo 6C caracterizado por las
sustituciones de aas K283E y E499K; mientras que otro virus del 2013 al igual que los del
2014 y 2015 quedaron en el Grupo 6B caracterizado por las sustituciones K163Q y
A256T. Solamente los virus aislados en 2016 pertenecen al sub Grupo genético 6B.1 con
la caracteristica sustitucion S162N que agrega un motivo de glicosilacion (Tabla 3),
ademas de las sustituciones en S84N y 1216T. En este mismo grupo se encuentra la
actual cepa vacunal A/Michigan/45/2015.

Tabla 3. Cambios en los Sitios de glicosilacion del segmento HA de los virus Influenza
A(H1N1)pdmO09 circulantes en Paraguay 2009-2016

SITIOS DE
CEPA VIRAL GLICOSILACION |10 |11

co
)

119 |162 (276 |287

&

AfCalifornia/07/2009 Apr F wF 8gs

oo

AfParaguay/2339/2016 May 9gs

AfParaguay/B8670/2016 Jun 9gs

A/Paraguay/6570/2016_Apr_9gs

AfParaguay/05/2014 Jun Bgs

AfParaguay/6242/2015 Aug 8gs

AfParaguay/1871/2015 May 8gs
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No se encontraron diferencias resaltantes entre las secuencias de lo virus
pertenecientes a pacientes ambulatorios y hospitalizados dentro de cada afio. Tampoco
se detectaron diferencias importantes segun region geografica dentro del mismo periodo
de tiempo.
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Discusioén

En el presente estudio hemos identificado al menos 5 grupos genéticos diferentes
de VI A(HIN1)pdmOQ9 que circularon en Paraguay desde su primera introduccion en junio
del 2009 hasta el afio 2016. Esta agrupacion esta basada en variaciones de aas de la HA,
gue es la glicoproteina de la superficie viral responsable de la union al receptor de la
célula huésped y la posterior fusion de membrana y entrada viral.’® La HA juega un papel
importante en la respuesta inmune del huésped, estimulando la produccién de anticuerpos
neutralizantes responsables de la inmunidad protectora™*°,

Entre los virus de Paraguay estudiados algunos presentan mutaciones
relacionadas a sitios antigénicos como K163Q, S185T, S203T y R205K. Los cambios de
aminoacidos que ocurren en los sitios antigénicos o en la superficie de la molécula de HA
pueden tener un efecto importante en el reconocimiento de anticuerpos, permitiendo al
virus escapar de la respuesta inmune'®. Entre otras mutaciones relevantes que presentan
los virus estudiados, se encuentran las sustituciones de aminoécidos S185T dentro del
sitio de unién al receptor, y 1216V cerca de del mismo sitio, que pueden afectar la
interaccion de la HA con su receptor celular™.

Ninguno de los virus de Paraguay presento la mutacion D222G que ha sido
considerado un marcador de virulencia asociado con mayor severidad clinica'®. Esta
mutacion ha sido asociada a un aumento de la avidez en la union viral a receptores
celulares que poseen acido siélico unido a galactosa por un enlace a2,3 "8, Este tipo de
receptores se encuentran en la region alveolar de los pulmones humanos lo que podria
explicar la neumonia grave, al igual que en los casos humanos de infeccion H5N1, lo que
estarfa indicando la existencia de replicacién viral en las vias respiratorias inferiores®®. En
concordancia con este hallazgo, los pacientes estudiados no manifestaron diferencias en
la severidad clinica atribuibles a mutaciones virales, ya que los virus tanto de los casos
ambulatorios como de los hospitalizados presentaron secuencias similares de aas dentro
de un mismo periodo de tiempo. Por lo tanto habria que investigar otras causas para la
severidad de la infeccibn en algunos de estos pacientes, como comorbilidades o co-
infecciones, lo cual escapa a los objetivos de este estudio.

Segun estudios realizados en los centros colaboradores de OMS, los VI
pertenecientes a todos los grupos genéticos detectados son antigénicamente
indistinguibles del virus vacunal A/California/7/2009, a pesar de los cambios en aas y
sitios de glicosilacién®. Sin embargo segln las recomendaciones para el hemisferio sur
en el 2017, virus representativos del grupo emergente 6B.1, al cual pertenecen los virus
de Paraguay aislados en el 2016, fueron poco inhibidos por algunos grupos de sueros
humanos adultos posteriores a la vacunacion. Ademas la media de los titulos de inhibicion
de sueros pediatricos pos vacunacion contra algunos virus representativos del grupo 6B.1
se redujeron significativamente en comparacion con los titulos contra el virus de la vacuna
AlCalifornia/7/2009 . Por ese motivo por primera vez desde la pandemia del afio 2009,
se sustituyo la cepa vacunal A/California/7/2009 por A/Michigan/45/2015. La nueva cepa
vacunal pertenece al grupo 6B.1 caracterizado por la sustitucion S162N que modifica un
sitio de glicosilacion, lo que podria conducir a cambios en el reconocimiento antigénico.

El analisis de la evolucién genética del VI A(HLN1)pdmQ9 en Paraguay, indica que
recién desde el afio 2016 circularon en el pais cepas pertenecientes al grupo antigénico
emergente al cual pertenece la nueva nueva cepa vacunal recomendada a partir del afio
2017. Mientras que los virus circulantes en afios anteriores pertenecen a grupos genéticos
gue resultaron antigénicamente similares a la cepa vacunal previa A/California/7/2009.
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Conclusioén

Estos resultados demuestran la importancia de la Vigilancia viroldgica sistematica y
la caracterizacion genética de los virus de Influenza, en la provision de datos oportunos
para la formulacion adecuada de vacunas recomendadas a nuestra region; asi como en la
deteccion de cambios en el genoma viral, que podrian estar relacionados a un aumento
de la severidad clinica, de manera a alertar al sistema de salud para responder
apropiadamente ante los brotes de influenza.
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Segmento oo mento Pais Nombre del aislado Labaratorio de Origen LT

ID Remitente LT
Takashita,Emi;
. . . Fujisaki Seiichiro;
EPIT21763 HA Japan AISAITAMACH0/2018 5ﬂ"221&?3'2?&”;:;’;&'“"“ NIID Shirakura,M asayuki;
Watanabe, Shinji,
Odagiri Takato
Departamento de Laboratoro
E Pl828660 HA Uruguay Aflmguaw4s/2016 de Salud Piblica DLSP) coc
EPIMT7E504 HA United States AlCalifomia/0Ti2009 Naval Healtth Research Center coc
E PITO06T1 HA United States  AlColorado/30/2015  C01om@do DEF’E:&"E“ ofealtn coc
EPIT16307 HA United States  AlGeoria/6/2015 Georgia Public Health coc
Laboratory
E PIGBS 436 HA United States  AfAlabama/l 32015 ADPH Bureau of Clinical coc
Laboratories
Mational Microbiclogy
EPIT59256 HA Canada  AAbertaRV00842016 | @ im0 Lo o o coc
Ingtituto Oswalde Cruz
. . FIOCRUZ - Laboratory of
E PI342069 HA Brazil AJBrazil 1682018 Respiratory Viruses and coc
Measles (LVRS)
c . - c c Michigan Department of
E PIB62594 HA United States  A/Michigan/45/2015 C ommunity 1 eath coc
. - Michigan Department of
E PIBBB427 HA United States  A/Michigan/45/2015 C ormmuniy 1 coth coc
) AMichigan/a5i2015 X- )
E P1249370 HA United States 275A (16274} NIBSC Nicolsen, Camohyn
E PI262979 HA United States  AMontana/50/2016 | ontana "‘:"E'Tr?;ﬂw senvices coc
E PIBT1202 HA United States  AMontana/SQ/zo1g 1 ontana '-‘;Tr?;ﬂ"-" Serices coc
E PIB15676 HA Panama  APanama/3igsesigig | nefiito Conmemorativo coc
Gorgas de Estudios de la
: WHO Collaborating Centre for
E PI345.443 HA Singapore NS'"gﬂp”rﬂgpmuwu Reference and Ressarch on coc
- Influenza
. . National Institute for Medical
EPI765541 HA Slovenia  ASlovenia/2803/2015 s coc
Russian Russan Academy of Medical
EPIG259T2 Ha Fedoration *5t P etersburg/61/2015 Sdenies coc
EPIZ30111 HA Chile AfValparaiso/43870W201  Instituto de Salud Publica de coc

[i] Chile
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Takashita,Emi;
. 5 Fujisaki,Seiichiro,
E PIETE509 HA Japan ANOKOHAMAD4/2015 Y”“”“S”‘;‘l. Cg*’"?tf"”t& of NIID Shirakura, M asayuki;
ublic: 1 ealtn. VWatanabe,Shinji;
O dagiri Takato
Takashita,Emi;
*Yokohama City | netitute of Fujisaki Seiichiro,
EPIGF3558 HA Japan AMNMOKOHAMAS 42015 . NID Shirakura,Masayuki;
Public Health. Vwatanabe,Shinji;
Odagiri, Takato
Laboratory foriralo gy, ST :
EPlassass HA Slovenia  A/Slovenia/2903/2015  Mational Institute of Public Crick Worldwide
Health Influenza Centre
WHO Collaberating aﬁﬁgﬁ;ﬂz’r{l'f
= . A South Institute of Medical and Centre for Reference " o .
EPI556861 Ha Australia Australial22/2015 Veterinary Science (MVS) and Ressarch on Sp'mslg:'N'hL.a”'H”
Influenza ¥e il
Komadina,N.
Takashita, Emi;
c Fukuocka Institute of Public Fujisaki, Seiichiro;
EPIT0S473 HA Japan ~ AFUKUOKAASD3SZ00 oot and Environm ental NID Shirakura, M asayuki;
= Sciences VWatanabe,Shinji;
Odagiri, Takato
Takaghita Emi;
. ’ ’ Fujisaki,Seiichiro;
EPITE9352 HA Japan AHOKKADOMgZo1g  okkaide 'ﬁ:‘;ﬁ;a of Publie NIID Shirakura,M asayuki
Watanabe, Shinji;
Odagiri Takato
EPI917557 HA Japan  AKanagawa/206/2016 | ouonalnstiute ofinfectious coc
Diseases (NIID}
Natienal Institute of Infectious
EPI917659 HA Japan AJSappo /942016 Diseases (NIID} coc
WHO Collaborating Deng,v-M.;
EPITO408 HA Australia A/BrisbansfE1/2015 Queensland Hf_.lﬂrlh Sdentific  Centre for Reference . Iﬂnn&llc!.P.; _
Services and Research on Spirason,N,; LauH
Influenza Komadina,N
WHO Collaborating Deng,v-M;
) ] ] . Centre for Reference lannelio, P ;
EPIBTS532 HA Australia ADarsin/M17i2015 Rovyal Darwin Hospital and Research on Spirason N Lau H:
Influenza Kemadina,N.
. R WHO Collaborating Deng,v-M.;
N ﬂt'm.ﬂl Centre_ for Scientific Centre for Reference lannelio, P ;
EPITS3049 HA Fiji AVFijil3i2016 Senices for Virology and . ! .
Vector Borne Diseases and Research on Sprimson,N.; LauH.;
Influenza Komadina,N.
WHOC Collaborating Deng,w-M.;
g . AlSingapore/GP 1911/20 . . Centre for Reference lannelle P.; Spirason,
EPIT45509 HA Singapore 15 Ministry of Health, Singapore and Ressarch on N LauH -
Influenza Komadina,N.
WHO Collaborating Deng, V=M ;
Centre for Reference lannelo, P
EPI956T94 HA Australia AMNidona/S032018 Monash Medical Centre Spirason,N.; LauH
and Research on .
Inf Kaye,M .,
miuenza Komadina,N.
WHO Collaborating Deng,-M.;
New AlNew ) . Centre for Reference lannelle, P,
ERITag1as HA Caledonia Caledonia/S8/2014 Institut Pasteur New Calzdonia and Research on SpirasonM.; LauH .,
Influenza Komadina,N
WHO Collaborating Deng,-M ;
. ) ) Centre for Reference lannelie, P;
EPIT4E200 HA Australia ATasmania/24/2014 Royal Hobart Hospital and Research on Spirason N.; LauH.:
Influenza Komadina N
c . ASouth National Institute for Medical
EPISTTO31 HA South Africa Affical 382612013 Research coc
. AtShanghai- WHO Chinese Mational Natienal Institute for
ERI4T7030 Ha China Putu o 203/2013 Influenza Center M edical Research
Hong Kong Hong Kong Department of Hong Kong .
EPI282424 HA (SAR) A/Hong Kong/555%/2012 Health Department of Health Mak,G.C.;Le,J.¥.C.
EPI319527 HA Russian ASE WHO Mational Influenza Hational Institute for
= Federation P etersbung/27/2011 Cenfre Russian Federation Medical Research
Russian A5 Russan Academy of Medical
EPI316435 HA Federation P etersburg! 00,2011 Sciences coc
Russian WHO Mational Influenza Mational Ingtitute for
ERI319550 HA Federation Alkstrakhan/1/2011 Cenfre Russian Federation Medical Research
WHO Collaborating Centre for
EPIZE0344 HA NewZealand AJChrstchurch/16/2010 Reference and Research on coc
Infuenza
EPI221023 HA Paraguay  AParaguayD3/2009 Lﬂb“"ﬂt”'ﬂpﬁgﬁgrﬂﬂ' de Salud coc
EPI1183250 HA Paraguay  AParaguayi0ei209  -aboratoric Gentral de Salud coc
EPI184390 HA Paraguay  A/Paraguay23/2009 "Eb“"ﬁt”'ﬂpﬁt‘:{i';:' de Salud coc
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Laboratoric Central de Salud

E PI301658 HA Paraguay A/Paraguawa13/2010 Piiblica coc
EPI301701 HA Paraguay A/Paraguaywa01/2010 Lﬂburaturicbt&gnérﬂal de Salud coc
EPI349349 HA Paraguay  AParaguay105/2011 Lﬂb”ﬂt”riupﬁgl?;;“' de Salud coc
E PI349352 HA Paraguay  AParaguayi91/2011  Leboratoric & entil de Salud coc
EPIIBTOT2 HA Paraguay  AParaguayii4/2z  borateric Central de Salud coc
EPI384758 HA Paraguay  A/Paraguay2018g/2012 Eoratoric Central de Salud coc
EPIZ42146  HA Paragusy  AfParaguay6s70i01s  ooraiono Centlde Sald coc
EPIZ23436 HA Paraguay  A/Paraguaw2338/2016 "ﬂb“t”“”,:,ﬁgﬁct:" de Salud coc
EPIESA4E  HA Paragusy  AfParaguayB670/2016  -20oraloric Cential de Salud coc
EPITOG422  HA Paragusy  AfParaguayb9s7/2015  -a0oratorio ential de Salud coc
EPI706415 HA Paraguay ~ A/Paraquayl6242/2015  -aperatoric Central de Salud coc
E PIS43471 HA Paraguay ~ A/Paraguayis71/2015  aperatonc Centrml de Salud coc
E PIB43439 Ha Paraguay  A/ParaguayS333/2015 Lﬂb”ﬂm”upﬁslri';:' de Salud coc
EPI543034 HA Paraguay  AParaguayBéi201s  oo0reiono Centml de Salud coe
EPIS43028 HA Paraguay  AParaguay05/2014 -2 b”ﬂt”mpﬁ;?;r:' de Salud coc
E PI48STT1 HA Paraguay ~ APsraguay91/2013  POralonic Centml de Salud coc
E PI434969 HA Paraguay ~ AParaguay17/2013 ~ aporstonic Gt de Sald coc
EPI394758 HA Paraguay ~ A/Paraguay20199i2012 aporateric Central de Salud coc
EPI387972 HA Paraguay  AParaguay'14/2012 Lﬂb“"“””%ﬁ;ﬁgfl de Salud coc
E PI349352 HA Paraguay  AParaguay91/2011 O b”"ﬂmmpﬁ;?;r:' de Salud coc
E PI345349 HA Paraguay  AParaguaw105/2011 -2 b”ﬂt”mpﬁ;?;r:' de Salud coc
E PI301701 HA Paraguay  AParaguay901/2010 Lﬂ““"ﬂ‘””%%gﬁc‘:" de Salud coc
EPI301598 Ha Paraguay  AParaguay813/2010 LEb“"E‘U”UPE;?;E' de Salud coc
EPI183250 HA Paraguay ~ AParaguayi0g/200g ~ -acoratoric Centrl de Salud coc
EPIZ21023 HA Paraguay  A/Paraguayl08/2009 Lﬂb“"“””%ﬁ;ﬁgfl de Salud coc
EPI184390 HA Paraguay ~ AParagua2si2009 ~ -POraIoToCsaiml de Salud coc
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Resumen

Objetivo: Determinar los conocimientos, actitudes y practicas sobre el Oropouche, en
estudiantes de Latinoamérica de marzo a abril del 2017.

Material y métodos: Estudio observacional, descriptivo de corte transversal, con
muestreo no probabilistico de casos consecutivos. Para la recoleccion de los datos se
realizd mediante un instrumento validado para el efecto. Los datos se expresan en
medidas de tendencia central, dispersion y proporciones.

Resultados: Fueron incluidos 1046 estudiantes de medicina, de 18 a 28 afios de edad,
con una mediana de 21 afios (P25=20 P75=22), de los cuales el 58,51 % (612) pertenecid
al sexo femenino, siendo de los cursos cuarto en 40,15 % (420). El nivel de conocimiento
fue en 88,72%(928) bajo, las actitudes el 36,90% (386) de los estudiantes estan indecisos
y/o dudosos sobre si los entes gubernamentales podrian evitar la propagacion del OROV.
El 52,96%(554) de los estudiantes de medicina no usan repelentes y otros métodos
preventivos en ningin momento del dia

Conclusion: el nivel de conocimiento en general fue bajo, las actitudes indecisas y/o
dudosas y con malas practicas respecto al oropouche.

Palabras clave: Conocimientos, Actitudes y Practica en Salud; Infecciones por Arbovirus,
Arbovirus.

Abstract
Objective: To determine the knowledge, attitudes and practices on the Oropouche, in
Latin American students from March to April 2017.

Material and methods: Observational, descriptive cross-sectional study with non-
probabilistic sampling of consecutive cases. The data were collected using a validated
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instrument for the effect. The data are expressed in measures of central tendency,
dispersion and proportions.

Results: A total of 1046 medical students, aged 18 to 28 years, with a median age of 21
(P25 = 20 P75 = 22) were included, of which 58.51% (612) were females. The fourth
courses at 40.15% (420). The level of knowledge was at 88.72% (928) low, attitudes
36.90% (386) of students are undecided and/or doubtful about whether government
entities could prevent the propagation of OROV. 52.96% (554) of medical students do not
use repellents and other preventive methods at any time of the day

Conclusion: the level of knowledge in general was low, the attitudes indecisive and/or
dubious and with bad practices regarding the oropouche.

Keywords: Knowledge, Attitudes and Practice in Health; Arbovirus infections; Arbovirus
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Introduccidén

En afios recientes el virus Oropouche (OROV), arbovirus de la familia Bunyaviridae,
genero Orthobunyavirus, cuya manifestacion es denominada como fiebre de oropuche
(OROF), ha sido la causa principal de enfermedades causadas por arbovirus en Brasil
después del dengue (DENV). Este virus fue aislado por primera vez en 1955 en un
paciente febril con malaria que residia en una localidad llamada Vegas de Oropuche de la
Isla Trinidad y Tobago y en un principio se consideré como una novedad clinica por lo que
era desconocido?.

Durante los ultimos 45 afios, muchos brotes de OROF, se han descrito en las
Américas, este virus ha sido aislado en comunidades rurales y urbanas de Brasil,
Panama, Perl, Ecuador y Trinidad y Tobago y desde entonces se ha convertido en un
problema de salud publica en las zonas con alto potencial de extension y paises con los
determinantes ecolégicos tropicales como lo son América Central y América del Sur®*.

En las areas rurales el OROV es transmitido entre primates, 0SOS perezosos,
marsupiales y aves, mediante los vectores Aedes serratus y Culex quinquefasciatus
constituyendo la forma selvatica o rural, asintomatica y silente, que mantiene al virus en la
naturaleza®, lo cual indica que no es necesario que el humano esté presente para
mantener el desarrollo natural del arbovirus, por otra parte, esta la forma urbana, que es
la epidémica, en la cual el OROV es transmitido de humano a humano por el vector
Culicoides paraensis determinando la forma urbana del arbovirus™*.

La enfermedad produce un cuadro similar al dengue, presenta un periodo de
incubacion de 4 a 8 dias, con rango entre 3 y 12 dias, el inicio es subito, generalmente
con fiebre, cefalea, artralgia, mialgias, escalofrios, y a veces nauseas y vomitos
persistentes hasta 5 a 7 dias, en algunos pacientes, la convalecencia puede demorar 2
semanas, también ocasionalmente puede presentarse meningoencefalitis provocando
dafios en el Sistema Nervioso Central (SNC)®’. Los sintomas son similares a los de otras
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enfermedades tropicales virales como el Dengue, Chikungunya, Mayaro, Zika y otras
arbovirosis’.

El OROV no causa la muerte, la morbilidad es con frecuencia alta y resulta en una
disminucién de la productividad en los pacientes infectados, los conocimientos sobre los
mecanismos de transmision y permanencia del virus contindan siendo rudimentarios, y su
similitud con otras arbovirosis provoca falencias en los organismos del estado
produciendo altos gastos en recursos de salud, pérdida laboral, inasistencia académica y
sufrimiento social®”>.

Asimismo ha sido considerada en los ultimos afios como re-emergente en paises
latinoamericanos®. Brotes han sido publicados desde Brasil, Venezuela y Perd® lo que
demuestra su diseminacion actual.

El diagnostico es el mismo que otras arbovirosis mediante transcripcion inversa
(RT) seguido por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) , ELISA de captura IgM
Oropuche® , teniendo en cuenta que cada pais debe contar con los métodos de
diagndsticos adecuados para un manejo preciso y prevencion de epidemias con respecto
a las arbovirosis .

En la actualidad hay escasos estudios sobre los conocimientos de arbovirosis que
puedan tener los estudiantes de medicina, en el caso de OROV debido a que no tiene una
distribucién alarmante en todo el continente latinoamericano es ignorado por lo que no es
tema de ensefianza en las catedras de las distintas universidades. En base a lo anterior,
se plante6 como objetivo, determinar los conocimientos, actitudes y préacticas sobre el
Oropouche, en estudiantes de Latinoamérica de marzo a abril del 2017.

Materiales y métodos

Disefio de estudio: Se realiz6 un estudio observacional, descriptivo de corte
transversal, con muestreo no probabilistico por conveniencia sobre el conocimiento, las
actitudes y practicas (CAP) sobre el virus y la fiebre de Oropouche en estudiantes de
medicina de Latinoamérica durante los meses de febrero a abril del 2017.

Poblacién y muestra: Fueron incluidos 1046 estudiantes de la carrera de medicina
de primero a octavo afio de las distintas universidades afiliadas a la Federacion
Latinoamericana de Sociedades Cientificas de Estudiantes de Medicina (FELSOCEM),
durante los meses de febrero a abril de 2017. El cuestionario electrénico se publico en
redes sociales (Facebook y Twitter), envios por aplicacién telefonica de mensajeria
instantanea (Whatapp) y a correos electronicos. A todos los participantes del estudio se
les notifico de los objetivos del estudio y aquellos que estuvieron de acuerdo, procedieron
al llenado del cuestionario electronico mediante Google Doc®©.

Criterios de inclusién y Exclusién: Fueron incluidos los estudiantes de medicina
de las distintas universidades afiliadas a FELSOCEM durante los meses de marzo a abril
del 2017 que hayan accedido a llenar el cuestionario. Fueron excluidos todos aquellos
estudiantes cuyas respuestas fueron incompletas o inconsistentes y aquellos que no
hayan llenado las variables sociodemogréficas.

Instrumento: Se disefi0 un cuestionario, que contenia 25 preguntas, divididas en 4
secciones: epidemiologia, conocimientos, actitudes y practicas. Se incluyeron 12
preguntas de conocimiento que miden los niveles del estudiante con respecto al virus, sus
manifestaciones clinicas y epidemiologia , 5 preguntas que miden actitud y 3 preguntas
gue miden las préacticas de prevencion de la enfermedad por medio de una escala de
Likert.
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Validacién y confiabilidad del instrumento:

- Cualitativo: se realizdé con un epidemidlogo y dos médicos expertos en enfermedades
tropicales quienes evaluaron todas las preguntas. Se utilizdé el método Delphi.

- Cuantitativo: se realizé un estudio piloto en 40 estudiantes de medicina de primer a
octavo afo de la carrera de medicina del azar afiliados a la FELSOCEM los cuales fueron
excluidos de la muestra final.

Aspectos éticos: toda la informacion recogida por los investigadores fue tratada
con confidencialidad, igualdad y justicia, no se divulgo ni repitid ninguno de los resultados.
Andlisis estadistico: todos los datos proveidos por los cuestionarios fueron cargados a
Microsoft Office Excel 2013 ©, y luego del control de calidad fueron exportados para su
analisis en Stata 14.0. Los datos se expresan en tablas de frecuencias, medidas de
tendencia central y dispersiéon. Para el andlisis de confiabilidad se obtuvo con el
coeficiente de alfa de Cronbach (valor mayor de 0,7 define una confiabilidad aceptable).

Resultados

En total 1046 estudiantes de medicina respondieron el cuestionario, de 18 a 28
afios de edad, con una mediana de 21 afios (P25=20 P75=22), de los cuales el 58,51 %
(612) pertenecié al sexo femenino, siendo de los cursos cuarto en 40,15 % (420) y
segundo en 23,33 % (244). El mayor de participantes fue de Venezuela 392 (37,48%)
seguido de colombianos 132 (12,62 %) (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion de los estudiantes de medicina de Latinoamérica de acuerdo a las
caracteristicas generales, 2017

Variable Frecuencia %
Edad
18 a 19 afos 148 13.98
20 a 24 afos 270 2317
25a29%anos 24 229
30 a mas afos [+ 0.57
SEeXo
Masculing 434 41,49
Femenino 812 56,51
Pais
Argentina 16 1.53
Bolivia 43 4.559
Chile 130 12.43
Colombia 132 12.62
E cuador L2 537
M &xico 72 5.80
P anama 82 5.593
P araguay 52 4497
Peri 44 4.2
Yenezuela L1 P 743
Afo cursando actualmente
1* ano 28 263
2* afio 244 23.33
3° afio 208 19.89
47 afio 420 4015
5* afio 11&8 11.28
g7 ano 2 210
7 afno G 0.57
&° afio 28 260
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El nivel de conocimiento fue en 88,72%(928) bajo y 11,28%(118) un nivel medio
(Tabla 2), la mediana de puntaje fue de 0 (P25=0 P75=3).

Con respecto a las actitudes el 36,90% (386) de los estudiantes estan indeciso y o
dudoso sobre si las entes gubernamentales podrian evitar la propagacion de Oropouche,
el 38,62% (404) esta indeciso y o dudoso sobre si publico tiene el papel mas importante
en el control del Oropouche, mientras que el 34,61 % (362) esta de acuerdo. El
61,76%(646) de los estudiantes estan indeciso y o dudoso sobre si estd en riesgo de
adquirir la infeccion, 43,79% (458) esta indeciso y/o dudoso respecto a si la infeccion es
prevenible y el 74,76% (782) esta indeciso y/o dudoso sobre si la infeccion por Oropouche
es mortal (Tabla 3).

Tabla 2. Distribucion de los estudiantes de medicina de Latinoamérica de acuerdo al nivel
de conocimiento, 2017

Nivel de conocimiento Frecuencia %
Bajo 928 88.72
Medio 118 11.28
Alto 0 0

Tabla 3. Distribucion de los estudiantes de medicina de Latinoamérica segun las
actitudes, 2017

Totalmente En Indeciso De Totalmente
en desacuerdo /Dudoso acuerdo de acuerdo
desacuerdo
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
& El publico tiene el 22(2.10) 2B(2.68) 404 (38.62) 362 230 (21,99)
papel mas importante (34 61)
en el control del
OROV?
¢ Cree usted que esta 40 (3.82) a0 (4.78) 646 (61.76) 220 90 (6.60)
en riesgo de contraer (21.03)
OROV?

¢, Cree usted gue la 16 (1.53) 309 (29.06) 458|(43.79) 4(038) 264 (2524)
infeccion por OROV
se puede prevenir?

¢Es la infeccion por 22 (4.97) 62 (5.93) 782 (74.76) 128 22 (2.10)
OROV una (12.24)

enfermedad mortal?

éLos 44 (4 21) 56 (9.39) 386 (36.90) 328 232 (22.18)
gubemamentales son (31.36)

los responsables de
la propagacicn del
OROV?

En cuanto a las préacticas 52,96%(554) de los estudiantes de medicina no usan
repelentes y otros métodos preventivos en ningin momento del dia, mientras que el
21,03%(220) solo lo usa por las noches. En el caso de fiebre 65,39 % (684) da
paracetamol en caso de sindrome febril en el hogar, y el 22,56% (236) acude a un médico
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de inmediato. El 57,74% (604) de los estudiantes en caso de viaje a zonas selvaticas se
protege con ropa todo el cuerpo (Tabla 4).

Tabla 4. Distribucion de los estudiantes de medicina de Latinoamérica segun las
practicas, 2017

Variable N %
Utiliza repelentes y mosquiteros como métodos preventivos
Al estudiar. 16 1.93
Durante el dia 30 287
En viajes y excursiones 220 21.03
Ninguna. 554 5296
Solo en las noches. 74 7.07
Todas. 152 14 53
En caso de alguien con artralgia en casa, que realiza
Acude al médico. 236 22 .56
Espera que calme los sintomas 48 4 59
Aplica agua fria 62 593
Da antipiréticos. 684 6539
Protege a las personas de condiciones ambientales 4 0.38
Da plantas medicinales 12 115
Si usted viaja a la selva qué precauciones toma para evitar la picadura de insectos
Ninguna. 88 841
Todas. 604 5774
Usa ropa. 68 6.50
Usar mosquiteros. 22 210
Usar repelente, 64 6.12
Discusién

La propagacion de la infeccién por OROV en los diversos paises de Latinoamérica,
radica principalmente en la propagacion vectorial’. En el continente europeo existe una
amplia distribucion de los vectores del genero Culicoides principales transmisores de este
virus'®, mientras que en Venezuela el Coquillettidea venezuelensis se ha registrado a su
vez como vector, siendo critico la erradicacién de este por su resistencia, incluso se
menciona que es capaz de competir y desplazar al Aedes aegypti **.

Si bien la trasmision es principalmente vectorial, se han realizado estudios
experimentales de inoculacién subcutanea en hamsteres dorados o ratones lactantes,
causando graves dafos en los mismos, esto comprueba la posibilidad de infectar a
roedores*®*3, |o cual es preocupante debido a que el OROV pertenece a la misma familia
viral del Hantavirus el cual es causante de complicaciones clinicas muy severas y es
transmitido por roedores™®.

La preocupacion por la emergencia del OROV en Latinoamérica, se contempla en
la dificultad para realizar el diagnostico, debido a la alta presencia de otras abovirosis en
la region®, esto trae a contemplar que es sustancial que los profesionales de salud
laborando y los estudiantes de ciencias médicas en formacion de las Universidades
ubicadas en zonas endémicas, tengan 6ptimos conocimientos, actitudes y practicas sobre
el tema.
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De la totalidad de estudiantes incluidos en el trabajo se encontré que la mayor
participacion en estudiantes fue de Venezuela y Colombia, esto podria indicar un mayor
interés hacia estos conocimientos, esto llama la atencién debido a que son paises que
aun no han presentado casos de esta infeccion, a diferencia de otros paises que si han
reportado brotes como en el caso de Peru y Brasil, pero con un menor interés de
participacion en el estudio®*®

Es alarmante encontrar que en la mayoria de los participantes el conocimiento fue
bajo con un 88.72% en comparacién a otra arbovirosis como el ZIKV®, el DENV vy el
CHIKV?®, y tan sélo el 11.28% presentdé un nivel medio, si bien es una arbovirosis
emergente cabe destacar que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha destacado la
inclusién como diagndstico diferencial después del brote epidémico en Per(?,

Otro punto que llama la atencién que un alto porcentaje de estudiantes se muestran
indecisos y/o dudosos respecto a esta infeccion, esto se debe al bajo nivel de
conocimiento registrado en el estudio, cabe destacar que es alta la proporcion de
estudiantes indecisos y/o dudosos sobre si el publico tiene el papel mas importante en el
control del Oropouche, lo cual es la alarmante puesto que es bien sabido que lo principal
en la lucha vectorial es la labor del publico en general.

Referente a las préacticas la mayoria de encuestados de los estudiantes de
medicina no usan repelentes y otros métodos preventivos en ningdn momento del dia y
apenas el 21,03% lo usa por las noches, esto coincidente con estudios anteriores®?. Esto
sin tomar en cuenta el area climatica de residencia de los estudiantes, lo que representa
un limitante; puesto que, estudiantes de medicina que habitan en zonas andinas no tienen
costumbre ni necesidad de usarlo.

Los datos encontrados en este estudio indican que el 65.39% de los estudiantes de
medicina de Latinoamérica prescribe paracetamol en el caso de sindrome febril en el
hogar, y el 22,56% acude a un médico de inmediato. Como futuros profesionales en el
area de la salud no se deberian realizar estas practicas ya que estan en plena formacién
académica y ética, puesto que la amplia variedad de arbovirosis que existen en el
continente es un riesgo por su dificultad de diagndstico diferencial, sin embargo esto no es
limitante para realizar practicas de automedicaciéon, que si bien en la actualidad es una
practica comin en la salud publica® lo cual resulta contraproducente para la evolucion
satisfactoria de las enfermedades®*?.

El desconocimiento, falta de autoeducacion, los mitos, actitudes negativas y falta
de politicas sociales representan factores de riesgos para concluir en resultados
desfavorables. Los escasos conocimientos se dirigen hacia diagndsticos equivocos,
tratamientos inadecuados, gastos publicos innecesarios, mayor propagacién del virus e
incremento de epidemias.

Es importante para autoridades publicas, maestros, profesionales y estudiantes de
las ramas de la salud tomar en cuenta estos datos para concientizar y buscar estrategias
gue soluciones este problema socio cultural y de formacién profesional. La actualizacion
meédica continua y campafas de educacion médica podrian representar una solucion para
los estudiantes de medicina de América y prevenir a los futuros médicos ante epidemias
potenciales que puedan acarrear a su pais.

Conclusioén

El nivel de conocimiento sobre el oropouche es bajo, las actitudes en mayor parte
indecisa y/o dudosa, y las practicas en su mayor parte incorrectas, por lo que es
necesario conducir un nuevo estudio con intervenciones previas para evaluar la eficacia
de estas en caso de enfermedades emergentes.
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Resumen

Staphylococcus aureus es una bacteria que coloniza la piel y/o fosas nasales de las
personas sanas y produce una amplia gama de infecciones, desde forinculos hasta las
mMAas graves como neumonia o0 sepsis. La portacién nasal de S.aureus parece ser clave en
la epidemiologia y la patogenia de la infeccién. S. aureus se caracteriza por presentar el
gen mecA que confiere resistencia a meticilina pudiendo ser sensible a otros antibitticos
no betalactdmicos. Su virulencia se asocia principalmente a la toxina Leucocidina de
Panton Valentine (PVL) una citotoxina que provoca destruccion de los leucocitos y necrosis
tisular, lo que a su vez facilita la produccion de abscesos.

Los objetivos de este estudio fueron, asociar la portacion nasal de S. aureus con la
forunculosis a repeticion, determinar por el método de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) los genes gue codifican la meticilino resistencia y la toxina PVL. Se estudiaron 128
cepas de S. aureus provenientes de pacientes que estuvieron con o sin tratamiento con
antibiéticos, y que concurrieron al laboratorio entre 2016 y 2017 con diagnéstico de
forunculosis a repeticion, de las cuales 74 cepas se aislaron de las lesiones y 54 de sus
hisopados nasales. Del total de cepas, se obtuvieron 66,4% de meticilino resistencia y
78,9% presentaron la toxina PVL. Se obtuvo una alta asociacion entre la portacion nasal de
S. aureus de la comunidad con forunculosis a repeticion (OR: 5,3 ICgs: 1,9 — 14,2%; p =
0,0004< p=0,02; X?)

Palabras clave: Staphylococcus aureus, portacion nasal, forunculosis, mecA, PVL
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Abstract

Staphylococcus aureus is a bacterium that colonizes the skin and / or nostrils of healthy
people and produces a wide range of infections, from forunculosis to the most serious such
as pneumonia or sepsis. The nasal carriage of Staphylococcus aureus appear to be key in
the epidemiology and pathogenesis of infection. Staphylococcus aureus characterizes by
presenting the mecA gene which confers resistance to methicillin and could be sensitive to
other non-beta-lactam antibiotics. Its virulence is mainly associated to the Panton-Valentine
Leucocidine (PVL) a cytotoxin that causes destruction of the leukocytes and tissue necrosis,
which facilitates the abscess production.

The objectives of this study were, to associate the nasal carriage of Staphylococcus
aureus with recurrent forunculosis, to determine by the polymerase chain reaction method
(PCR) the genes encoding methicillin resistance and the toxin PVL. It was studied 128
strains of Staphylococcus aureus from patients with or without antibiotic treatment and
went to the laboratory between 2016 and 2017 with recurrent forunculosis, of which 74
strains were isolated from the lesions and 54 from nasal swabs. Of the total strains, 66.4%
were methicillin resistance and 78.9% presented PVL toxin. There obtained a high
association between the nasal carriage of Staphylococcus aureus of the community with
recurrent forunculosis (OR: 5,3 ICgs: 1,9 — 14,2%; p = 0,0004< p=0,02; X?)
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Introduccién

Staphylococcus aureus (S. aureus) es un microorganismo ubicuo, con predileccion
por la piel, glandulas cutdneas y membranas mucosas de mamiferos. En el ser humano, S.
aureus coloniza la piel y las mucosas de distintas localizaciones del cuerpo humano. El
lugar mas frecuente de colonizacion de S. aureus se encuentra en la parte anterior de las
fosas nasales, seguidas del area perineal-ingles, de la orofaringe y de las axilas. Esta
bacteria puede aislarse, ademas, en otros sitios como en la piel, especialmente de las
manos (1).

S. aureus es uno de los patdégenos humanos mas importantes, responsable de una
amplia variedad de procesos infecciosos, tanto nosocomiales como adquiridos en la
comunidad, algunos de los cuales con una mortalidad elevada. La infeccion suele
comenzar con la colonizacién previa de S. aureus, principalmente en las fosas nasales.
Una vez rota la barrera natural de la piel, las bacterias pueden diseminarse hacia sitios mas
profundos, bien por contigiiidad o bien por via hematdgena (2).

S. aureus es un patdgeno con gran capacidad de adquirir diferentes mecanismos de
resistencia a antibioticos. Este microorganismo habia desarrollado la capacidad de producir
B-lactamasas, que descomponen el anillo B-lactamico de la penicilina e impiden su unién
con las proteinas de unién a la penicilina (PBP). Las PBPs son enzimas localizadas en la
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membrana bacteriana que estan implicadas en la sintesis del peptidoglicano de la pared
celular. Su produccion esta codificada por el gen mecA (3).

S. aureus es capaz de producir una amplia variedad de toxinas y factores de
virulencia. En relacién con la emergencia de Staphylococcus aureus meticilino resistente
(MRSA), el mas importante es la Leucocidina de Panton-Valentine o PVL (por sus siglas en
inglés) (4).

La toxina PVL es una exotoxina formadora de poros, presente en algunas cepas de
S. aureus tanto sensibles como resistentes a la meticilina. La presencia de PVL esta
asociada con mayor severidad local de las infecciones de piel y tejidos blandos, mayor
respuesta inflamatoria (fiebre y otras manifestaciones sistémicas) y complicaciones en las
osteomielitis; y mayor mortalidad de las neumonias. Los fordnculos y abscesos son las
formas clinicas mas frecuentes (5).

El tratamiento de las infecciones por S. aureus depende del tipo y severidad de la
infeccion, la prevalencia de MRSA y la sensibilidad antibiética. También, se considera la
gravedad de las infecciones atribuida a la presencia de la toxina PVL.

La emergencia de MRSA de la comunidad ha llevado al cambio de las politicas
antibidticas en zonas de alta prevalencia, y a la aparicion de nuevas guias de tratamiento
orientadas al manejo de las infecciones por estas nuevas cepas resistentes (6,7)

El objetivo de este trabajo fue determinar la portacion nasal de S. aureus y su
asociaciéon con forunculosis a repeticion en pacientes con o sin tratamiento con antibiéticos
y que concurrieron al Laboratorio Central de Salud Publica por solicitud médica para el
estudio de portacion, entre mayo de 2016 a mayo de 2017.

Materiales y Métodos

Disefio: estudio retrospectivo de corte transverso

Poblacién enfocada: cepas de S. aureus aisladas de hisopados nasales y
lesiones de piel o abscesos de pacientes con diagnostico de forunculosis a repeticién que
estén con o sin tratamiento con antibidticos.

Poblacién accesible: cepas de S. aureus aisladas de hisopados nasales y
lesiones de piel o abscesos de pacientes con diagnéstico de forunculosis a repeticion que
estén con o sin tratamiento con antibiéticos y que concurren en el Laboratorio Central de
Salud Publica entre mayo de 2016 a mayo de 2017.

Criterios de inclusién: muestras de hisopados nasales y/o lesiones de piel o
abscesos de las cuales fueron aisladas S. aureus

Criterios de exclusion: muestras de hisopados nasales y lesiones de piel o
abscesos en las cuales no fueron aisladas S. aureus.

Muestreo: Se realiz6 un muestreo no probabilistico de casos consecutivos que
presentaron los criterios de inclusion.

Variables: las variables operativas utilizadas fueron: hisopado nasal, forunculosis,
fenotipo de sensibilidad, gen mecA, toxina PVL.

Instrumento de medicion: Se llené una ficha en el momento de la toma de
muestra para obtener los datos minimos del paciente requeridos para el estudio, al cual se
le asignd un codigo numeérico.

Aspectos éticos: La toma de muestra fue realizada como procedimiento de rutina,
en forma Unica y sin requerimiento de muestras adicionales. Este trabajo empled bacterias
para la realizacién del estudio analitico, por lo tanto no conlleva riesgos para el paciente.
Los resultados fueron entregados individualmente al paciente por escrito.

Andlisis estadisticos: Todos los datos y resultados obtenidos fueron guardados
en una planilla Microsoft Excel 2010, la cual fue utilizada para el andlisis por el sistema Epi
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Info 7 ®. Para establecer la asociacion de la portacion nasal con forunculosis a repeticién y
poder evaluar diferencias estadisticas entre las variables, se utilizaron los célculos de Chi?.

Toma de muestra y analisis microbiolégicos y moleculares:

A todos los pacientes que cumplieron los criterios de inclusion se les obtuvo
muestras de hisopado nasal y una aspiracion por puncién de la lesién o absceso, o por
hisopado segun el caso.

El cultivo se realizé en los medios de agar sangre de carnero al 5% y agar manitol
sal con incubacion a 35°C. La identificacion se realizd6 por métodos manuales utilizando
tincion de Gram y las pruebas de catalasa, coagulasa, DNAsa, PYR, urea, sensibilidad a la
novobiocina 5 ug, bacitracina 10 ug y polimixina B.

El estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos se realiz6 por el método de
difusion en agar con discos segun el método de Kirby Bauer siguiendo la interpretacion de
los puntos de corte establecidos por el Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) (9).

Los antibiéticos testados fueron: cefoxitina 30 pg, gentamicina 10 pg, , rifampicina 5
ug, cloranfenicol 30 ug, trimetoprimsulfametoxazol 25 ug, La caracterizacién fenotipica de
la resistencia a macrolidos (MLSb inducible) se realiz6 mediante la prueba de doble disco;
eritromicina 15 ug y clindamicina 2 pyg. Las zonas de inhibicién fueron interpretadas segun
su didmetro y detectando la presencia de un achatamiento en la zona de la clindamicina (D-
test), indicando resistencia inducible. Si no se producia un efecto D-test, se interpretd que
la cepa era sensible o resistente a clindamicina en funcion al didmetro de los halos de
inhibicion. La caracterizacion molecular se realizé en el area de biologia molecular del
LCSP. La técnica utilizada fue de la reaccion en cadena de la polimerasa clasica multiple
(PCR Multiplex) siguiendo un protocolo descrito para la deteccion del gen mecA y PVL
(10,11)

La extraccion del ADN se realiz6 con el equipo de extraccion Magpurix, de este
extracto se tomo 3 ul como DNA molde o templado para la reaccion de amplificacion.

Para la realizacion de esta técnica se utilizaron dos iniciadores o primers que son
complementarios del gen mecA (mecAl y mecA2) y dos iniciadores para la deteccion del
gen luk-PV (Luk-PV1 y Luk-PV2) descritos por Lina et al (10).

Para la mezcla de reaccion (Mix) se utilizé por cada tubo: Desoxirribonucleotidos
trifosfato (dNTPs) 2,5 mM; CIMg2 50 mM: 3 ul; Buffer PCR 10X: 5 ul; Tag DNA polimerasa
2,5 Ulul: 0,2 ul; Primers 30 pmoles/ul: 1 ul; agua grado molecular: 34,8 ul; ADN templado: 3
ul La amplificaciéon se realiz6 en un termociclador siguiendo los siguientes parametros: 95
°C, 5 minutos; 47°C, 10 min; 72°C, 6 min; 95°C, 5 min; seguidos de 35 ciclos de 30 seg a
95 °C; 30 seg. a 60°C; 1 minuto a 72 °C y un periodo de extension final de 10 minutos a 72
°C.

Los fragmentos de ADN amplificados fueron separados mediante una electroforesis
en gel de agarosa al 2%. El gel se prepar6 con 2 gr de agarosa, 100 ml de buffer TE 0,5X
(50 mM Trisy 0,2 mM EDTA pH8) y 10 ul de una solucién de Bromuro de Etidio (10 mg/ml).
El gel fue cargado con 3,5 ul del producto amplificado con el buffer de corrida (Loading
buffer) y con un control de peso molecular de 1 kb (Ladder). La corrida se realizé en buffer
TE 0,5X a 100 voltios durante 45 min.

La visualizacién de los amplificados se realiz6 con un equipo transiluminador de luz
ultravioleta y fotografiados con el mismo equipo que posee un fotodocumentador (BioRad)
incorporado a una computadora para el posterior analisis.

Interpretacion de los resultados de la PCR: las cepas que poseen el gen mecA, en
el producto de PCR presentan una banda de 286 pb. Las cepas que poseen el gen luk-PV
presentan una banda de 433 pb
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Resultados

Portacion nasal de S. aureus y su asociacion con forunculosis

Se analizaron en total 168 muestras, 84 hisopados nasales y 84 lesiones de piel o
abscesos.

El 45,2% (76/168) de las muestras dieron cultivo positivo para S. aureus en ambos
tipos de muestras en un mismo paciente; 38 se aislaron del hisopado nasal y 38 de sus
lesiones de piel.

El 23,8% (40/168) dieron cultivo negativo en ambos tipos de muestras

De los hisopados nasales que dieron cultivo positivo para S. aureus y cultivo
negativo en sus lesiones fue del 9,5% (16/168).

De las lesiones de piel o abscesos que dieron cultivo positivo para S. aureus y
cultivo negativo para sus hisopados nasales fue del 21,4% (36/168).

Se pudo observar un asociacion altamente significativa (OR: 5,3 ICgs: 1,9 — 14,2%;
p = 0,0004< p=0,02; X?) entre la portacién nasal de S. aureus y la formacién de forGinculos
a repeticion.

Resistencia a meticilina

Del total de muestras se aislaron 128 cepas de S. aureus, el 66,4% (85/128) fueron
resistentes a oxacilina, y el 33,6% (43/128) fueron sensibles.

De las 128 cepas, 54 cepas se aislaron de los hisopados nasales, de los cuales el
63% (34/54) fueron oxacilina resistentes y el 37% (20/54) fueron sensibles. (Figura 1)

De las 128 cepas, 74 cepas se aislaron de las lesiones de piel, de los cuales el
71,4% (53/74) fueron oxacilina resistentes y el 28,6% (21/74) fueron sensibles.

Las 76 cepas de S. aureus aisladas de las lesiones y de sus hisopados nasales
correspondientes, el 89,5% (68/76) fueron meticilino resistentes, coincidiendo la resistencia
en ambos tipos de muestra.

80%
70% 53%
60%
50%
40%
30%1—
20%1—
10%~+—
0% -

71.4%

28.6% OXAS
BOXAR

Hisopado nasal Lesion de piel
n=54 n=74

Figura 1. Frecuencia de sensibilidad a la Oxacilina en los hisopados nasales y
lesiones de piel.

Deteccion del gen mecAy PVL

Todas las 85 cepas de S. aureus que fueron resistentes a la Oxacilina por el
meétodo de difusion por discos de Cefoxitina, se confirmaron por métodos moleculares
coincidiendo con la portacion del gen mecA que confiere dicha resistencia por el
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mecanismo de produccion de PBP2, evidenciados por el producto de amplificacién de 288
pb (Figura 2), confirmandose asi la frecuencia del 68,3% de MRSA del total de aislados.

De las 128 cepas de S. aureus, el 78,9 % (101/128) portaron el gen que codifica la
PVL.

De las 54 cepas aisladas de los hisopados nasales 72,2% (39/54) portaron el gen
para PVL, y de las 74 cepas aisladas de las lesiones 83,7% (62/74) portaron PVL,
detectados por los productos de amplificacion de 433 pb (Figura 2).

Sensibilidad a los antimicrobianos

En cuanto a la sensibilidad a los antimicrobianos, de los 128 aislamientos, el 66,4%
(85/128) fueron resistentes a Cefoxitina y por tanto resistentes a Oxacilina, y el 33,6%
(43/128) presentaron sensibilidad a la misma.

Las 128 cepas presentaron 100% de sensibilidad a Trimetoprim sulfametoxazol. El
15,6% (20/128) fueron resistentes a Gentamicina; el 20,3% (26/128) fueron resistentes a
Clindamicina, y el 21,8 % (28/128) fueron resistentes a Eritromicina. Se encontré un 1,6%
(2/128) de resistencia a Ciprofloxacina y 1,2% (1/128) de sensibilidad intermedia a
Rifampicina. (Figura 3).

El 10,9% (14/128) de los aislados presentaron MLSb inducible (D-Test +) (no
mostrado en el gréfico).
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Figura 3. Porcentaje de sensibilidad y resistencia a los diferentes antimicrobianos en
S. aureus. n=128
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Discusioén

Este estudio fue realizado para asociar la portacion nasal de S. aureus con la
forunculosis a repeticion, conocer la prevalencia de cepas meticilino resistentes y la
portacion de la toxina PVL.

El informe anual de los datos del 2015 de la Red Nacional de Laboratorios de
Paraguay, enviado anualmente por el laboratorio de referencia Laboratorio Central de
Salud Publica (LCSP) a la OPS/OMS, inform6 una prevalencia de MRSA del 71,2% de
diferentes sitios de infeccion (12)

En este estudio obtuvimos una frecuencia de MRSA del 66,4% en el total de cepas
estudiadas. La meticilino resistencia de las cepas aisladas de las lesiones de piel coincidio
con las aisladas de sus hisopados nasales

Otros estudios a nivel nacional, comunicaron la frecuencia de MRSA vy la presencia
de PVL en diferentes sitios de infeccidén y también en portadores nasales de trabajadores
de la salud (14)

La frecuencia de infecciones en general, por cepas portadoras de PVL en este
estudio, fue del 78,9% del total de cepas estudiadas. Frecuencia bastante elevada en
comparaciéon con otro estudio realizado en el 2010 en Paraguay donde analizaron cepas
de S. aureus adquiridos de la comunidad obtenidos a partir de muestras clinicas de
secreciones de piel, partes blandas o liquidos corporales de pacientes menores de 17 afios
donde la portacion del gen codificante de la PVL se observo en un 58% del total de los
aislados (15).

A pesar de la alta meticilino resistencia, se observé una alta sensibilidad a las
sulfonamidas, tratamiento de eleccion para infecciones de piel y tejidos blandos.

En comparacién con otros autores (15), observamos una disminucién de la
sensibilidad a otros tipos de antibioticos, especialmente a la clindamicina (20,3%),
alternativa de tratamiento especialmente en pediatria.

Si bien, hay otros tipos de estudios donde no encontraron una asociacion
significativa entre la portacién nasal y las afecciones sistémicas (16), en este trabajo, se
pudo establecer una alta asociacion de la portacion nasal de S. aureus con la forunculosis
a repeticion (OR: 5,3 1C95: 1,9 — 14,2%; p = 0,0004< p=0,02; X?).

Conclusioén

Se pudo establecer una alta asociacion de la portacion nasal de S. aureus con la
forunculosis a repeticion.

Todas las cepas meticilino resistentes portaron el gen mecA, lo que confirmo la
resistencia por este mecanismo.

A través de la deteccion del gen Luk-PV se pudo determinar la frecuencia de
portacién de la toxina PVL.

Todas las cepas de S. aureus estudiadas fueron sensibles a las sulfonamidas, pero
con menor sensibilidad a los macrolidos y lincosaminas, y con sensibilidades variables a
otros tipos de antibioticos.
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Resumen

La alimentacion incide directamente en la salud humana. En los mercados se elaboran y
expenden productos alimenticios de alta demanda y gran consumo. El objetivo de este
trabajo fue describir las buenas practicas de manufactura y los factores de riesgo durante
la manipulacion de alimentos en los Mercados Municipales del Departamento de
Caaguazu, afios 2015 y 2016. El estudio fue de tipo observacional descriptivo de corte
transversal y prospectivo. La muestra quedo conformada por 5 mercados, en los cuales
fueron seleccionados para participar del estudio 66 manipuladores de alimentos y 39
establecimientos gastrondmicos. Para la recoleccion de datos relacionados con las BPM,
se disefo y validé una lista de verificacion que contenia 176 variables agrupadas en 14
secciones, con el mismo instrumento también se identificaron los factores de riesgo. Los
resultados arrojaron la siguiente informacion. Los factores de riesgo observados en los
manipuladores de alimentos fueron: forma incorrecta como descongelan los alimentos con
el 98,46% (n=64), prueban los alimentos de forma incorrecta el 85,25% (n=52) y el no uso
del uniforme completo de color claro y limpio el 83,33% (n=55).En los establecimientos,
los factores de riesgo observados fueron en mayor porcentaje fueron: la forma de
disposicion de la basura, lo realiza de forma incorrecta el 84,88% (n=37), no realizan el
lavado de los abridores de lata entre cada uso, un 92,31% (n=36) y alimentos no
almacenados por separado debidamente, el 92,31% (n=36). Se concluyé0 de manera
general en los Mercados Municipales del Departamento de Caaguazu durante los afios
2015 - 2016, no se conocian ni aplicaban las buenas practicas de manufactura, siendo
observados algunos factores de riesgo como fueron la formad de descongelar los
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alimentos, la forma en cémo prueban los alimentos, la forma de disposicidén de la basura y
lavado de abridores de lata entre cada uso

Palabras claves: BPM, factores de riesgo, seguridad alimentaria
Abstract

Food directly affects human health. In markets, high-demand and high-consumption food
products are made and sold. The objective of this work was to describe good
manufacturing practices and risk factors during food handling in the Municipal Markets of
the Department of Caaguazu, in the years 2015 and 2016. The study was descriptive
observational cross-sectional and prospective. The sample consisted of 5 markets, in
which 66 food handlers and 39 gastronomic establishments were selected to participate in
the study. For the collection of GMP-related data, a checklist was drawn up and validated
containing 176 variables grouped into 14 sections, with the same instrument also
identifying risk factors. The results showed the following information. The risk factors
observed in food handlers were: incorrectly defrosted food with 98.46% (n = 64),
incorrectly tested food 85.25% (n = 52) and non-use of the complete uniform of light and
clean color 83.33% (n = 55). In the establishments, the observed risk factors were in
greater percentage were: the form of disposition of the garbage, it performs incorrectly the
84, 88.3% (n = 36) and food not separately stored properly, 92.31% (n = 36) did not
perform the washing of can openers between each use. It was concluded in general in the
Municipal Markets of the Department of Caaguazu during the years 2015 - 2016, the good
manufacturing practices were not known and applied, being observed some risk factors
such as the form of thawing the food, the way in which test foods, how to dispose of trash
and wash can openers between each use.
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Introduccién

Desde tiempos remotos, y sin discriminacién de estratos sociales, raza ni ubicacion
geografica, la salud de las personas ha constituido la fundamental preocupacion tanto
para jefes de familia como para gobernantes de naciones y el de cursar del tiempo no ha
cambiado esa realidad.

En la actualidad, uno de los elementos que inciden directamente en la salud
humana, es la alimentacion y en ese contexto, los establecimientos que comercializan
alimentos, deben cumplir normas basicas de higiene y control en lo que respecta a la
manipulacion de los alimentos, ya que en el procesamiento de los mismos se encuentra el
principal factor de riesgo®.
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Segun Food and Drug Administration (FDA) del gobierno de EUA, las enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA) pueden generarse a partir de un alimento o agua
contaminada. Son llamadas asi porque el alimento actia como vehiculo de transmisién de
organismos dafinos y/o sustancias toxicas. Las ETA pueden presentarse de tres formas:
Infecciones causadas por alimentos, intoxicaciones causadas por alimentos, toxiinfeccion
causada por alimentos®.

Las enfermedades transmitidas por alimentos aquejan principalmente a los sectores
mas vulnerables de la poblacion y son causadas principalmente por el desconocimiento
de la correcta manipulacion de los alimentos y la falta de higiene del personal que
interviene en la preparacion de los mismos?®.

El desconocimiento y la mala practica en el sector culinario, no solo representa un
problema de salud para el consumidor, también reflejan pérdidas econdmicas a las
familias, por el desperdicio de los alimentos que esto implica y gastos médicos, que
pueden ser prevenidos a tiempo®. Este estudio se enfocé en describir las buenas
practicas de manufactura y los factores de riesgo durante la manipulacion de alimentos en
los Mercados Municipales del Departamento de Caaguazu durante los afios 2015 — 2016

Materiales y métodos

Se realizd una investigacion observacional, descriptiva, de corte transversal y
prospectiva. EI ambito geogréfico fue el Departamento de Caaguazu, el cual cuenta con
una poblacion de 478.627 habitantes distribuidos en 21 Distritos, concentrandose el 41,5%
de la poblacion total de la region en los distritos Coronel Oviedo y Caaguazu. El ambito
temporal abarc6 desde el 01 de octubre del 2015 al 31 de diciembre del 2016.

La poblacién fueron los veintidés Mercados Municipales del Departamento de
Caaguazu. La muestra qued6é conformada por 5 mercados; 2 de la ciudad de Coronel
Oviedo y 1 de cada uno de los municipios de Caaguazu, Juan Manuel Frutos y J. Eulogio
Estigarribia, respectivamente Los mismos fueron incluidos ya que eran locales
elaboradores de comidas listas para servir y cumplian los criterios de inclusion y
exclusion. Participaron del estudio 66 manipuladores de alimentos y 39 establecimientos
gastrondémicos.

Para la recoleccién de datos relacionados con las BPM, se disefi¢ y validé una lista de
verificacion que contenia 176 variables agrupadas en 14 secciones, para ello se utilizd
como guia las Normativas Internacionales y Nacionales, que dictan los lineamientos
referentes a BPM (Codex Alimentarius CAC/RCP, 2003). Con este mismo instrumento
también se identificaron los factores de riesgo, quimicos, fisicos y microbiolégicos, a partir
del cumplimiento o no de las BPM durante el proceso de elaboracién y expendio de los
alimentos, que previamente habian sido seleccionados en base a riesgo

Resultados

Los aspectos de buenas practicas que se cumplen en mayor porcentaje son:
tratamiento de huevos picados con el 84,62% (n=55), la utilizacion de utensilios como
pinzas con el 56,06% (n=37) y que presentan las manos limpias, sin joyas, ufias limpias,
cortas y sin esmalte el 54,55% (n=36) (Tabla 1).

Los que presentan mayor incumplimiento y constituyen factores de riesgo son: forma
incorrecta como descongelan los alimentos con el 98,46% (n=64), prueban los alimentos
de forma incorrecta el 85,25% (n=52) y el no uso del uniforme completo de color claro y
limpio el 83,33% (n=55).
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Tabla 1. Cumplimiento de las Buenas Practicas de Manufactura y factores de riesgo

Cumple No cumple Totales
Indicadores n % n % n %
Signos evidentes de enfermedad (heridas,
tos, estornudos y diarreas) 31 46,97 35 53,03 66 100
Mantiene cabellos cortos y/o recogidos,
limpiosy cubiertos 33 50% 33 50% 66 100
Presenta manos limpias, sin joyas, ufias
limpias, cortasy sin esmaltes 36 54,55 30 4545 66 100
Uso de uniforme completo (mandil y gorro), de
color claro, limpio 11 16,67 55 83,33 66 100
Forma de como se descongelan los alimentos 1 1,54 64 98,46 65 100
Formade como prueba los alimentos 9 14,75 52 85,25 61 100
Tratamiento de huevos picados 55 8462 10 15,38 65 100
Se utiliza utensilios distintos para manipular
alimentos crudos y cocidos 33 5303 31 4697 66 100
Los alimentos son manipulados con utensilios
como pinzas 37 56,06 29 43,94 66 100
Se utiliza guantes para la manipulacion de
alimentos 21 31,82 45 68,18 66 100

Tabla 2. Cumplimiento de las Buenas Practicas de Manipulacion en los establecimientos
gastronémicos. n=39

. Cumple No cumple Totales
Indicadores n % n o n %

Disposicion de basura circundante - area interna 34 87,18 5 1282 39 100
Cuenta con disposicion de basuras en los locales 37 87,18 2 12,82 39 100
Forma de disposicion de las basuras 2 512 37 9488 39 100
Proteccion de la iluminacion 3 8718 36 1282 39 100
Ubicacion de la luz artificial 16 4210 22 5790 38 100
Identificacion de productos quimicos 16 4103 23 5897 39 100
Agua potabilizada 14 38,89 22 61,11 36 100
Cuenta con canillas en la pileta 34 87,18 5 1282 39 100
Abastecimiento de agua continua 32 82,05 7 17,95 39 100
Almacenamiento de los productos en los locales

debidamente etiguetados 9 2368 29 76,32 38 100
Almacenados por separados de otros productos 17 4359 22 5641 39 100
Inflamables y explosivos separados debidamente 3 7T8B9 36 9231 39 100
Los utensilios de cocina en contacto con alimentos

son lavados 35 89,74 4 10,26 39 100
Lavado de abridores de lata entre cada uso 3 789 36 9231 39 100
Los utensilios son sanitados 20 51,29 19 4871 39 100
Las superficies son sanitadas 19 4871 20 51729 39 100
Métodos de sanitacicn 12 30,76 27 6924 38 100
Cuenta con heladera 286 7368 10 26,32 38 100
Los alimentos se encuentran ordenados 11 68,75 5 3125 16 100
Se observan derrames de liguidos en la heladera 5 3125 11 68,75 16 100
Se observan restos de alimentos en la heladera 15 9375 1 6.25 16 100
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En cuanto al cumplimiento de buenas practicas de manufactura en los
establecimientos, cumplen en mayor porcentaje en los siguientes aspectos: los utensilios
de cocina en contacto con alimentos son lavados, un 89,74% (n=35), cuenta con canillas
en la pileta un 87,18% (n=34), cuenta con disposicion de basura y la disposicion de la
basura en el area interna, ambos con el 87,18% (n=34) (Tabla 2).

Los aspectos que cuentan con mayor porcentaje de incumplimiento son: la forma de
disposicion de la basura, lo realiza de forma incorrecta el 84,88% (n=37), no realizan el
lavado de los abridores de lata entre cada uso, un 92,31% (n=36) y alimentos no
almacenados por separado, inflamables y explosivos, el 92,31% (n=36)

Discusioén

Es una necesidad y un compromiso social con la salud y el bienestar de las
poblaciones ofrecer alimentos seguros y nutritivos que estén a la altura de sus
necesidades en cuanto a calidad y asequibilidad. EI cumplimiento de las Buenas Practicas
de Manufactura se convierte en un imperativo para los mercados expendedores de
comida que deseen mantenerse competitivos, responder a las demandas de los
consumidores y a las exigencias de las entidades y organismos reguladores de las
politicas gastrondmicas y de salud en Paraguay.

Las buenas practicas de manufactura de alimentos dependen en gran medida de la
aparicién de factores de riesgo que traigan consigo la contaminacion de los productos
alimenticios. En este estudio, el 46,97% de los manipuladores que entraron en la
investigacion (n=31) presentd algun signo de enfermedad en el momento del
levantamiento de datos. Otro factor de riesgo analizado fue el largo del cabello y cémo lo
llevaban los manipuladores durante su jornada laboral, sélo la mitad de los participantes
presentaba los cabellos cortos y/o recogidos, limpios y cubiertos y respecto a las manos
limpias, sin joyas, ufias limpias, cortas y sin esmalte el 54,55% (n=36) presento
cumplimientos de los items antes mencionados. En cuanto al uso del uniforme, el 88,33
(n=66) no contaba con el uniforme completo, de color claro y limpio y sélo el 36,36%
(n=24) poseia conocimientos basicos sobre buenas practicas de manipulacion de
alimentos lo cual se evidencio en los resultados obtenidos en todo el estudio.

Sin embargo, Carrasco y cols.” al evaluar la implementacién de las BPM in situ,
encontraron que menos del 80% de los manipuladores de alimentos usaban
correctamente su uniforme gque consistia en el uso de gorro y chaqueta blanco y limpio, en
lo que se referia a tener las ufias cortas, limpias y sin esmalte, ademas del no uso de
joyas (anillos, pulseras, relojes) todos los integrantes de la muestra cumplian con lo
indicado en las normativas.

Seguramente, la diferencia se debe a que en el estudio de Carrasco y cols., los
manipuladores recibian formacion permanente respecto a su trabajo y desempefio lo cual
no ocurre en ésta investigacion, en la que en cuanto a la capacitacion de los
manipuladores, se comprobdé que el 90,77% no recibe capacitacion permanente y el
90,91% (n=66) nunca ha participado de alguna capacitacion sobre manipulacién de
alimentos, hecho que se reflejo en la observacion y se evidencio en resultados poco
favorecedores en cuanto a la presencia de factores de riesgo®.

Esta realidad resulta una preocupacion de cara a la inocuidad de los alimentos, pues
se ha demostrado que las ufias artificiales (acrilicas) pueden ser medios potenciales de
transmision de patdgenos a los alimentos y existen evidencias de que el uso de las ufias
cortas reduce significativamente el riesgo de colonizacibn de bacterias como
Pseudomonas aeruginosa®.
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Montesdeoca en una investigacion realizada recientemente encontrd la alarmante
realidad en los mercados estudiados de que no se observé el uso de los medios de
barrera como guantes y mascarilla; sin embargo en items relacionados con otras medidas
de higiene como el lavado de manos, el uso de joyas, la manipulacion de dinero y
alimentos al mismo tiempo mostraron que la gran mayoria de los manipuladores se lava
las manos cada vez que sea nhecesario y no usa prendas ni maneja dinero siempre que
esté manipulando alimentos’.

Cabe destacar que varios autores, al describir las condiciones higiénicas sanitarias
en la venta callejera de alimentos, encontraron una alta prevalencia de manipuladores que
no se lavaban las manos, en muchos de los mercados ni siquiera habia agua corriente
constante y se ha observado con asiduidad a manipuladores de alimentos que ademas
cobran a los clientes y en los que el uso de joyas como relojes, anillos, cadenas fue
frecuente®®, lo que constituye un dato preocupante pues revela que la falta de higiene
durante el proceso de manufactura de alimentos no es un hecho exclusivo de los
mercados estudiados en la presente investigacion.

No obstante, dos estudios semejantes realizados en los Ultimos 9 afios, en los que
se encontrd que la mayoria de los manipuladores encuestados dijo haber recibido una
capacitacion que les permitié desarrollar practicas de manejo y almacenamiento de
insumos, y de manipulacién adecuada de los mismos para la preparacion de los
alimentos, siempre que ellos trabajaran en restaurantes bares y cafeterias'®*!; no siendo
asi en aquellos manipuladores de alimentos que laboraban en mercados publicos, los
cuales en la casi totalidad de los estudios consultados, carecian de formacion y
entrenamiento técnico para la labor que se encontraban® %13,

Carrasco y cols. en sus recomendaciones, advirtieron que los resultados sobre el
impacto de las capacitaciones y cursos de formacién sanitaria a manipuladores de
alimentos ha demostrado ser de poca eficacia en cuanto a los conocimientos adquiridos y
a la puesta en préactica de las BPM, por lo que convendria repensar dichos programas de
cara a realizar formaciones mas ajustadas a las diferentes realidades y que logren un
impacto verdadero en la calidad de los servicios gastronémicos en el area’.

En cuanto a la forma mas frecuente de descongelar los alimentos, este estudio
recopilé datos que demuestran que lo hacen dejando los mismos a temperatura ambiente
con el 83,08% (n=54), para probar los alimentos durante su preparacién, el 83,61% (n=51)
los hace con una cuchara directo a la boca y en caso de recibir huevos picados, el 12,3%
(n=8), los utiliza normalmente. Con respecto a la utilizacién de distintos utensilios para
manipular alimentos cocidos y crudos, el 49,97% (n=31) utiliza los mismos utensilios, el
56,06% utiliza utensilios como pinzas y el 68,48% (n=45) no utiliza guantes para la
manipulacion de alimentos

En términos generales, se considera que bajo los 5°C, se retrasa el crecimiento y la
multiplicacion de las bacterias, entre los 60°C y 70°C la reproduccién de bacterias es
escasa o nula, y sobre los 70°C (coccién adecuada) asegura un alimento inocuo y seguro
por lo que Bravo'®, recomienda que una vez definidos los productos que se van a utilizar,
se saguen del congelador y se colocan en la parte mas baja del refrigerador a efecto de
realizar una descongelacion lenta a una temperatura que no esté dentro de la zona de
peligro.

Conclusion
Los aspectos de buenas practicas de los manipuladores que se cumplen en mayor
porcentaje son: tratamiento de huevos picados, la utilizacion de utensilios como pinzas y

gue presentan manos limpias, sin joyas, ufias limpias, cortas y sin esmalte.
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Los que presentan mayor porcentaje de incumplimiento y constituyen factores de
riesgo son: forma incorrecta como descongelan los alimentos, prueban los alimentos de
forma incorrecta y el no uso del uniforme completo de color claro y limpio.

En cuanto al cumplimiento de buenas practicas de manufactura en los
establecimientos, cumplen en mayor porcentaje en los siguientes aspectos: los utensilios
de cocina en contacto con alimentos son lavados, cuenta con canillas en la pileta y la
disposicion de la basura en el area interna.

Los aspectos que cuentan con mayor porcentaje de incumplimiento son: la forma de
disposicion de la basura, lavado de los abridores de lata entre cada uso y alimentos
almacenados por separado debidamente, inflamables y explosivos.
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Resumen

La Paracoccidioidomicosis es una micosis sistémica de gran importancia para los paises
de América Latina. Cuando no es diagnositicada y tratada oportunamente puede
progresar a formas diseminadas graves. Se describen aislados casos de afectacién dsea
Unica o multiple, por lo general en la forma diseminada.

Caso clinico: Varon, 73 afios, albafil, procedente de San Antonio — Pte. Hayes, cuadro
de 3 meses de evolucion, lesion ulcerada en regiébn maleolar externa del tobillo izquierdo,
inicia como lesion Unica, aproximadamente 1 cm de diametro, luego aumenta de tamafio y
aparece lesion de pequefio tamafio con similar caracteristica en vecindad. Una semana
antes, dolor y secrecion serosa a nivel de las lesiones por lo cual consulta. Se le realiza
escarificacion de la lesion: esporos micéticos exoesporulados compatibles con
Paracoccidioides sp. y se decide internacion. En paladar duro se observa lesion ulcerada
de aspecto granulomatoso de 0.5 x 1 cm. En piel palidez generalizada y lesiones
ulceradas en region maleolar externa del pie izquierdo, en nimero de 2, redondeadas,
bordes netos, con secrecion serosa y tumefaccion dolorosa perilesional. Escarificacion de
Ulcera en paladar: Paracoccidioides sp. Serologia para Paracoccidioides brazilienzis:
positivo 1 / 2. TAC torax: infiltrado parenquimatoso perihiliar y bibasal con imagenes
cavitarias. TAC MIl: lesion osteolitica en sacabocado en peroné. Recibié 1,5 gr.
acumulativo de AmB desoxicolato con buena evolucion y se externa con Cotrimoxazol con
plan de tratamiento estimativo minimo de 2 afios

Palabras clave: Anfotericina B, infectologia, clinica médica
Abstract
Paracoccidioidomycosis is a systemic mycosis of great importance for the countries of

Latin America. When it is not diagnosed and treated timely it can progress to severe
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disseminated forms. Isolated cases of single or multiple bone involvement are described,
usually in the disseminated form.

Clinical case: Male, aged 73, bricklayer, from San Antonio - Pte. Hayes, a 3 months
evolution, ulcerated lesion in the external malleolar region of the left ankle, starts as a
single lesion, approximately 1 cm in diameter, then increases size and small lesion
appears with similar feature in neighborhood. One week before, pain and serous discharge
at the level of the lesions for which he consults. Scarification of the lesion is performed:
exoesporulated mycotic spores compatible with Paracoccidioides sp. and hospitalization is
decided. In the hard palate, an ulcerated granulomatous lesion of 0.5 x 1 cm is observed.
In generalized pallor skin and ulcerated lesions in the external malleolar region of the left
foot, number of 2, rounded, net borders, with serous secretion and painful perilesional
swelling. Escharification of ulcer on the palate: Paracoccidioides sp. Serology for
Paracoccidioides brazilienzis: positive 1 / 2. Chest CT: perihilar and bibasal parenchymal
infiltrate with cavitary images. TAC MII: osteolytic lesion in a fibula sac. Received 1.5 gr.
accumulation of AmB deoxycholate with good evolution and external with Cotrimoxazole
with a treatment plan of at least 2 years.

Keywords: Amphotericin B, infectology, medical clinic

Fecha de recepcién: 02/05/2016
Fecha de aceptacion: 19/12/2016

Correspondencia:

Dr. Gustavo Benitez

Instituto de Medicina Tropical
gbenite@yahoo.com.ar

Introduccidén

En la bibliografia no se reportan muchos casos de Osteomielitis causados por
Paracoccidioides braziliensis.

La paracoccidioidomicosis es una infeccion flngica sistémica, endémica en América
Latina y por ende la mas frecuente pudiendo afectar a cualquier organo. Si bien la
osteomielitis es diagnosticada con poca frecuenta, debido a la severidad y las posibles
secuelas, al igual que la respuesta favorable al tratamiento, su diagnostico es de suma
importancia’. La distribucion de este hongo dimorfo, no es uniforme en los paises
endémicos?

La paracoccidioidomicosis se clasifica en base a sus aspectos epidemioldgicos,
inmunopatoldgicos y clinicos; el tipo de adulto o forma cronica, que afecta principalmente
a adultos después de los 30 afos, que tienen un historial presente o pasado de trabajar
en un area rural, si afecta a un solo 6rgano se clasifica como unifocal y se asocia
frecuentemente con lesiones pulmonares y/o cutaneas, o pueden ser ,multifocales,
generalmente las lesiones permanecen asintomaticas, permitiendo la diseminacién a
cualquier sistema u 6rgano del hospedero®*.

Las lesiones Oseas se han descrito con menos frecuencia, y generalmente son parte
de un cuadro clinico multisistémico®
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Caso clinico

Paciente de sexo masculino, 73 afos, albafil, procedente de Presidente Hayes.
Lesion ulcerada de 3 meses de evolucién, en region maleolar externa del tobillo izquierdo
2 meses antes, otra lesion similiar en vecindad. Una semana antes, dolor y secrecion
serosa, lo cual motiva su consulta.

Se solicité escarificacion: esporos micéticos exoesporulados compatibles con
Paracoccidioides sp.

Exfiamen fisico

BOCA: dientes en mal estado de conservacion. Faltan piezas dentarias. En paladar
duro, pequefia lesion ulcerada de aspecto granulomatoso de 0.5 x 1 cm.

PIEL Y FANERAS: Palidez de piel y mucosas. Lesiones ulceradas en region
maleolar externa del pie izquierdo, en nimero de 2, redondeadas, bordes netos, con
secrecion serosa y tumefaccion dolorosa perilesional.

Resto del examen fisico sin datos de valor.

Lesion ulcerada en miembro Lesion granulomatosa en Rx torax del ingreso
inferior izquierdo paladar

* Inicié Anfotericina B desoxicolato (AmB desoxicolato)

» Escacarificacion de ulcera en paladar: Paracoccidiodes sp.
» Serologia para Paracoccidioides braziliensis: positiva 1:2

« Ulcera cronica o fistula?

TAC de torax: infiltrado parenquimatoso difuso TAC de térax: imagenes cavitarias
bilateral bilateral
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Lesion osteolitica en sacabocado en peroné Reconstruccion 6sea de lesion en peroné

+  Complet6 1500 mg de AmB desoxicolato.
Se externa con cotrimoxazol con plan de tratamiento prolongado (2 — 4 afos).
Seguimiento por consultorio externo

Discusién

El Paracoccidioides braziliensis es un hongo dimorfo, que a temperatura ambiente
crece como colonias blancas filamentosas y microscopicamente se evidencian solo hifas y
a temperatura de 35 - 37 °C. Es tipico de regiones humedas con temperaturas elevadas
como nuestro pais. Se cree que el reservorio es el suelo, reportes actuales han
encontrado en armadillos infectados®

La enfermedad conocida como paracoccidioidomicosis en adultos, es una
enfermedad cronica, la cual afecta principalmente al sexo masculino 15:1, a partir de los
30 afios, con contacto frecuente con la tierra, siendo la via inhalatoria, la principal via de
penetracion, y de ahi se disemina a otros 6rganos, por falta de un diagndstico precoz®”’

El presente caso corresponde a una forma rara de presentacién. Si bien no se trata
de una afectacion 6sea unifocal, que es aun mas rara, no habian sintomas respiratorios,
por lo cual la osteomielitis fue fundamental para llegar al diagnéstico.

Las sulfamidas eran tratamiento de eleccion previo a la aparicion de los derivados
triazolicos que fueron la piedra angular del tratamiento, actualmente el itraconazol es la
droga de eleccion para el tratamiento Paracoccidioidomicosis cronica del adulto, a dosis
de 100 mg/dia por seis meses®. Nuestro paciente recibié tratamiento con cotrimoxazol de
manera prolongada.

La afectacion 6sea en la paracoccidioidomicosis es generalmente asintomatica,
pero puede mostrar el dolor, edema y sensacién de calor en el rea de la lesion®.

En general, la afectacion osteoarticular ocurre por progacion linfo — hematégena
desde un foco primario pulmonar®
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Los huesos mas afectados son los de la pared toracica (costillas, esternén,
escapula y acromion)™°.

Actualmente, se recomienda itraconazol para el tratamiento. Sin embargo,
cotrimoxazol aun es ampliamente utilizado, debido a su alta eficacia®

Conclusioén

Debemos tomar en cuenta la variabilidad de manifestaciones clinicas de la
Paracoccidiodomicosis para el diagndéstico oportuno del paciente y evitar las
complicaciones.

El diagndstico precoz, con efectivos tratamientos representan una oportunidad de
mejora en el prondstico y evita secuelas en los pacientes con Paracoccidioidomicosis
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