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INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas siguen planteando un desafio importante para
los sistemas de salud ptiblica de todo el mundo, particularmente en areas como
América Latina, donde una combinacién de disparidades socioeconomicas,
factores ecologicos, el cambio climatico y condiciones relacionadas con la
salud crean un entorno propicio para la persistencia y emergencia de una
amplia variedad de patdogenos que amenazan el bienestar de las poblaciones.
En Ecuador especificamente, la importante carga de enfermedades causadas
por una variedad de bacterias, virus, hongos y parasitos subraya la necesidad
urgente de un enfoque integral y multifacético que integre una vigilancia
epidemiolégica rigurosa, métodos de diagndstico precisos, investigacion
biomédica innovadora y politicas de control que se adapten cuidadosamente
a las caracteristicas Unicas del entorno local y su panorama de salud dado
que muchas enfermedades, aunque ya presentes en Ecuador, no habian dado
la alarma anteriormente debido al niimero relativamente bajo de casos. Sin
embargo, este panorama se ha transformado en los ultimos afios, revelando un
aumento notable en la incidencia de estos casos.

Este libro se ha desarrollado como una respuesta directa a la urgente
necesidad de recursos actualizados, proporcionando un examen exhaustivo
y contextualizado de los agentes infecciosos que se consideran prioritarios
en el pais. Cada capitulo explora meticulosamente los componentes criticos,
como las caracteristicas biologicas de cada patogeno, los patrones de su
epidemiologia tal como se manifiestan en Ecuador, los mecanismos por los
que ejercen la patogenicidad, los perfiles de resistencia a los antimicrobianos
que han surgido, asi como las estrategias disponibles para el diagnostico y
el tratamiento de estos agentes infecciosos. El enfoque concentrado en la
utilizacion de herramientas moleculares y la caracterizacion genética de cepas
que son especificas del contexto local tiene como objetivo subrayar el papel
fundamental que desempefian los avances gendomicos y biotecnologicos para
mejorar nuestra comprension de estas enfermedades y mejorar las practicas
de manejo.

Ademas de compilar el conocimiento disponible, este trabajo también presenta
propuestas reflexivas para futuras iniciativas de investigacion y esfuerzos de
vigilancia, con el objetivo final de fortalecer las capacidades nacionales para
responder eficazmente a las amenazas infecciosas emergentes y persistentes
que puedan surgir en el futuro. Esta disefiado especificamente para servir como
un recurso invaluable para los profesionales de la salud, los investigadores,
los educadores y los estudiantes, como una referencia académica y una
herramienta practica que contribuya con respuesta de salud mas eficaz basada



en la evidencia cientifica y sensible a las realidades contextuales de la region
y del pais.



PROLOGO

Enfermedades emergentes

Las enfermedades emergentes las definiria personalmente como problemas
de salud humana o animal que pueden alcanzar niveles peligrosos para la
poblacién de forma que llegado un momento los medios de comunicacion las
perciben como una amenaza que antes no captaba su atencion.

Las plagas de los cultivos

Por lo general las enfermedades de las plantas reciben el nombre de plagas, por
lo que las nuevas plagas no suelen caer dentro de lo que se llama enfermedad
emergente, aunque en realidad si lo sean. Un caso historico relevante de plaga
fue la de la filoxera de la vid, un insecto que arruind los vifiedos europeos y en
especial los franceses a mediados del siglo diecinueve y cambi6 radicalmente
el cultivo y la produccién de casi todos los vinos europeos.

Es frecuente que sea dificil trazar con exactitud el origen de una plaga o
enfermedad emergente. En el caso de la filoxera, un insecto al que la vid europea
era sensible y la vid americana no, la explicacion mas plausible considera que
se propago6 a Francia coincidiendo con el comienzo de los viajes trasatlanticos
en barcos a vapor que al acortar la travesia permitieron sobrevivir el viaje al
parasito, cosa que con los veleros no ocurria.

La aparicion de nuevas plagas y enfermedades, al igual que el resurgir de otras
que ya se creian superadas, las enfermedades re-emergentes, no deja de ser una
manifestacion visible de la evolucion de los seres vivos. Es dificil interiorizar
que los cambios en los seres vivos ocurren continuamente y solo perduran los
individuos que sobreviven en un ambiente determinado. Como los ambientes
también cambian pueden favorecer a algunos individuos que ya existen, pero
no eran predominantes porque el ambiente anterior no les era tan favorable.
Asi un individuo que prospera en un ambiente puede ser eliminado en otro, a
la par que el que antes era el perjudicado puede ser el que tiene éxito tras el
cambio.

Y es dificil entenderlo cuando se cree que la evolucién, una palabra
desafortunada, supone una subida de categoria, cuando lo que garantiza es
solo la supervivencia y la capacidad de reproducirse en un ambiente especifico
y nada mas.

Se llamo la supervivencia de los mejor adaptados, aunque hay una frase mas
real, algo cinica y escéptica, a la que me apunto, que dice que lo correcto seria
hablar de “la supervivencia de los supervivientes”.



La plaga de la filoxera se resolvid injertando las varietales susceptibles de
las uvas europeas en pies resistentes de vid americana. A la vez que asi los
vifiedos resistieron ya a la plaga, algunos bebedores gourmets siguen opinando
que el caracter de los vinos europeos no volvio a ser el mismo. Puede que esto
solo sea el efecto de la nostalgia.

Legionella, 1a proliferacion del aire acondicionado central

Legionella pneumpphyla y la enfermedad que provoca, grave y mortal a
veces era algo desconocido hasta 1976 cuando en Philadelphia un grupo de
asistentes a una reunion de veteranos de la Legion Americana que se celebraba
en un hotel enfermaron, y algunos murieron debido a una neumonia a la que
entonces se llamo enfermedad del legionario. Ocurre con frecuencia en muchas
enfermedades infecciosas emergentes que al principio es casi imposible
determinar el foco exacto donde se origina la infeccion y también identificar el
agente patogeno que la provoca, y menos aun cultivarlo en el laboratorio. En
la legionelosis, como ahora se conoce, paso6 tiempo hasta que se pudo resolver.
En resumen, la Legionella es una bacteria Gram negativa parasito intracelular
que normalmente habita en aguas dulces proliferando en el interior de amebas
y otros prtozoos. El proceso de como se produjo el salto de una bacteria desde
el ambiente hasta ser un peligroso patdogena es un paradigma de la aparicion
de una nueva enfermedad provocada por cambios inesperados en el ambiente,
en concreto por la instalacion de aire acondicionado central en los edificios
publicos. Ocurre que en las instalaciones de aire acondicionado se instalan
torres de condensacion en las que se acumula agua a temperatura apropiada
para el desarrollo de Legionella, a la par el flujo produce aerosoles en el aire
refrigerado que son una forma muy propicia para infectar las vias respiratorias
de quienes lo respiran. Por otra parte, las amebas y otros protozoos en los
que crece pueden enquistarse de forma que resisten la cloracion por lo
que Legionella puede también propagarse por las canalizaciones de agua
llegando hasta los grifos de suministro doméstico en donde asimismo se
generan aerosoles que facilitan la infeccion.

El desastre del clima

La crisis climatica producida por la actividad humana estd provocando
un calentamiento global que modifica el clima. Hay regiones en las que el
aumento de la temperatura media permite que proliferen especies invasoras
portadoras de patdgenos exdticos. En la peninsula Ibérica y en particular en la
costa mediterranea y en las regiones meridionales de Andalucia ha proliferado
el mosquito tigre, Aedes albopictus, una especie invasora que sirve como
vector a virus como el de la fiebre del Nilo Occidental, el dengue, y la fiebre
amarilla, entre otros, que son ahora enfermedades emergentes en la ribera
mediterranea europea.



La persistencia de la pobreza

Hay enfermedades como la tuberculosis que se pensaba estaban erradicadas
de los paises ricos pero que abundan en zonas del planeta con menos recursos.
En este caso la facilidad y popularidad creciente de los viajes expande los
contagios de forma que se presentan casos de tuberculosis como enfermedad
re-emergente en paises en los que se creia desaparecida. El problema mas
preocupante es la aparicion de formas resistentes y extra-resistentes del bacilo
de Koch frente a los antibidticos utilizados como primera e incluso de segunda
linea. Los obstaculos que se encuentran en los paises con mayor presencia de la
enfermedad son la ausencia de diagnostico rapido y el deficiente seguimiento
del tratamiento de los pacientes, ambos problemas ocasionados por la pobreza.

Persistencia de la ignorancia, la poliomielitis

El virus de la poliomielitis podria haber sido erradicado, como ocurrié con el de
la viruela, ya que existen vacunas eficaces para inmunizar frente a las variantes
que producen la enfermedad y a las nuevas cepas que surgieron a consecuencia
de la propia vacunaciéon. Ha habido ademas programas para inmunizar a la
poblacion de los ultimos reductos donde el virus atin circula. Por desgracia
el programa de erradicacion tropezd en paises musulmanes con obstaculos
que atn no se han resuelto. Ademas de la falsa creencia de que la vacuna
pretende esterilizar a los musulmanes varones, ocurri6 que los Estados Unidos
intentaron camuflar en Pakistan la persecucion de Osama Bin Laden como si
fuese una campafa de vacunacion. La reaccion frente a ello y la propagacion
de bulos sobre los perjuicios de la vacuna para la salud provocaron incluso que
se asesinase a algun sanitario de la campana. Todo ello ha frenado el programa
de erradicacion y existe el riesgo de que la enfermedad pueda resurgir.

Resistencia a los antibidticos

La aparicion de resistencia y multi resistencia a los antibidticos a partir de
las dos ultimas décadas del siglo veinte es sin duda una de las causas mas
alarmantes de la re-emergencia de infecciones que se tenian por desaparecidas.
Los organismos que producen un antibidtico son légicamente resistentes al
mismo por lo que histéricamente muchas estirpes resistentes aparecen en la
naturaleza antes incluso de que comience el uso clinico del antibidtico.

Como medicamentos los antibidticos son muy potentes para curar
enfermedades, pero esa misma propiedad merma el interés de las grandes
farmacéuticas en invertir recursos para descubrir nuevos compuestos. Los
beneficios que producen no son comparables a los de los medicamentos que
frenan los sintomas de una enfermedad sin curarla y que han de consumirse a
diario. Ademas, para retrasar la extension de estirpes resistentes, la prudencia
exige que los nuevos compuestos sean de uso restringido, algo que también
merma los beneficios empresariales.



Es obvio que los antibidticos que eran faciles de encontrar ya se han
descubierto, por lo que cada vez se requiere mas esfuerzo y mas medios para
encontrar nuevos antimicrobianos. El resultado de todos estos obstaculos es
que la introduccién de nuevos farmacos es cada dia menos frecuente y que
muchos de ellos son tan solo derivados con alguna propiedad adicional de
las clases de antibioticos ya existentes y no compuestos que bloqueen nuevas
dianas en los patdgenos.

Un problema similar se presenta con los efectos de algunas vacunas. Por
ejemplo, la vacunacion frente al estreptococo para proteger a nifios y ancianos
ha propiciado el desplazamiento de algunos serotipos vactinales aumentando
la frecuencia de otros.

(Y a continuacion, qué?

Por simple Biologia, en la batalla frente a infecciones s6lo podemos ganar
batallas, pero nunca ganaremos la guerra. Los microorganismos y en particular
las bacterias han evolucionado de manera que la desaparicion de la mayoria
de los individuos de una poblacion es casi irrelevante para la supervivencia
de la especie. En poblaciones de miles de millones de individuos es suficiente
con que sobreviva un bajo porcentaje para que la especie persista. Su
recuperacion es rapida porque la multiplicacion de muchas bacterias, por
ejemplo, Escherichia coli puede tardar no mas de media hora en condiciones
optimas, que solo se alcanzan en un laboratorio, hasta como mucho un dia en
el intestino humano en el que en un ambiente menos favorable y nutrientes
escasos compite ademads con el resto de la microbiota.

Los estreptococos por su parte estdn preparados para que la mayoria de
la poblacion estalle cuando no pueden proliferar mas, sus restos pueden
ser aprovechados por los que perviven, incluso incorporan gracias a ser
naturalmente competentes cualquier fragmento de DNA que podria incluir
genes de resistencia si se encontraban en el genoma de los predecesores.
También los organismos que no son naturalmente competentes como E.
coli han adquirido numerosos mecanismos que facilitan la transferencia
génica que permiten adquirir con facilidad genes de resistencia presentes en la
poblacién y que en presencia de un antibidtico daran ventaja a los individuos
que los incorporen.

Es mas, las bacterias adquirieron desde su origen una cubierta rigida, el
peptidoglicano que les permite concentraciones inusitadas de moléculas en
el citoplasma, tanto como para provocar un turgor casi el triple de una olla a
presion.

Es bien sabido que las reacciones bioquimicas del metabolismo sélo son
posibles en centros activos de enzimas que han de tener una estructura muy



precisa por lo que estan muy poco diversificados. La diversidad de las bacterias
surge sin duda por la diferente forma de regular la expresion de sus genes y
la interaccion entre sus proteinas. La concentracion de las macromoléculas
en el citoplasma bacteriano sirve asi para ensayar y seleccionar un nimero
practicamente inagotable de interacciones cuyo resultado global en el
crecimiento y la proliferacion lo pueden ensayar sin riesgo de que desaparezca
la especie, probando asi las casi infinitas combinaciones para resistir en los
diversos ambientes a los que se enfrentan. Esto incluye por supuesto el ataque
por los antimicrobianos con los que tratemos en el futuro cualquier infeccion.

Miguel Vicente
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HONGOS

1.1. Candida, el principal hongo patégeno en humanos

Derly Andrade', Maria José Caceres', Juan Carlos Tapia!

'Laboratorio de Ciencias Omicas, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad
Espiritu Santo, Samborondon 092301, Ecuador

1.1.1. Biologia
1.1.1.1. Caracteristicas generales de Candida

El género Candida, Berikhout 1923 (Lachance et al., 2011), estd ampliamente
distribuido en la naturaleza, incluyendo especies saprofitas o parasitarias que
usan al humano y otros animales como huéspedes. El género comprende
aproximadamente 200 especies, asexuales en su mayoria y con morfologia
unicelular (Kreulen et al., 2023). Estudios taxondmicos han tratado de
diferenciar algunas especies del género Candida pero la similitud de la
morfologia y fisiologia impiden la correcta clasificacion de algunas especies
(Fontecha et al., 2019). Consideramos, ademas, que desde el afio 2019
muchas especies de hongos de importancia médica fueron taxonémicamente
reclasificadas y eso incluye a varias especies del género Candida (Fontecha
etal., 2019; Kidd et al., 2023) (Tabla 1.1.1).

Tabla 1.1.1.

Resumen de cambios de nomenclatura en el género Candida clinicamente
importantes asociadas a infecciones invasivas, incluida la fungemia.

Nombre (s) previo Nombre actual

Candida auris Candidozyma auris
Candida bracarensis Nakaseomyces bracarensisa
Candida catenulata Diutina catenulata

Candida colliculosa Torulaspora delbrueckii
Candida fabianii Cyberlindnera fabianii
Candida famata Debaryomyces hansenii
Candida glabrata Nakaseomyces glabratusa
Candida guilliermondii Meyerozyma guilliermondii
Candida haemulonii Candidozyma haemuli
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Candida krusei Pichia kudriavzevii

Candida kefyr,

Kluyveromyces marxianus
Candida pseudotropicalis

Candida lipolytica Yarrowia lipolytica
Candida lusitaniae Clavispora lusitaniae
Candida nivariensis Nakaseomyces nivariensisa
Candida neorugosa Diutina neorugosa
Candida norvegensis Pichia norvegensis
Candida pararugosa Diutina pararugosa
Candida pelliculosa,

Wickerhamomyces anomalus
Pichia anomala

Candida pseudorugosa Diutina pseudorugosa

Candida rugosa Diutina rugosa

Nota: * Especie esta pendiente de descripcion formal. Adaptado de Kidd, et
al., 2023

Tipicamente, hongos del género Candida spp. son conocidos como patdgenos
oportunistas de humanos, causante principal de fungemia nosocomial e
infecciones fungicas invasivas (IFIs) (Montagna et al., 2013). Candida spp.
es considerada como la tercera causa mas comun de IFIS en pacientes de la
Unidad de Cuidados intensivos (UCI), Caracterizacion urinaria prolongada
0, en pacientes que reciben tratamientos antimicrobianos de amplio espectro
(Angiolellaetal., 2024), los individuos en condiciones de inmunosupresion por
VIH y ancianos presentan mayor riesgo de desarrollar candidiasis invasora
ya que estan expuestos a instrumentos hospitalarios invasivos, exposicion
antibacterial y largas estadias en UCI. Se ha estimado que al menos entre el 5
al 10 % de 1000 pacientes hospitalizados en UCI presentaran enfermedades
asociadas a hongos y especialmente a la candidiasis invasora causando alta
tasa de mortalidad incluso llegando a ser mas alta que la tasa de mortalidad de
sepsis severa.

La candidiasis presenta una tasa de mortalidad del 15-35% en adultos y 10-15%
en neonatos. Se calcula que el 90% de las infecciones invasivas por Candida
son causadas por Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata y
Candida parapsilosis, especies que han mostrado una alta resistencia a los
medicamentos antifingicos (Delaloye & Calandra, 2014; Soriano et al., 2023).
Agrava el hecho de que existe evidencia de transmision horizontal en Candida
entre pacientes, lo que sugiere una distribucion de especies variable (Cutler
et al., 2011). Actualmente no se disponen de vacunas antifingicas y no se
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han generado cepas de hongos con patogenicidad atenuada, por tanto, urge
la necesidad de encontrar nuevas terapias antifingicas debido a la creciente
frecuencia de Candidiasis invasiva y aparicion de cepas resistentes a multiples
farmacos. La candidiasis se puede clasificar en tres categorias: candidiasis
orofaringea/esofagica (que se desarrolla en la boca y la garganta cominmente
llamada aftas), candidiasis vulvovaginal/genital (que se desarrolla debido al
crecimiento excesivo de levadura en la vagina) y candidiasis invasiva (que
ocurre cuando Candida ingresa al torrente sanguineo) (Talapko et al., 2021).
La patogenicidad de Candida y la incidencia de la candidiasis dependen del
estado inmunologico de la célula huésped a través de un delicado equilibrio
entre los hongos y el estado inmunolégico del huésped (Soltész et al., 2015).

Se han identificado algunos factores que pueden predisponer a una candidiasis,
estos factores surgen de una alteracion en el sistema de defensa del huésped,
donde tanto factores inmunoldgicos como no inmunoldgicos modifican
el microambiente (Figura 1.1.1) y desempefian un papel crucial, creando
condiciones favorables para la proliferacion de Candida (Patel, 2022).

Pralongado_
usode
antibioticos Jff Fumar bajo

nivel de O, en
cuerpo

m Mercurio en

‘,,l \. dientes

SBCr0s4,
fructosa y
carbohidratos
efinagdo

Figura 1.1.1. Factores que alteran el microambiente y que se relacionan con
mayor riesgo de infeccion por Candida. Creado en Illustrator.
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1.1.2. Epidemiologia y clinica
1.1.2.1. Epidemiologia

Segun lo reportado por Eggimann, P y colaboradores en 2011, existen
claras variaciones de prevalencia de especies de Candida dependiendo de la
distribucion geografica. C. albicans es la especie mas frecuente en todos los
continentes, pero algunas de las especies como C. glabrata 'y C. parapsilosis
son predominantes en Norteamérica y Suramérica, mientras que en Europa
C. glabrata es una especie emergente. Paises suramericanos como Brasil han
reportado un incremento de especies de Candida que son poco frecuentes en
su distribucion y epidemiologia comparado con lo reportado mundialmente,
mientras que en el caso de Ecuador estudios que determinen la presencia y
distribucién no son claros.

Algunos estudios realizados en ginecoobstetricia han determinado la presencia
de C. albicans en la mayoria de los pacientes y algunos casos incluyen
a C. stellatoidea determinadas por morfologia de los tubos germinativos y
zimograma del hongo. Estudios realizados en pacientes con protesis totales
con enfermedades crénicas no transmisibles como la mellitus tipo Il y la
hipertensiéon arterial desarrollan infecciones relacionadas con C. albicans
(Armas-Marquez, MB & Mufioz-Mora, J.E, 2017).

1.1.2.2. Cuadro clinico y resistencia

Uno de los principales problemas en muchos de los casos es que los sintomas
de Candida son generales, su cuadro clinico es inespecifico en cuanto a sus
signos y sintomas e indistinguible incluso de infecciones bacterianas. Estas
caracteristicas impiden diagnosticar la enfermedad a tiempo o provocan un
diagnéstico erroneo, incrementando las condiciones cronicas de candidiasis
(Soriano et al., 2023).

En los ultimos afios se ha incrementado la cantidad de cepas de Candida que
presentan resistencia a fluconazol y voriconazol, en particular de C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis 'y C. krusei. Uno de los pocos estudios relacionados
con resistencia antiflingica en aislados de Candida ser realiz6 con el objetivo
de determinar la sensibilidad in vitro al fluconazol de 2.139 aislamientos de
especies de Candida provenientes of pacientes atendidos en consulta externa
o en salas de hospitalizacion de centros asistenciales en Colombia, Ecuador
y Venezuela usando el método BIOMIC. Los resultados mostraron una alta
tasa de resistencia al Fluconazol en C. albicans, C. glabrata 'y C. parapsilosis.
Los centros con mayor porcentaje de C. albicans resistente a fluconazol se
observo en el Hospital Militar de Ecuador, seguido del Hospital Universitario
de Caracas, Venezuela (de Bedout, C et al., 2003). Particularmente en Ecuador,
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la resistencia de Candida al fluconazol fue del 6,8%, siendo Candida albicans
la que mostré mayor susceptibilidad (92,1%). Una de las especies de Candida
que mas preocupacion generan en el ambiente médico es Candida auris
debido a que se estd propagando rapidamente por los entornos sanitarios de
todo el mundo. Esta especie puede sobrevivir en el medio ambiente durante
varias semanas y una vez introducida en el entorno hospitalario, el riesgo de
transmision es alto, lo que requiere estrictas medidas de control de infecciones
para prevenir la transmision (Kumar et al., 2023).

Uno de los desafios cuando se trata de infecciones por C. auris es la dificultad
para detectar y diagnosticar la infeccion. C. auris a menudo se identifica
erroneamente como otras especies de Candida, 1o que lleva a un diagndstico
retrasado y un tratamiento inadecuado (Chowdhary et al., 2023). Esto pone en
manifiesto la necesidad de mejorar los métodos de laboratorio y la conciencia
clinica de este patogeno emergente. Ademas de los desafios en el diagnostico,
el manejo de las infecciones por C. auris se complica por su resistencia a
multiples agentes antifungicos (Ostrowsky et al., 2020). Las opciones de
tratamiento para C. auris son limitadas. En algunos casos, se ha encontrado
que el organismo es resistente a las 3 clases de medicamentos antifingicos
comunmente utilizados para tratar las infecciones por Candida. Esto subraya
la necesidad de desarrollar nuevos agentes antifungicos, implementar medidas
adecuadas de control de infecciones y disefiar enfoques de tratamiento
adecuados.

1.1.3. Diagnéstico
1.1.3.1. Técnicas de diagnostico de Candida en laboratorio mediante cultivo

El cultivo en placa de las levaduras se basa en identificarlas de forma
macroscépica y microscopica, incluyendo la morfologia de colonia, coloracion,
forma microscopica de la levadura. Ademas, se pueden aplicar métodos de
identificacion por baterias bioquimicas y de asimilacion de nutrientes (Evren
etal., 2022). Estos métodos tienen limitaciones en sensibilidad y lento proceso
de resultados. Algunas especies de Candida spp. pueden crecer entre las 48 y
72 horas, pero los cultivos se pueden analizar s6lo dos semanas después. El
diagnostico de la candidiasis invasora sigue siendo dificil en la actualidad, ya
que se debe recurrir a hemocultivos para ser detectados ciertas especies tales
como C. albicans, C. parapsilopsis 'y C. tropicalis, los cuales se detectan entre
tres a cinco dias; mientras que C. krusei y C. glabrata tardan hasta diez dias
en crecer y poder ser detectadas. La utilizacion de hemocultivos representa
un problema de sensibilidad de hasta un 50% y solamente se detectard en
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pacientes con candidemia simple o secundaria a una candidiasis profunda
(Natesan & Krishnan, 2023).

Una de las actividades principales dentro del diagndstico de Candidemias es
la realizacion pruebas de susceptibilidad a los antifingicos, esto requiere de la
exposicion estandarizada del hongo a diferentes concentraciones del farmaco
en medios liquidos o sélidos utilizando protocolos de referencia (CLSI y
EUCAST). Las desventajas de estos métodos fenotipicos incluyen una baja
reproducibilidad debido a cambios operativos sutiles y una posible ausencia de
puntos de corte. Ademas, requieren mucha mano de obra y mucho tiempo, lo
que tiene un impacto directo en la mortalidad (Alastruey-Izquierdo & Martin-
Galiano, 2023; Chamilos et al., 2008).

Por el contrario, la deteccion de mutaciones genéticas mediante secuenciacion
demuestra ser mas eficaz que la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) para
determinar el éxito del tratamiento antifingico. La secuenciacion basada en
Sanger ha permitido determinar algunas de estas mutaciones, pero no permite
realizar identificacion de varios genes al mismo tiempo. No obstante, el
método de secuenciacion de Sanger convencional o la PCR en tiempo real solo
pueden analizar un conjunto limitado de genes. El uso de MS MALDI-TOF
para detectar marcadores de resistencia es una alternativa viable (Alastruey-
Izquierdo & Martin-Galiano, 2023; Maenchantrarath et al., 2022), que ofrece
resultados rapidos pero carece de protocolos estandarizados para su uso
generalizado (Durand et al., 2021).

Por otra parte, la secuenciacion masiva de siguiente generacion (NGS siglas en
inglés), permite presentar una vista total de los genes del hongo y asi determinar
aquellas mutaciones puntuales en diferentes genes. Pocos han sido los estudios
enfocados a marcadores de resistencia o genes en si, aunque ha sido posible
identificar genes relacionados a la resistencia a drogas en diferentes especies
de Candida (Arendrup & Patterson, 2017).

Con el auge de la Inteligencia artificial, existen en la actualidad iniciativas que
buscan simplificar el sistema de identificacion de Candida. Un ejemplo de esto
es el trabajo realizado por Castro et al. 2022. En este estudio se identificaron
especies de Candida mediante el analisis de compuestos organicos volatiles
de cultivos adquiridos e interpretados mediante métodos de Nariz Electronica
e Inteligencia Artificial y obtuvieron una precision superior al 90% en la
identificacion de hongos (Bastos et al., 2024). Este tipo de investigaciones
abordan los desafios en la clasificacion taxondmica tradicional debido a
similitudes morfologicas y fisiologicas.
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1.1.3.2. Técnicas de laboratorio para diagnosis de Candida sin uso de cultivo

Este tipo de técnicas son un importante aporte en el diagnostico y manejo de
la enfermedad en via de evitar la candidiasis invasiva, aunque sus principales
limitantes son el alto precio econdmico y dificil estandarizacion de diagnostico
de especies especificas.

Técnicas moleculares: El uso de herramientas moleculares para la
deteccion de Candida se ha realizado principalmente mediante PCR
en tiempo real a especies importantes como C. albicans, C. glabrata,
C. kefyr, C. krusei, C. parasilopsis, C. guillermondi y C. tropicales
mediante el sistema Tagman (Perkin Elmer, Applied Biosystems,
USA) (Camacho-Cardoso et al., 2023). La mayoria de los métodos de
diagnostico molecular que utilizan acido nucleico suelen constar de dos
procesos clave: extraccion y amplificacion de ADN. El factor esencial
que determina el éxito del paso de amplificacion es la calidad y eficacia
del proceso de extraccion de ADN. La presencia de paredes celulares
robustas en Candida spp., compuestas de quitina, glucano, manano y
glicoproteina, plantea desafios importantes para los procedimientos de
extraccion de ADN (He et al., 2023). El método de PCR puede detectar
especies comunes de Candida en 48 horas, lo que ayuda al diagnostico
temprano de candidiasis invasiva, a diferencia de los métodos de cultivo
tradicionales que demoran hasta dos semanas (Camacho-Cardoso et al.,
2023). Unatécnica derivada de PCR es la técnica LAMP, la cual es capaz
de detectar la especie Candida con alta sensibilidad y especificidad, sin
necesidad de costosos instrumentos (Fallahi et al., 2020).

Técnicas serologicas: Actualmente se utilizan kits determinados para
poder detectar a especies en particular como C. albicans mediante
CandiSelect® (Sanofi Diagnostic Pasteur, Francia), Fluoroplate®
(Merck, Alemania), Murex CA 50® Diagnostic (USA) y Albicans ID®
(BioMerieux, Francia), Platelia Candida Ag Plus y Platelia Candida Ab
Plus EVOLISTM Twin Plus (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, Francia).

El estudio de biomarcadores y la produccién de anticuerpos como
herramientas inmunologicas para la deteccion temprana de infecciones
fungicas es de amplio interés en aplicacion de terapias eficientes, en
este sentido el uso de proteinas recombinantes y de péptidos sintéticos
generados a partir de estudios de modelamiento estructural, son una
estrategia atractiva para la produccion de anticuerpos contra potenciales
especies patogénicas y que son dificiles de purificar y cultivar (Leroy
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et al., 2023). Hasta el momento no se ha desarrollado una metodologia
serologica de deteccion temprana de especie-especifica de Candida.

* Secuenciaciéon de Siguiente generacion (en sus siglas en inglés
NGS): Dado que la secuenciacion constituye la piedra angular de
la identificacién molecular de hongos, se han desarrollado muchas
modalidades y plataformas sofisticadas. Estas técnicas no se limitan
simplemente a la identificacion de especies de hongos conocidas en el
laboratorio de rutina, sino que es de suma importancia para descifrar
las especies de hongos patdgenos y saprofitos emergentes que tienen
el potencial de infectar a los humanos (Salem-Bango et al., 2023). La
epidemiologia gendmica, basada en la tecnologia de secuenciacion
del genoma completo y el analisis bioinformatico, puede compensar
las deficiencias de los métodos tradicionales de tipificaciéon molecular
y proporcionar una vision novedosa de la evolucion genética y la
transmision de hongos patdgenos. Existe una necesidad clinica
particularmente urgente de utilizar NGS para ayudar a identificar los
hongos que causan infecciones y prevenir impactos negativos en la
salud publica (El-Kamand et al., 2019).

Aunque hay muchas modalidades de secuenciacion disponibles,
aun se espera una plataforma de diagnostico ideal para satisfacer la
diversidad de infecciones flingicas en las etapas iniciales, por ejemplo,
es importante estandarizar procedimientos para la recoleccion de
muestras, extraccion e identificacion de acidos nucleicos, control de
calidad, pipelines e interpretacion de resultados normalizados. Es
importante considerar desde la parte clinica que, cuando los sintomas
indican la posibilidad de una infeccidon por hongos o la identificacion
de un patogeno desconocido después del cultivo, se debe considerar
e incorporar la tecnologia NGS al diagnostico clinico. Por tanto, esta
tecnologia deberia implementarse en los centros hospitalarios con
urgencia (Nafea et al., 2024).

Una técnica de secuenciacion y de identificacion en muestras complejas
es la secuenciacion de metagenoma la cual esta siendo aplicado a la
identificacion de hongos ya que ha presentado una notable disminucion
de los costos de secuenciacion y ha mejorado en precision dentro de las
tecnologias de secuenciacion (Colabella et al., 2018; Donovan et al.,
2018).
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1.1.4. Candida, un caso especial en Guayaquil, Ecuador

Hospitales de alta complejidad en Guayaquil como es el caso del Instituto
Ecuatoriano de Seguridad Social (IESS) “Teodoro Maldonado Carbo”
(HTMC) atiende a una amplia poblacion de personas inmunodeprimidas y de
alto riesgo. El mayor nimero de registros de personas con VIH en el Ecuador
se encuentran en la provincia Guayas (46,45% de la poblacion) (Ministerio
de Salud Publica, 2016), mientras la atencion de consultas de morbilidad en
personas de la tercera edad ha incrementado desde el 2011. Estas poblaciones
presentan una alta vulnerabilidad en la adquisicion de infecciones oportunistas
incluidas las invasiones fungicas. La candidiasis es una de las principales
enfermedades fungicas, a pesar de que no se tienen cifras concretas de
diagnosticos de esta enfermedad en el Ecuador.

Una de los principales prioridades de investigacion en salud 2021 -2025 en
Ecuador acordados en el Ministerio de Salud Publica consiste en enfocarse en
areas que incluyen las infecciones comunes, VIH y Tuberculosis, maternidad,
Neonatologia entre otras, las cuales son aplicadas a poblacion que tiene o tendra
contacto con la UCIL. Aunque no se ha tenido en cuenta una linea que incluya
la enfermedades fungicas o como la candidiasis dentro de las diferentes areas
de interés, es necesario desarrollar investigaciones de esta linea, ya que la
mayoria de poblacion vulnerable en centros médicos tendra influencia de esta
importante enfermedad y por ende constituye un problema de salud publica en
el pais, es preocupante ademas que dentro de este plan estratégico tampoco se
considera investigaciones relacionadas con resistencia microbiana en general
(Ministerio de Salud, https://www.salud.gob.ec/wp-content/uploads/2023/06/
PEI-MSP-MAYO0-2023-SUSCRITO.pdf). Este tltimo tema fue tratado en el
Plan Decenal en Salud 2022-2031 dentro de las estrategias, acciones y metas
como “Fortalecimiento de planes de intervencion de salud publica para la
prevencion, control y eliminacion de enfermedades infecciosas desatendidas”
(Ministerio de Salud Publica, Ecuador, 2022). Sin embargo, todavia las
enfermedades causadas por agentes etioldgicos fiingicos no son consideradas
como problema de salud ptblica en el pais.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha designado recientemente a
C. albicans como un grupo de prioridad critica, mientras que C. tropicalis,
C. parapsilosis y C. glabrata se han clasificado en el grupo de alta prioridad
de patéogenos fangicos. Esta clasificacion tiene como objetivo establecer
directrices estandarizadas que se centren especificamente en las medidas
preventivas para mejorar las capacidades de los laboratorios, los sistemas
de vigilancia, las inversiones sostenibles en investigacion y desarrollo, los
enfoques innovadores y las intervenciones de salud publica (World Health
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Organization, 2022).

La adopcion de técnicas moleculares, como el diagndstico por PCR en tiempo
real y las pruebas clinicas que utilizan el NGS para identificar especies de
hongos, se esta convirtiendo cada vez mas enun punto focal paramitigar las tasas
de mortalidad y combatir el uso indebido de los medicamentos antimicoticos.
A pesar de estos avances, la integracion de enfoques moleculares como la
secuenciacion del genoma completo (WGS) de los hongos en la microbiologia
clinica representa un obstaculo tangible en Ecuador. Lamentablemente,
las politicas publicas existentes no abordan actualmente los aspectos clave
de la respuesta mundial a las infecciones por hongos y la resistencia a los
antimicéticos en el pais. Los esfuerzos por cerrar esta brecha e incorporar
estos aspectos cruciales en las estrategias de salud del pais son imprescindibles
para combatir eficazmente los patdgenos fingicos.

Recientemente, con un esfuerzo realizado por la Universidad Espiritu Santo
se ha logrado realizar un seguimiento a infecciones por Candida en uno de
los hospitales terciarios mas grandes de la region costa de Ecuador. Este
seguimiento se realizd durante el afio 2029 y culmind con el inicio de la
pandemia por COVID-19 en marzo de 2020. Durante este tiempo se lograron
caracterizar molecularmente 150 aislados clinicos, nuestros resultados
mostraron patrones diversos en la distribucion de las especies de Candida
durante el tiempo de recoleccion de muestras, destacando a las especies C.
albicans y C. tropicalis como predominantes en diversas fuentes clinicas
(Figura 1.1.2). Entre los pacientes hospitalizados, C. albicans y C. tropicalis
(37% y 38% respectivamente) fueron las especies mas frecuentes, seguidos por
C. parapsilosis (16%), C. glabrata (5%) y otras especies distintas de Candida
albicans (NAC) (6%) en orden descendente de prevalencia (Acosta-Mosquera
et al., 2024). Por el contrario, en los casos de candidemia asociada con la
sangre y el liquido cefalorraquideo (LCR), las especies mas comunes fueron
C. parapsilosis (48%), C. albicans (20%) y C. glabrata (14%). Ademas, se
detectaron por primera vez en Ecuador especies poco comunes de NCA como
C. haemulonii, C. kefyr y C. pelliculosa (Acosta-Mosquera et al., 2024).
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Figura 1.1.2. UpSet Plot, distribucion de especies de Candida por muestras
clinicas en individuos hospitalizados (a) y no hospitalizados (b), recolectados
de un hospital terciario en Guayaquil - Ecuador entre enero de 2019 y febrero
de 2020. BAL/TA: lavado broncoalveolar/aspirado traqueal, LCR: Fluido
cerebroespinal. Extraido de Acosta-Mosquera et al., 2024.
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Este trabajo generd importante informacion gendémica de nuevas especies
de Candida registradas para el Ecuador. Reportamos el primer borrador del
genoma de C. haemulonii no susceptible a fluconazol y flucitosina aislado
de Ecuador (aislado S-CHI). El genoma comprende 9 contigs con un tamafio
total del genoma de 13,35 Mb y se predicen 5265 genes que codificadores
para proteinas. Los andlisis filogenéticos de SNP de genomas de esta especie
disponibles en NCBI muestran que este aislado tiene relacion con aislados
clinicos procedentes de la coleccion de cepas del “Agricultural Research
Service (ARS) NRRL, Peoria, Illinois (Figura 1.1.3). Ademas, se identificaron
varios genes relacionados con hipervirulencia (Figura 1.1.4).

S C. auris | GCF_003013715.1
a0es s Lades C. haemuli | GCF_002926055.2
3 25166 15908 C. haemuli | Ecuador
Bde2 E — c i | GCA_030569475.1
T — C. haemuli | GCA_011426285.1
K iree — C.h li var. vulneris | GCA_012184655.1
. 1ot C.h ii var. vulneris | GCA_012184645.1

Figura 1.1.3. Relacion filogenética del aislado S-CHI (letras rojas) y todos
los genomas publicados disponibles de C. haemulonii mediante el “core
SNP’s”, incluyendo el genoma de referencia (GCA_002926055). Extraido de
Salvatierra et al., 2024 (trabajo no publicado).

100
| l
1 .

Frecuencia

Hipervirulencia Pérdida de Virulencia Patogenicidad
patogenidada reducida no afectada
Categorias

Figura 1.1.4. Frecuencia de genes relacionados con virulencia en aislado
S-CH1 de Ecuador. Extraido de Salvatierra et al., 2024 (trabajo no publicado).
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Reportamos el primer genoma de Wickerhamomyces anomalus (sindbnimo
C. pelliculosa) procedente de un aislado clinico (CpEC_UEES) de Ecuador.
Debido a que esta especie se reporta en ambientes terrestres y acuaticos, esta
investigacion resulta ser muy intrigante pues son pocos los reportes relacionados
con procesos infecciosos en humanos. El ensamble de genoma se realizd por
métodos hibridos, logrando ensamblarlo en 20 contigs, con un tamafio total del
genoma de 14 Mb y aproximadamente 6.309 genes codificantes de proteinas
y 174 ARNt. Nuestros resultados muestran ademas que el genoma del aislado
CpEC _UEES presenta un gran nimero de genes asociados a virulencia
compartidos entre los genomas de referencia correspondientes al 87,5%).

Ademas, se identificaron proteinas asociadas a adhesion los cuales desempefnan
un papel fundamental en el proceso de infeccion de hongos patdogenos. Los
analisis filogenéticos mostraron que la cepa CpEC_UEES pertenece al clado
compuesto por genomas de Brasil, Corea, Tailandia y Pakistan (Figura 1.1.5).
A pesar de que este aislado clinico no presenta mayor peligro, notamos que
brotes asociados con aislados que presentan resistencia son de preocupacion
debido a la alta plasticidad de la especie y por presentar alta adaptabilidad a
ambientes abidticos.

— W. anomaius B1607 (GCA_025531715.1)

W, anomaitrs BKK11 4 (GCA_029620085.1)
T'} W a ius CpEC_UEES
100 W, anomalus NIGAB (GCA_034641345.1)
100 W, anomalus KG16_20 (GEA_015321765.1)
T‘—7|7—|: W. anomalus LBCMI108 (GCA_009707815.1)
00 W, anomalus KG16_13 (GCA_D19321675.1)
100 W, anomalus MBY2396 (GCA_021208015.1)
W, ¥-1 (GCA_021014285.1)
W, anomalus YF1503 (GCA_021020675.1)
100 W, anomalus M2 (GCA_026545255.1)
100 W, anomaits M1 (GCA_026545305.1)
100 —— W, anomalus M3 (GEA_026544955.1)
W, anomaitrs NRRL ¥-366-8 (GCF_001661255.1)
100 \—im W, anomalus NRRL ¥-356 (GCA_D00147375.2)
00 W. anomalus NCYC 432 (GCA_D29581785.1)
W, anomalus NRRL Y-366 (GCA_030574575.1)
00 W, anomalus NRRL ¥-366 (GCA_018344375.1)

Tree scale: 0.01

Figura 1.1.5. Filogenia de SNP de aislados de W. anomalus. Color azul: genoma
de referencia, color rojo: CpEC_UEES. Extraido de Caceres-Valdiviezo et al.,
2024 (trabajo no publicado).

Se realizaron varias pruebas para comprender la biologia de los aislados de
Candida en Ecuador, en uno de esos proyectos se evaluo la expresion de genes
relacionados con la adhesion, invasion y secrecion de proteasas en aislados del
torrente sanguineo de C. albicans y NAC, cultivados como cultivos simples
y mixtos durante la etapa planctonica inicial. Este tipo de investigaciones son
importantes pues al investigar las interacciones entre microorganismos es
posible comprender su patogenicidad e identificar nuevas dianas terapéuticas.
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La expresion genética de los factores de virulencia HWPI, ALS3 y SAPI
asociados con la etapa planctonica de C. albicans y especies de NAC que
crecen en cultivos mixtos nos da luces sobre como estas especies procedentes
de aislados clinicos se podrian comportar en eventos de co-infeccion, ya que se
ha reportado en los tltimos afos se ha registrado un aumento de la colonizacion
por multiples especies de Candida y a las infecciones causadas por especies de
NACs, y por esta razon también se han incrementado el interés por estudiar
las interacciones de Candida en cultivos.

Los resultados de la investigacion mostraron una sobreexpresion de los genes
HWPI y ASL3 en condiciones de crecimiento mixtas entre especies de C.
albicans y NACs, lo que sugiere una relacion sinérgica, asi como una mayor
capacidad de crecimiento y adhesion de las hifas. Por el contrario, la interaccion
entre C. parapsilosis y C. tropicalis muestra una relacion antagonica durante
el cultivo mixto, lo que sugiere una disminucion del perfil de virulencia de
C. parapsilosis durante la coinfeccion inicial con C. tropicalis. Los patrones
de expresion genética relacionados con los factores de virulencia pueden
diferir entre las cepas de tipo salvaje y las clinicas. Asi pues, la comprension
de cémo se podrian modular los factores de virulencia en cultivos mixtos
tiene implicaciones para el manejo de infecciones y el desarrollo de nuevos
enfoques terapéuticos (Figura 1.1.6).
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Figura 1.1.6. Expresion absoluta de qPCR de los genes HWPI (a), ALS3 (b)
y el gen SAP1 (c¢) en cultivo tnico (A) y mixto (B, C, D, E, F) de especies de
Candida que crecen durante 20 horas. A: C. albicans ATCC + C. parapsilosis
DCP1, B: C. albicans ATCC + C. tropicalis DCT6, C: C. albicans DCAS3 +
C. parapsilosis DCP1, and D: C. albicans DCA53 + C. tropicalis DCT6. Los
asteriscos indican p < 0,05. Imagenes tomadas de Soriano-Abarca et al., 2024.

De los 150 aislados clinicos aislados en nuestro estudio, no se logré extraer
informacion relacionada con patrones de resistencia antifungica. Por esta razon,
uno de los objetivos de nuestra investigacion fue conocer el estado general
de resistencia antifungica midiendo la expresion basal de genes relacionados
con la resistencia a los azoles (MDRI, CDRI y ERG1I) mediante qPCR en
53 aislados clinicos de Ecuador seleccionados aleatoriamente (Sanchez et
al., 2024, trabajo en revision). Los resultados muestran que la mayoria de
las muestras (75,47%) expresaron los tres genes, siendo ERGII fue el mas
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frecuentemente expresado (94,34%). Sin embargo, el gen CDRI tuvo el mayor
nivel de expresion (9,37 E+04) entre los tres genes evaluados. Notablemente,
solo una muestra no present6 expresion de estos genes. Aunque los analisis
de correlacion no muestran una relacion entre el origen de la muestra y los
niveles de expresion de los genes, la mayoria de aislados con alta expresion de
estos genes resistentes a azoles provienen de muestras de orina (Figura 1.1.7)
(Soriano-Abarca et al., 2024).

Este es el primer estudio que analiza la expresion basal de genes relacionados
con la resistencia a los azoles en Candida albicans en aislados clinicos en
Ecuador y evidencia la importancia de la vigilancia epidemiologica de este
patogeno en el sistema de salud del pais.
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1.1.4.1. Desafios prdcticos en el estudio de Candida en Ecuador

La integracion de los datos gendémicos y fenotipicos de varios estudios tiene
el potencial de mejorar significativamente el poder estadistico y descubrir
nuevos mecanismos subyacentes a la virulencia y la resistencia a los farmacos.
Aunque en los ultimos afios avanzamos en el conocimiento y comprension de
distribucion de especies de Candida en el pais, el esfuerzo no es suficiente
pues se requiere del analisis de mayor niimero de muestras longitudinalmente
analizadas que permitan tener un panorama mas especifico y permitan tener
una vision mas completa de las relaciones genotipo-fenotipo en diversos
contextos bioldgicos. En el pais los seguimiento fenotipicos de los aislados
clinicos en los centros hospitalarios son limitados. Esto agrava el hecho de
que se subestima a infecciones que tienen como agente etioldgico a hongos.
Debido a que algunas especies de Candida emergentes provienen del ambiente,
es importante generar estudios sobre genética de poblaciones que permitan
mostrar las asociaciones entre fenotipos naturales o ambientales y mutaciones
subyacentes que conducen a infecciones en humanos.

Con fecha 19 de enero de 2024, el Ministerio de Salud Publica informo sobre
el primer reporte de un caso de C. auris aislada de hemocultivo de un paciente
inmunocomprometido, se informa demas que se han reportado mas casos
por infeccion de C. auris en establecimientos hospitalarios de la zona 8. El
laboratorio Centro de Referencia Nacional de Micologia y Parasitologia de
INSPI, quien es el 6rgano encargado del estudio y monitoreo de casos afirman
que estos aislados pertenecen al Clado Sur Asiatico (Clado I) (Ministerio de
Salud Publica, 2024). Las cepas del clado I se asocian principalmente con una
alta resistencia a los tratamientos antimicdticos, en particular al fluconazol, y
se han vinculado con resultados clinicos graves. La rapida, precisa y correcta
identificacion de C. auris son puntos claves en la atencion médica de un
paciente infectado debido a que esta especie es comunmente identificada
erroneamente con especies similares tales como C. haemulonii, C. lusitaniae,
C. guillermondii o C. famata usando métodos bioquimicos o sistemas como el
VITEK. Dado la rapida propagacion y las altas tasas de mortalidad asociadas
con las cepas del clado I se requiere vigilancia e investigacion constante
para mitigar los brotes. Ademas, es fundamental fortalecer los sistemas de
monitoreo y vigilancia en los establecimientos de salud.

Los métodos moleculares utilizados para la identificacion correcta y confiable
de C. auris, se basan en la secuenciacion de la region D1-D2 del ADNr 28s
o la Region Transcrita Interna (ITS) del ADNr. Desde que se acord6 que ITS
es el codigo de barras universal para hongos, la posibilidad de aplicar NGS a
este locus ofrece varias ventajas, como la posibilidad de estudiar comunidades
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microbianas, independientemente de su viabilidad y capacidad de crecer en los
medios existentes. Teniendo en cuenta la importancia que tiene Candida en la
poblacién vulnerable, su dificultad en el correcto diagndstico de la enfermedad
y a los pocos estudios realizados en Ecuador, es evidente que se necesita de
estrategias de diagnostico de candidiasis invasiva en pacientes con alto riesgo
para aplicar tratamientos en el tiempo adecuado.
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1.2. Histoplasmosis, una problematica creciente
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1.2.1. Biologia

Histoplasmosis es una enfermedad infecciosa, granulomatosa, causada por la
inhalacién de esporas de un hongo dimorfico térmico llamado Histoplasma
capsulatum (Kauffman, 2007; Mittal, Ponce, Gendlina, & Nosanchuk, 2019).
Hongo de la division Ascomycota, pertenece a la clase de los Eurotiomycetes
y en el orden de los Onygenales. En su fase sexual, se denomina Ajellomyces
capsulatum, cuyas esporas o conidios se encuentran presentes en los suelos
ricos en materia orgdnica principalmente el guano de murciélagos, pajaros
y aves de corral (Figura 1.2.1) (Canteros et al., 2020; Dolka, Zbikowski,
Dolka, & Szeleszczuk, 2015; Gauthier, 2015; Jacobsen, Baumgirtner, &
Bialek, 2011; Norkaew et al., 2013; Taylor et al., 2022). Pertenece al grupo
de las micosis sistémicas endémicas junto con la Paracoccidioidomicosis y
la Coccidioidomicosis (Felipe et al., 2005; Liining, Campe, & Rautenschlein,
2023).

Se conocen 3 variedades de H. capsulatum:

* var. capsulatum que afecta a humanos, se encuentra al norte y sur de
América;

* var. duboisii patogeno humano encontrado en Africa causante de la
histoplasmosis africana

* var. farciminosum causante de linfangitis en equinos del norte y oriente
de Africa.

Al ser un hongo dimorfo, H. capsulatum presenta una fase levaduriforme a
37 grados centigrados en el cultivo o en el hospedero y es fundamental para
establecer la infeccion (Moreira et al., 2022; Wong, Proano, & Partridge,
2024). En el hospedero, se pueden observar las levaduras de 2 a 5 um de
diametro, con forma ovalada y de gemacion polar tinica, a través de tinciones
especiales tipo Wright o Giemsa.
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Las levaduras se observan intracelulares (forma parasitica) en macréfagos o
células gigantes. MacroscOpicamente, la colonia tiene apariencia cremosa,
himeda, de color grisaceo a beige. La fase miceliar se desarrolla a partir
de especimenes clinicos entre 25 a 28 grados centigrados en los medios de
cultivo, la colonia es de crecimiento lento (3 a 4 semanas) y se observan
hifas hialinas septadas en angulo recto que generan macroconidios de 8 a 15
micras (Berliner, 1968). Los macroconidios son hialinos, redondos, de paredes
gruesas, tuberculadas con proyecciones digitiformes, también puede presentar
microconidios sésiles hialinos.
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Figura 1.2.1. Representacion del ciclo de vida de H. capsulatum segun
ambientes naturales y hospedadores. Creado en BioRender.

Las microconidias de la fase miceliar penetran en las vias respiratorias hasta
los alvéolos pulmonares, alli son fagocitadas por las células alveolares, en
cuyo interior se transforman en levaduras. Inicialmente, las levaduras de
H. capsulatum se reproducen en el interior de estas células y originan una
reaccion inflamatoria caracteristica, que produce una neumonitis intersticial
(Maza & Suzuki, 2016; Pitangui et al., 2016). Durante las primeras dos
semanas después del contacto infectante, esta micosis progresa localmente
en el pulmon, luego invade los ganglios linfaticos, hiliares y mediastinales y
finalmente alcanza el torrente sanguineo y se propaga a todos los 6érganos que
tiene sistema monocitico-histiocitario (Barros, Wheat, & Hage, 2023).
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Esta primera fase de la infeccion es controlada por la inmunidad innata. Los
antigenos de H. capsulatum son reconocidos por receptores para compuestos
quimicos patrones de microorganismos patdégenos, como los receptores
toll-like, éstos comienzan a producir una respuesta inflamatoria mediante la
activacion del complemento por la via alternativa y la accion de la 1L-17,
al mismo tiempo las células dendriticas presentadoras de antigeno cumplen
su funcién de informar a los linfocitos T, a través del complejo mayor de
histocompatibilidad de tipo I y IT (Rubio-Carrasquilla et al., 2019; Thompson-
Souza et al., 2020). La inmunidad innata no es capaz por si sola de controlar
la infeccidn, pero cumple una funcién muy importante en las etapas iniciales
de la histoplasmosis y modula el paso siguiente de la respuesta inmune. A
partir de la tercera semana, la inmunidad adaptativa mediada por células
adquiridas determina el control de esta infeccion. Esto se produce merced a la
accion de los linfocitos T-CD4 positivos que provocan una respuesta de tipo
Thl, con produccion de IL-2, IL-12, CSF-Mg y IFN-y (Tweedle, Xiong, &
Deepe, 2016). Este tipo de reaccion inmune especifica da origen al viraje de la
prueba cutanea, a la histoplasmina, que se torna positiva, produce granulomas
epitelioides compactos en los sitios de infeccion, en estos los macrofagos
activados determinan la muerte de un nimero elevado de levaduras (Figura
1.2.2).
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Figura 1.2.2. Representacion del sistema inmune ante infeccion por

histoplasmosis. Extraido de (Ray & Rappleye, 2019)

En la parte periférica del granuloma se agrupan gran numero de linfocitos,
muchos son T-CD4 positivos que amplian la respuesta inmunoldgica, otros
son NK que ocasionan la muerte de las levaduras de H. capsulatum por
mecanismos no fagocitarios. Con el tiempo estos granulomas presentan una
parte central con necrosis caseosa, en la cual se encuentran levaduras viables
o inviables y otra periférica de fibrosis colagena, que a veces se calcifica. Los
nddulos calcificados son una consecuencia frecuente de la infeccién primaria
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por H. capsulatum, tanto en el pulmén, cuanto en los ganglios linfaticos y el
bazo. De esta forma, la mayor parte de las infecciones primarias son benignas
y autolimitadas.

1.2.2. Epidemiologia y clinica

La primera descripcion del cuadro clinico fue en 1906 por Samuel Darling de
quien tomo su primer nombre, enfermedad de Darling o de los mineros (Darling,
1906; DeMonbreun, 1934; Dighe et al., 2009). Encontr6 3 casos de pacientes
con hepatoesplenomegalia y adenopatias generalizadas, con microorganismos
intracelulares que afectan a los macrofagos, poseen caracteres morfologicos
parecidos a la Leishmania Donovani, agente causal del kala-azar.

Por mas de 20 afios su diagndstico s6lo se realizaba en las autopsias. Dodd
& Tompkins en 1934, diagnosticaron el primer caso en vida del paciente y
consiguieron cultivar la fase miceliar de este hongo. En 1945 se observaron
formas benignas de esta micosis en personas que presentaban focos de
calcificaciones pulmonares y ganglionares, que tenian pruebas cutaneas con
PPD negativas y reaccionaron positivamente a la histoplasmina (Christie
& Peterson, 1945; Palmer, 1945). Emmons en 1949, aislo H. capsulatum a
partir de muestras de suelo ricas en excretas de aves y murciélagos, hallazgo
que luego fue confirmado muchas veces. Este mismo autor observo que el
murcié¢lago era un importante reservorio de este hongo patéogeno y Ajello
en 1969 comunico el aislamiento de H. capsulatum en veinte especies de
murciélagos (Figura 1.2.3.) .
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Figura 1.2.3. 1-12 H. capsulatum. 1-9, macroconidia de H. capsulatum
encontrada en suelo; 10-12, macroconidia de un cultivo puro de uno de los
aislados del suelo. Extraido de (Emmons, 1949).

La histoplasmosis es una infeccion fungica de distribucion geografica
amplia, que afecta a mas de 60 paises; se reconocen enfermos en los cinco
continentes, pero con mayor incidencia en América (Rodrigues et al., 2020;
Taylor et al., 2022). Las areas endémicas son zonas de clima templado,
subtropical o tropical himedo. Los suelos con alto contenido de nitrogeno y
deyecciones enriquecidas de murciélagos, aves de corral, pajaros negros como
los estorninos facilitan el desarrollo masivo de micelios de H. capsulatum
convirtiéndose en los llamados “focos epidémicos” (Figura 1.2.4) (Buscardo
et al., 2022; Hepler et al., 2022). Principalmente para aquellas personas que se
dedican a la limpieza de gallineros, los que utilizan heces como fertilizantes,
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los que realizan turismo en grutas, remocion de tierra en obras publicas, etc.
Las aves no se infectan ni se colonizan debido a su temperatura corporal alta.
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Las condiciones que se deben cumplir para el desarrollo y esporulacion del
H. capsulatum son: temperatura entre 22 a 29 grados centigrados, humedad
entre 67% a 87% y una precipitacion anual promedio de 1000 mm (Sahaza,
Rodriguez-Arellanez, Canteros, Reyes-Montes, & Taylor, 2020; Santos,
1960). El mayor niumero de casos clinicos se ha registrado a lo largo del
rio Ohio, Mississippi y Missouri en EE. UU., México, en las cuencas del
rio Orinoco, Amazonas, Parand y la Serra do Mar en Suramérica (Antinori,
2014; Daniela Efrim, Dumea, & Carmen Cernat, 2023). El mayor riesgo de
adquirir la infeccion estéd relacionado con la exposicion ambiental al hongo;
no obstante, factores como la cantidad de indculo, tiempo de exposicion y
las condiciones inmunolodgicas del hospedero determinan su severidad. Es
mucho mads severa en aquellas personas con compromiso inmunoldgico como
aquellos con infeccion por VIH o sida, receptores de trasplantes y aquellos con
terapias con inhibidores del factor de necrosis tumoral alfa (TNF alfa, por sus
siglas en inglés) y otros inmunosupresores.

Gracias a los avances en las técnicas moleculares, en 2003, Kasuga et al.
realizaron estudios filogeograficos y definieron la clasificacion de histoplasma
en 8 clados o subespecies que guardan relacion con la distribucion geografica
de las cepas (Kasuga et al., 2003, Rodrigues et al., 2020) (Figura 1.2.5):

I: Norteamericano, clase 1 (Nam 1).

II: Norteamericano, clase 2 (Nam 2).

II1: Latinoamericano grupo A (Lam A).

I'V: Latinoamericano grupo B (Lam B).

V: Australiano.

VI: Paises Bajos (Indonesia).

VII: Euroasiatico (var: farciminosum en la anterior clasificacion).

VIII: Africano (var: duboisii en la anterior clasificacion).
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La histoplasmosis afecta a personas en edad extrema de la vida, nifios menores
de 2 afios y adultos mayores de 55 afios, y su forma diseminada es propia
de pacientes con defectos de la inmunidad celular (Asokan, Narasimhan, &
Vineeth, 2023; Assi et al., 2006; Pury, Alvarez, Caliva, Sasia, & Disandro,
2023; Wheat et al., 2007). El Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés) de Estados Unidos ha incluido
la histoplasmosis diseminada como una de las infecciones oportunistas que
definen el SIDA, ocurre hasta en un 29% de los pacientes con infeccién por
el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) (Castro et al., 1992; Council of
State and Territorial Epidemiologists; AIDS Program, Center for Infectious
Diseases, CDC, 1987; Daniela Efrim et al., 2023; Ghantarchyan, Bholat, Patel,
Bourbeau, & Vo, 2023).

Enlapoblacion inmunocompetente, la enfermedad es mas frecuente en personas
que ejercen ciertas actividades como agricultores, granjeros, constructores,
espeledlogos, entre otros.No se transmite de una persona o animal enfermo a
alguien sano y no es de declaracion obligatoria excepto en algunos estados de
Estados Unidos, lo que dificulta conocer su prevalencia (Benedict & Mody,
2016; Hepler et al., 2022; Kauffman, 2007).

Las formas progresivas de la histoplasmosis se producen como consecuencia
de alteraciones en la arquitectura pulmonar (enfermedad obstructiva
broncopulmonar crénica) o por déficit de la inmunidad mediada por células.
La primera da origen a formas pulmonares cronicas excavadas y la segunda
a histoplasmosis diseminada y progresiva (Barros et al., 2023). Estas ultimas
tendran un curso tanto mas agudo y grave, cuanto mas severa sea la alteracion
del sistema inmune.

En los nifios menores de 2 afios, desnutridos, la inmadurez de la inmunidad
mediada por células determina que la infeccion primaria no se controle y se
produzca una forma diseminada subaguda grave de esta micosis (Ashraf T
Soliman, Nada M Alaaraj, & Alan D Rogol, 2022; Yglesias Dimadi, Clinton
Hidalgo, Hernandez Chavarria, Min Kim, & Castro Torres, 2023). En los adultos
de méas de 53 afios, las respuestas de inmunidad mediada por células de tipo
Th2, con produccion de IL4, IL10 y TNF-a producen granulomas laxos y poco
eficientes, hiperplasia de macrofagos, la prueba cutanea de histoplasmina es
negativa, hay produccion de anticuerpos especificos de tipo IgG y se reactivan
focos de infeccion latente, produciendo formas diseminadas cronicas (Daumas
et al., 2020; LaFon, Thiel, Kim, Dransfield, & Nahm, 2020). Otros factores
predisponentes de gran importancia son la infeccién por VIH, el empleo de
corticosteroides, de citotoxicos, los linfomas y el uso de antiinflamatorios no
esteroideos (Cernat, 2023; Ferrisse et al., 2021).
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La gravedad de la infeccion inicial y su presentacion clinica dependen, en
gran medida, de la cantidad del inoculo y del estado inmune del hospedero.
El microorganismo alcanza el alveolo y se disemina por via hematica al tejido
reticulo endotelial (Pitangui et al., 2016). Con el desarrollo de la inmunidad
celular, la infeccion pulmonar y extrapulmonar se resuelven espontaneamente
en un 95% de los casos, mientras que la histoplasmosis asociada al sida
representa en la actualidad el 90% de los casos de histoplasmosis diseminada
progresiva observados en Latinoamérica (Canteros et al., 2020; Daniela Efrim
et al., 2023; Rodrigues et al., 2020). Las manifestaciones clinicas dependen
del 6rgano afectado y de la alteracion estructural del pulmén o el compromiso
inmune presente.

Los sintomas de la histoplasmosis diseminada incluyen fiebre, malestar
general, anorexia y/o pérdida de peso (Wong et al., 2024). En Sudamérica
frecuentemente se observan lesiones cutaneo-mucosas, hepatomegalia
y esplenomegalia homogénea con adenomegalias mesentéricas (Cunha,
Zampese, Aquino, Cestari, & Goldani, 2007). También es frecuente el
compromiso pulmonar, siendo el patrén radiolégico mas frecuente el
micronodular bilateral, ocasionalmente puede encontrarse compromiso
gastrointestinal con ileitis terminal, afeccion suprarrenal y meningitis cronica.

1.2.2.1 Clasificacion
Clinicamente, se puede clasificar en:
» Histoplasmosis en huésped inmunocompetente (Tabla 1.2.1)

» Histoplasmosis en huésped inmunocomprometido (Tabla 1.2.2)
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Tabla 1.2.1.

Caracteristicas de las  manifestaciones  clinicas en  huéspedes
inmunocompetentes

Tipos de

. . L. Caracteristicas
manifestaciones clinicas

- Exposicién leve
Primoinfeccion - Presencia de focos de calcificacion en pulmones o
asintomatica gapglios mediastinales o
.. - Diagnosticada por la positividad de la prueba
o subclinica cutdnea con histoplasmina

- Resulta de la exposicion de un hospedero
inmunocompetente al H. capsulatum.

- La mayoria es asintomadtica, sin embargo, un 5%
de los casos presentan sintomatologia similar a una

L. » gripe o neumonia bacteriana de la comunidad,
Primoinfeccion incluyendo tos seca, fiebre, escalofrios, cefalea,
sintomatica malestar general, disnea y fatiga.

- Radiolégicamente, se observan infiltrados difusos
para-hiliares y a partir de la segunda semana
predominan imagenes intersticiales micronodulares
que abarcan ambos pulmones.

- Suele resolverse sin tratamiento cuando se
desarrolla la inmunidad celular.

Pacientes pueden presentar:
Manifestaciones de - Pericarditis

. oy ere - Eritema nodoso
hipersensibilidad - Artritis serosa

- Derrame pleural

- Se presenta habitualmente en varones mayores de
50 aflos y fumadores.

- Similar a la tuberculosis; permite una afeccion
pulmonar crénica con destruccion de tejido y
formacién de cavernas.

Fo}rma pulmonar - Su curso es lento y progresivo, y puede ser fatal si

cronica progresiva el paciente no recibe tratamiento.

o excavada - Se pueden observar infiltrados difusos o nodulares
en ambos vértices pulmonares, cavidades uni o
bilaterales y enfisema pulmonar.

- Los sintomas mds frecuentes son: tos con
expectoracion muco-purulenta, a veces hemoptisis,
sudoracion nocturna, astenia, pérdida de peso,
disnea de esfuerzo.

Nota: Adaptado de (Negroni, Arechavala, & Mailo, 2010)
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Tabla 1.2.2.

Caracteristicas  de
inmunocomprometidos

Tipos de

las

manifestaciones clinicas

Histoplasmosis

diseminada, aguda

y progresiva

manifestaciones  clinicas en  huéspedes

Caracteristicas

- Se presenta en pacientes VIH- positivos con
recuentos bajos de células T CD4+ o en pacientes
onco-hematolégicos.

- Predominan las manifestaciones clinicas generales
sobre las focales.

- Se presentan como un cuadro séptico grave por
diseminacién hematégena multiorgdnica, shock y
coagulacion intravascular diseminada.

- Tiene una mortalidad alta si no se realiza un
diagnéstico precoz y tratamiento temprano.

Histoplasmosis
diseminada
subaguda

- Es un cuadro progresivo de semanas o meses de
evolucion.

- Pacientes presentan fiebre, pérdida de peso,
hepatoesplenomegalia, lesiones en mucosas tipo
pépulas, nddulos, tubérculos y tlceras en la
orofaringe, profundas, dolorosas y que se pueden
confundir con malignidad.

- En el 70% de los casos de autopsias, se encuentran
en la mucosa intestinal levaduras de H. capsula-
tum, principalmente, en {leon terminal y ciego.

Histoplasmosis
diseminada
cronica

- Se presenta con mayor frecuencia en varones
mayores de 60 afios.

- Es de meses de evolucién con compromiso de los
mismos drganos que las otras formas diseminadas.

- El hallazgo més frecuente son las tlceras en las
mucosas y labios, dolorosas, induradas que, en el
centro de las mismas, contienen macréfagos con
abundantes levaduras.

- Presenta ausencia de afectacion hematoldgica y de
la piel. Sin diagnéstico ni tratamiento, la enferme-
dad progresa a la muerte

Nota: Adaptado de (Negroni, Arechavala, & Mailo, 2010)

1.2.2.2. Histoplasmosis en el niiio

Son pocos casos reportados en pediatria, la malnutricion es un factor de
riesgo y la forma diseminada progresiva es predominante. La sintomatologia
es similar a la del adulto en el caso de la forma pulmonar aguda. Puede
haber afectacion meningea que se confunde con otras patologias y conlleva
a un retraso en el diagndstico de histoplasmosis, varios diagnosticos se han
realizado en autopsias, por eso ante la triada de fiebre, hepatoesplenomegalia
y pancitopenia con o sin alteraciones radiologicas en tdrax y en pacientes
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con factores de riesgo, se debe considerar a la histoplasmosis como posible
diagnostico, orientar el estudio microbioldgico e instaurar el tratamiento
precoz.

1.2.3. Diagnéstico y tratamiento
1.2.3.1 Diagnostico

El estandar de oro sigue siendo el aislamiento del H. capsulatum a partir de
muestras clinicas que pueden ser esputo, secreciones, lavado broncoalveolar,
biopsias de piel, mucosas, ganglios linfaticos, aspiracion o biopsia de médula
Osea, sangre periférica, heparinizada o anticoagulada y orina. Los materiales
deben enviarse refrigerados al laboratorio lo antes posible y en recipientes
estériles. Las biopsias deben seccionarse en dos partes, una se coloca en un
recipiente estéril con solucidn salina isotonica y la otra en solucion al 10 % de
formol en buffer de pH 7.2 para histopatologia.

Existen diferentes métodos de diagnostico, en las que incluyen:

* Examen microscépico de los materiales no fijados en formol: Se
lleva a cabo en extendidos finos tefiidos con Giemsa o Wright y con
lente de inmersion (100 X). Esta tincion también puede emplearse
para examinar la capa de globulos blancos en una muestra de sangre
heparinizada y centrifugada. En las formas diseminadas agudas, los
resultados suelen ser positivos.

* Examen directo e histopatologia: Las levaduras de H. capsulatum
se observan esféricas u ovales, pequefias, unicas (sin gemacion),
fagocitadas por macréfagos y con menos frecuencia libres en los
tejidos, la pared no se tifie bien y parece estar rodeada de un halo o
pseudocapsula. Y es debido a su tamafio 3-5 um que se requieren de
coloraciones especiales tipo Giemsa y Wright de las muestras de sangre,
médula 6sea, etc. Otras coloraciones tipo Grocott, Ac. Peryddico de
Shiff (PAS por sus siglas en inglés) y hematoxilina y eosina (H&E) se
pueden visualizar estructuras a 1.000 aumentos, pero como presentan
caracteristicas similares a otras levaduras, el diagndstico es presuntivo
de histoplasmosis. La sensibilidad puede estar limitada por la calidad
de la muestra clinica y el entrenamiento del operador.

e Cultivo a partir de tejidos o fluidos corporales: Puede tardar entre 3
y 6 semanas para su crecimiento y debe ser incubado a dos temperaturas
25°C y 30 °C. Las colonias pueden ser de coloracion blanca o beige,
de textura algodonosa o pulverulenta, tornandose oscuras con el paso
del tiempo. De la fase micelial, microscopicamente se observan hifas
delgadas, microconidias piriformes y macroconidias tuberculadas que
son la clave para una correcta identificacion.
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Pruebas Inmunolégicas: Su valor diagnostico es limitado, pero tienen
gran utilidad para las encuestas epidemioldgicas, ya que permiten
delimitar las areas endémicas y el porcentaje de positividad de estas
reacciones se correlacionan con el grado de endemicidad de la zona. Se
pueden clasificar en:

La reaccién cutidnea con histoplasmina al 1/100: Se torna
positiva 7 a 10 dias después del contacto infectante y permanece
como tal durante afos; por lo tanto, una respuesta positiva indica
infeccion presente o pasada. Esta prueba da resultado negativo
en las formas progresivas graves, lo que pone en evidencia la
falla de la inmunidad celular. La reaccion cutanea puede hacer
que las pruebas seroldgicas den resultado positivo, lo que hace
mas dificil su interpretacion; por lo tanto, no es aconsejable
repetirlas.

Deteccion de anticuerpos en suero: Es positiva en el 80% de
los pacientes y es util para el control, seguimiento y respuesta
al tratamiento de la enfermedad. Las técnicas utilizadas son
inmunodifusion en gel de agar (IDGA) que es cualitativa
que detecta a través de bandas de precipitina la presencia
de anticuerpos que reaccionan con los componentes de la
histoplasmina. La contrainmunoelectroforesis es algo mas
sensible e igualmente especifica. La reaccion de fijacion de
complemento puede cuantificar el tenor de anticuerpos séricos;
el titulo de estos ultimos se relaciona con la gravedad de la
enfermedad y suele descender cuando el tratamiento especifico
produce la mejoria clinica. Esta prueba carece de especificidad
y da reacciones cruzadas con P. brasiliensis, C. immitis y B.
dermatitidis. Estas reacciones serologicas son negativas en
el 70 % de los casos asociados con enfermedad avanzada por
HIV y también suelen dar resultados negativos en las formas
diseminadas agudas debido a su rapida evolucion.

Deteccion de antigeno: La fijacion de complemento (FC) es una
prueba semi-cuantitativa expresada a través de titulos (dilucion
de la muestra) y aquellos iguales o mayores a 1:32 indican
infeccion activa y titulos menores indican que el paciente en
alglin momento estuvo expuesto al hongo. Los equipos para la
busqueda de antigeno glucomanano de H. capsulatum solamente
estan disponibles en EE. UU., y se utilizan en el diagndstico
de las formas diseminadas agudas. Se realiza por técnicas
ELISA o radioinmunoensayo y sus resultados no son totalmente
especificos. Sin embargo, para un diagnostico rapido, se utiliza la
deteccion del antigeno urinario (ELISA) que utiliza anticuerpos
monoclonales contra el galactomanano del histoplasma, en
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formas diseminadas de histoplasmosis, el rango de sensibilidad
reportada es del 86% al 95%.

e Pruebas moleculares: En la literatura, se dispone de varios
estudios con diferentes tipos de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) y diferentes blancos
moleculares para la detecciéon de acidos nucleicos. Se han
reportado reacciones cruzadas con hongos filogenéticamente
cercanos como B. dermatitidis y P. brasiliensis.

e Deteccion de perfiles proteicos: Usualmente por MALDI-
TOF, estd muy poco evaluada y la principal razén radica en la
dificultad de identificacion de estos hongos.

1.2.3.2. Tratamiento

El tratamiento depende de la presentacion clinica, los pacientes con
primoinfeccion asintomatica o con cuadros pulmonares leves, en su mayoria
se recuperan sin tratamiento antifiingico, el tratamiento es necesario cuando
los sintomas no remiten en 6 semanas, en caso de lesiones extensas o en
aquellos pacientes con inmunodeficiencia importante. El itraconazol es el
farmaco de primera eleccion en el tratamiento de las diferentes formas clinicas
de la enfermedad, luego de la anfotericina B en las formas graves y como
terapia inicial en las formas moderadas y leves. Otras drogas antifungicas
tienen menor eficacia. El ketoconazol fue durante mucho tiempo la droga de
eleccion en las formas diseminadas cronicas, pero su eficacia es menor que la
del itraconazol y presenta mayor frecuencia de efectos colaterales. La dosis
diaria requerida es de 400 mg y suele indicarse por lapsos de 9 a 12 meses.

El fluconazol es poco eficaz en la histoplasmosis, se ha empleado en dosis
diarias muy elevadas de 800 a 1200 mg, se lo indica como tratamiento de
consolidacién en las meningitis cronicas. Antes de la aparicion de los
compuestos azolicos, en Sudamérica se usaban con ¢xito los compuestos
sulfamidicos, actualmente, su indicacion es excepcional.

En las formas crénicas (pulmonar o diseminada) se indica itraconazol 200
mg/dia durante 6 meses. Es necesario el tratamiento quirirgico de algunas
cavidades pulmonares, del histoplasmoma, de la fibrosis o la adenopatia
mediastinica compresiva, y de la estenosis laringea o traqueal. Antes y después
de los actos quirtirgicos se requiere un tratamiento antifiingico eficaz.

Las formas diseminadas subagudas asociadas con la enfermedad por VIH
también pueden tratarse con itraconazol, durante los 3 primeros dias se
administran 600 mg/dia divididos en dos tomas después de las comidas,
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luego se contintia con 400 mg/dia hasta la remision clinica, tras la cual se
indica profilaxis secundaria con 200 mg/dia, hasta que el paciente presente
dos recuentos de células CD4-positivas > a 180/uL como consecuencia del

,

B o e R e e e e i DA S e e

graves, los niflos y para pacientes con alteraciones digestivas, como vomitos
o diarrea, que dificultan la absorcion del itraconazol, también para quienes
requieran tratamiento antituberculoso simultdneo o para los casos con
compromiso meningoencefalico.

1.2.4. Estado del arte sobre la enfermedad y el agente etiologico en el
Ecuador

El empleo de la intradermorreaccion con histoplasmina permite delimitar las
areas endémicas, en algunos lugares el 80 al 90 % de los habitantes presenta
pruebas positivas. Si bien el numero de infectados sin signos ni sintomas se
cuenta por millones, la enfermedad progresiva y grave es relativamente rara.
Se creo asi el concepto de “histoplasmosis-infeccion”, para referirse a estas
personas asintomaticas, pero infectadas, y de “histoplasmosis-enfermedad”,
para mencionar a las formas sintomaticas y progresivas de la histoplasmosis,
cuya gravedad es variable. La enfermedad es mas frecuente en nifios menores
de 2 afios y en adultos mayores de 54 afios, en este ultimo caso hay un neto
predominio de los varones. Las causas que deterioran la inmunidad mediada
por células, tales como la infeccion por el VIH, los linfomas y su tratamiento,
el empleo prolongado de corticosteroides y recientemente los inhibidores del
TNF-a, etc., actian como causas predisponentes de la enfermedad.

La histoplasmosis es endémica en areas donde se encuentran las condiciones
ideales para el crecimiento del hongo, como en las regiones subtropicales
y tropicales de América Central y del Sur. En estos lugares, la infeccion es
comun en personas que trabajan en la agricultura, en la construccion o en
cuevas donde se encuentran murciélagos.

En los Estados Unidos, la histoplasmosis se encuentra principalmente en
los estados del sur y del medio oeste, donde el suelo es rico en guano de
aves y murciélagos. Los casos de histoplasmosis en los Estados Unidos han
disminuido en las ultimas décadas debido a la mejora en las practicas de
eliminacién de guano y a la utilizacion de equipos de proteccion personal.
En América Latina, se han reportado brotes de histoplasmosis en areas
urbanas debido a la construccion en terrenos contaminados con guano y a la
demolicion de edificios antiguos. La histoplasmosis también se ha relacionado
con la deforestacion y la construccion de presas, que pueden alterar el habitat
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natural del hongo y aumentar su presencia en el suelo.

En Ecuador, la histoplasmosis es una enfermedad endémica, y su prevalencia
es variable dependiendo de la region del pais. Se han reportado casos de
histoplasmosis en todas las provincias de Ecuador, pero la mayor parte de los
casos se han registrado en las regiones de la Costa y la Amazonia. En la Costa
ecuatoriana, la histoplasmosis se presenta en personas que viven o trabajan
en areas cercanas a los rios y en zonas de vegetacion densa. En la Amazonia,
la enfermedad es comin entre los habitantes que realizan actividades como
la agricultura, la caza y la pesca en areas cercanas a los rios y en cuevas. Es
importante sefalar que la histoplasmosis es una enfermedad ocupacional en
Ecuador, y los trabajadores de la construccion, agricultura, mineria y otras
actividades que implican la exposicion al suelo contaminado pueden estar
en riesgo de contraer la enfermedad. También es importante destacar que la
histoplasmosis puede ser una enfermedad oportunista en personas con VIH/
sida y otros trastornos inmunodeficientes.
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2.1.1. Biologia

Barry Marshall y Robin Warren descubrieron la bacteria Helicobacter pylori
en 1982, porque alrededor del 80 % de los pacientes sometidos a estudios
padecian sintomatologias gastricas relacionadas con su adhesion, lo que la
direccioné al laboratorio para fines investigativos (Rivera, Contreras, &
Teran, 2004). Esta bacteria es un microorganismo extracelular clasificado
como un bacilo multiflagelado gram negativo que habita principalmente en
la mucosa estomacal (Marcus & Scott, 2016). Varios estudios destacan que la
patogenicidad de la bacteria depende principalmente de factores genéticos y
de virulencia (Yamaoka, 2010).

El gen vacA esta presente en todas las cepas de H. pylori, pero solo 50-65% de
ellas producen efectivamente la proteina citotoxica que causa vacuolizacion en
células epiteliales (Lopez et al., 2009). Por otra parte, el gen cagA se relaciona
directamente con la inflamacién de la mucosa gastrica y, a su vez, de promover
la aparicion de lesiones precancerosas gastricas.

Ambos genes, en conjunto, contribuyen a la liberacion de Interleucina
8, proteina inflamatoria de macréfagos la y 1P. Ademas, existen genes
propiamente destinados para la adhesion de la bacteria a la mucosa géstrica,
lo que favorece el inicio de la colonizacidn, estos son conocidos como genes
babA y sabA (Acosta-Astaiza, Lopez-Sandoval, Bonilla-Chaves, Valdes-
Valdes, & Romo-Romero, 2023).

La virulencia es indispensable en el avance de la patogenia, entre los que
destacan:
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» La forma y los movimientos caracteristicos del H. pylori.

* Enzimas y proteinas de adaptacion presentes.

» Habilidad de adherencia a la mucosa gastrica (Figura 2.1.1).

Tabla 2.1.1.

Factores de virulencia del Helicobacter pylori

Formay
movimiento

Presenta forma de espiral y mantiene flagelos que
aumentan la capacidad de movimiento, permitiendo
atravesar la mucosa y llegar a la superficie epiteliala.

Enzimas y
proteinas de
adaptacion

Diversas enzimas como la ureasa y proteinas
inhibidoras de la secrecion de 4dcido géstrico cumplen
un papel fundamental en el grado de virulencia. Las
proteasas 'y lipasas disminuyen la mucosidad
géstrica. Por otra parte, la fosfolipasa A2 aminoran el
efecto hidrofobico de 1a membrana celular, mientras
que la catalasa y el superdxido de dismutasa protegen
a la bacteria de la respuesta inflamatoriaza.

Grado de
adherencia a las
células de la
mucosa gastrica.

Este es un requisito previo para efectuar la
infeccién®. El H. pylori posee adhesinas que
favorecen la adherencia, consecuentemente su
colonizacion se genera a partir de la disminucion de
acido clorhidrico, debido a la disminucion de las
células G, productoras de gastrina y por la
neutralizacion del HCI generado por la presencia de
amonio por accién de la ureasa bacteriana.

Nota: *(Frisancho, 1996). °(Ghetti & Marcelle, 2013)
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Figura 2.1.1. Proceso de patogenicidad de H. pylori: PMN: Neutréfilos
polimorfonuclear, Vac A: Citotoxina vacuolizante (encargada de la
vacuolizacion), Cag: (reorganizacion del citoesqueleto y liberacion de 11-8).
Creado en Biorender.

2.1.2. Epidemiologia y clinica

La infeccion por H. pylori es la principal causa subyacente de enfermedades
gastrointestinales inflamatorias, como ulceras pépticas y gastritis cronica
(Figura 2.1.2) (Reyes Chacoén et al., 2017; Zabala Torrres et al., 2017a).
Ademas, existe una estrecha relacion con el desarrollo del linfoma de tejido
linfoide asociado a la mucosa gastrica H. pylori (MALT).

Estudios cientificos han demostrado que la infeccion por H. pylori aumenta
2,5 veces mas el riesgo de desarrollar cancer o adenocarcinoma gastrico
(Albifio & Zamora, 2021). La bacteria H. pylori se adquiere en la infancia,
pero su etiologia atin no se conoce con exactitud. Su transmision depende
de factores de riesgo que incluyen aspectos sociales, caracteristicas de
grupos poblacionales, practicas poco higiénicas, condiciones desfavorables
de salubridad, y la exposicion a agua contaminada o falta de acceso a agua
potable. Estos factores son determinantes para la propagacion de la infeccion,
sin embargo, la transmision ocurre principalmente por medio del contacto
personal o por via fecal-oral (Icaza & Cruz, 2019)
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Ulceras pépticas

Reflujo gastroesofagico Helicobacter Pylori Céncer géstrico

Principales enfermedades ocasionadas por infeccion
de Helicobacter Pylori.
Figura 2.1.2. Principales enfermedades ocasionadas por Helicobacter pylori.
Creado en Biorender.

A nivel mundial, estudios anteriores indican que la prevalencia de la infeccion
por H. pylori en adultos se encuentra alrededor del 50% (Zabala Torrres et
al., 2017a). Esta tasa varia segin el nivel socioeconémico regional. En
paises en desarrollo como América Latina, las cifras superan el 70% en la
poblacion adulta y alcanzan hasta el 92% en nifios. En contraste, en paises
desarrollados como Estados Unidos y la Uniéon Europea, la prevalencia se
sitia aproximadamente entre 14% y 42% (Albifio & Zamora, 2021; Reyes
Chacon et al., 2017).

Hasta el 2021, segun datos del Ministerio de Salud Publica (MSP) de Ecuador,
la prevalencia de infecciones por H. pylori es 45% en la zona rural y 47%
en la poblacion urbana. Se destaca que la infeccion por esta bacteria es mas
frecuente en mujeres con un 41,2% y 56,9%. Estas cifras se obtienen a partir
de estudios en pacientes con sintomatologia, sin embargo, se conoce que H.
pylori puede estar presente de forma asintomatica durante anos. Sélo el 23%
de los casos se registran con estas patologias gastrointestinales de manera
asintomatica, y lo que puede llevar a complicaciones cronicas a largo plazo.
Por otra parte, la mayoria de las investigaciones realizadas en pacientes
sintomaticos presenta un cuadro clinico clasico (Figura 2.1.3) que incluye
saciedad temprana, nauseas, epigastralgia, vomitos, hematemesis, melenas y
en algunos casos anemia ferropénica (Albiflo & Zamora, 2021).
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Figura 2.1.3. Sintomatologia general por infeccion de H. pylori. 1) Falta de
apetito, 2) Nauseas, 3) Dolor en el epigastrio, 4) Vomitos, 5) Melenas. Creado
en Biorender.

2.1.3. Diagnéstico

Existen diversos métodos para el diagnostico de la infeccion por H. pylori,
estos se clasifican de acuerdo con su enfoque y pueden ser invasivos o no
invasivos (Lin, Zheng, Wang, & Wu, 2021). Dentro de las técnicas no invasivas
se encuentran: prueba de antigenos en heces, prueba de aliento con urea
(UBT) y examenes serologicos que se detallan en la tabla 2.1.2. Estas técnicas
son clinicamente relevantes porque son utilizadas con mayor frecuencia en
la practica clinica, sin embargo, la eleccion de una ellas, va a depender de
factores como el precio, comercializacion y economia de los diferentes paises
(Lin et al., 2021; Zabala Torrres et al., 2017?).

En Ecuador, laprueba de antigenos en heces es lamas comtin para el diagndstico
inicial de la infeccion por H. pylori, puesto que la UBT no es comercializada
dentro del pais y, por ejemplo, en ciudades como Guayaquil, los laboratorios
clinicos utilizan como métodos diagnoéstico la prueba de antigenos en heces y
posteriormente biopsia (Icaza & Cruz, 2019).
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Tabla 2.1.2.

Meétodos no invasivos para la deteccion de H. pylori

Prueba de aliento
con urea

Se considera el Gold estdndar en muchos paises,
porque se considera mas preciso y se pueden analizar
simultdneamente las muestras. La sensibilidad y
especificidad de los estudios es excelente en
comparacion con los demas métodos no invasivos y
la heterogeneidad de los resultados puede disminuir
si se ajusta la dosis y el tiempo de recoleccion de las
muestras de aliento?.

Serologia

Las pruebas serolégicas muchas veces no estn
dirigidas a todos los grupos poblacionales, como los
nifios. Ademds, los autores indican que las
condiciones no siempre afectan al almacenamiento
de las muestras, y que los anticuerpos cambian de
acuerdo con la edad, ademds de que refleja la
inflamacién de la mucosa gdstrica, siendo titil para
predecir el riesgo de cdncer gastrico?.

Pruebas de
antigenos en heces

Es una reaccién antigeno-anticuerpo, se puede
recolectar la muestra con mayor facilidad y es mads
factible para pacientes de diferentes edades como
nifios, sin ser invasivo. Su costo es bajo y no se
utilizan equipos especializados. Se considera un
método alternativo y de primera linea principalmente
en centros de salud publica. Sin embargo, también
presenta desventajas como: heterogeneidad de
antigenos, técnicas bioquimicas y cantidad de
antigeno presentado en hecesb.

Nota: *(Godbole, Mégraud, & Bessede, 2020). (Qiu, Li, & Han, 2021)

Por otra parte, se encuentran los métodos invasivos (Tabla 2.1.3) basados en
biopsia y endoscopia. Estos se usan con muy poca frecuencia porque causan
mayor incomodidad a los pacientes, por lo tanto, no son utilizados directamente
como herramienta para diagndstico temprano de infeccion por H. pylori. Entre
ellos estan: prueba rapida de ureasa, histologia, prueba de cultivo y PCR (Lin

et al., 2021; Zabala Torrres et al., 2017?).
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Tabla 2.1.3.

Meétodos invasivos para la deteccion de H. pylori

Esta prueba se caracteriza por tener una sensibilidad
limitada en los resultados por la carga bacteriana
(CB), se indica que, si la CB en los ensayos
Prueba rapida comerciales estdndar es inferior a 104 en la biopsia,
de ureasa pueden sefialar resultados falsos negativos. Por otro
lado, también se pueden tener falsos positivos debido
a la presencia de bacterias ureasa positivas. Se
recalca que la biopsia gastrica utilizada en este
método se puede reutilizar para otras como el PCR?.

Hasta la actualidad sigue siendo uno de los métodos
de deteccién invasivos mds utilizados a través de la
inmunotincién. La rapidez de los resultados es su
principal ventaja (15 min), en comparacién con la
sensibilidad, que se considera limitada (aprox. 75%) .

Histologia

Los métodos comtinmente utilizados son: PCR en
tiempo real, PCR anidada y PCR digital en gotas
(15). Estos tienen como ventaja detectar la infeccion
y la resistencia a los antimicrobianos rapidamente.
Sin embargo, no se han adoptado para pruebas de
rutina debido a limitaciones, como la necesidad de
equipo especializado y el riesgo de resultados falsos,
lo que dificulta su implementacién en paises de bajos
ingresoab.

PCR

Nota: (Godbole et al., 2020). °(Qiu et al., 2021).

En los ultimos afios, se siguen evaluando posibles modelos para la deteccion
o diagndstico de la infeccion por H. pylori, uno de ellos es la combinacion de
resultados observados y estimados, en el que se analizan pruebas de H pylori
basadas en histologia, pruebas de antigeno en heces y serologia esperando
que se mejoren los porcentajes de especificidad y sensibilidad (Godbole et
al., 2020). Asi también, se enfocan en utilizar nanoparticulas de carbono para
la creacion de inmunosensores que proporcionan una alta carga de anticuerpo
CagA y un excelente rendimiento diagndstico. Por otro lado, esta el dispositivo
de papel colorimétrico que utiliza enzimas de ADN que se adhieren al ARN,
y mediante una reaccién antigeno-anticuerpo puede existir una deteccion
hipersensible (Qiu et al., 2021). En resumen, todos estos esfuerzos necesitan
mas estudios y ensayos clinicos para que se consideren como métodos de
deteccion, sin embargo, amplia las opciones para un diagnostico mas preciso
de la infeccion por H. pylori (Tabla 2.1.4)
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2.1.4. Estado del arte sobre la enfermedad y el agente etiologico en el
Ecuador

El H. pylori es una bacteria con una alta prevalencia en Ecuador y se ha
estudiado ampliamente en diversas investigaciones. Segun un estudio sobre
patrones y tendencias de incidencia del cancer gastrico a nivel mundial
entre 1988 y 2012, se evidencié una disminucion global de los casos con un
cambio porcentual anual promedio de -2.1%. Sin embargo, Ecuador y Lituania
presentaron tendencias al alza, lo que resalta la necesidad de intervenciones
sobre factores de riesgo como el tabaquismo, la dieta y la deteccion temprana
de H. pylori (Lin etal., 2021). La infeccion por H. pylori también ha sido objeto
de estudio en nifios de sectores urbanos pobres de Quito. En un seguimiento
de 124 nifios, se encontrd que el 61% estaban infectados, de los cuales 44
presentaban infecciones cronicas. Se observo una reduccion en la velocidad
de crecimiento lineal en nifios con infecciones recientes en comparacién con
aquellos con infecciones cronicas, lo que sugiere un impacto negativo en el
crecimiento infantil (Egorov et al., 2010).

En cuanto a la prevalencia de la infeccién durante la infancia, un metaanalisis
de estudios entre 2011 y 2016 determind que la seroprevalencia general en
nifios sanos fue del 33%, con variaciones entre 20% y 50% en menores de
cinco afos y entre 38% y 79% en mayores de cinco afios. Se observo una alta
probabilidad de persistencia de la infeccion tras una deteccion positiva, lo que
subraya la importancia de estudios epidemioldgicos para su control (Zabala
Torrres et al., 2017b).

En el contexto de la resistencia antibidtica, un estudio en Quito evaluo la
susceptibilidad de H. pylori a cinco antibidticos en pacientes con dispepsia.
Se encontrd una alta resistencia al metronidazol (63%), claritromicina (66%),
amoxicilina (43%), tetraciclina (36%) y levofloxacina (54%), lo que pone en
evidencia la necesidad de revisar estrategias terapéuticas (Reyes Chacon et
al., 2017). Complementariamente, un analisis molecular en biopsias gastricas
de pacientes ecuatorianos identifico tasas de resistencia primaria y secundaria
a antibioticos, con un 33.64% y 32.82% para claritromicina, y hasta un 42%
para levofloxacina, lo que refuerza la importancia del monitoreo genético de
las cepas resistentes (Zurita et al., 2022)

La prevalencia de H. pylori en pacientes sintomaticos ha sido evaluada en un
centro ambulatorio de Guayaquil, donde se detect6 la bacteria en el 45% de
los casos, sin diferencias significativas entre hombres y mujeres. Asimismo, en
pacientes con gastritis cronica, se encontrd una alta positividad para H. pylori
(86%), con predominancia de la forma no atrofica (84%) y sintomas como
epigastralgia y acidez estomacal (Icaza & Cruz, 2019)(Guerra, Hernandez,
& Castellanos, 2021). En pacientes asintomaticos, un estudio en el Hospital
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Dr. Efrén Jurado Lopez en Guayaquil determind una prevalencia del 47.66%,
con una mayor incidencia en adultos mayores (94.6%). Factores como la
higiene personal influyeron en la tasa de infeccion, lo que resalta la necesidad
de estrategias de deteccion temprana (Albifio & Zamora, 2021). Un analisis
molecular en biopsias gastricas de pacientes de la Sierra y la Amazonia
ecuatoriana evidencié una mayor prevalencia de H. pylori en Shushufindi,
mientras que en Zumbahua se detectaron mas casos de cancer gastrico, lo
que sugiere diferencias en la virulencia de las cepas entre ambas regiones
(Rodriguez-Burneo et al., 2019).

Desde un enfoque epidemiolodgico, un estudio en Milagro empled un analisis
multivariado HJ-Biplot para evaluar el riesgo de cancer géstrico asociado a
H. pylori, confirmando un aumento en la prevalencia de esta enfermedad en
Ecuador. Se enfatiz6 la necesidad de implementar medidas de control para
reducir la incidencia del cancer gastrico (Cisneros, Babici, Guerrero, Luis, &
Villardon, 2020).

En cuanto a las metodologias diagnoésticas, un estudio comparativo demostro
que técnicas como la citologia, la histologia y la coloracion de Gram presentan
alta sensibilidad y coincidencia en los resultados, mientras que la PCR mostr6
una mayor capacidad de deteccion de H. pylori en biopsias (Referencia k).
Adicionalmente, la caracterizacion de genotipos de virulencia de H. pylori
en pacientes colombianos con sintomas de dispepsia reveld asociaciones
significativas entre ciertos genes de virulencia y el desarrollo de inflamacion
gastrica severa (Bonardi et al., 2001).

Por otro lado, una revision sobre los factores de virulencia de H. pylori destacod
la interaccion de esta bacteria con su huésped y su papel en la persistencia
de la infeccion, considerando también aspectos de variabilidad geografica
(Bhattacharjee et al., 2024). En el mismo sentido, se ha descrito cémo la
infeccion por H. pylori afecta la inmunidad innata en la mucosa gastrica,
interfiriendo con la maduracién de macréfagos y células dendriticas, lo que
puede contribuir a la progresion de enfermedades gastricas (Ieni et al., 2016).

Finalmente, un estudio sobre la isla de patogenicidad cag PAI en aislados de H.
pylori de pacientes con gastritis, Gilcera péptica y cancer gastrico no encontrd
una asociacion directa entre respuestas inducidas por H. pylori y grupos
especificos de pacientes, lo que sugiere que la progresion de la enfermedad
es multifactorial e involucra tanto factores bacterianos como del huésped
(Backert et al., 2004).

El H. pylori es un problema de salud importante en Ecuador, relacionado con
la gastritis cronica y el cancer gastrico, con una incidencia creciente a pesar de
los descensos mundiales. Esta situacion pone de relieve la urgencia de mejorar
los métodos de deteccion y tratamiento. La resistencia a los antibioticos es
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alarmante, en particular contra el metronidazol y la claritromicina, por lo
que se requieren nuevas estrategias de tratamiento. Ademas, la variabilidad
genética de la bacteria y su relacion con el huésped afectan a la progresion de
la enfermedad, lo que exige un enfoque de control holistico.
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2.2. Escherichia coli, diseminacion y relacion con enfermedades
infecciosas

Marynes Montiel, MSc. PhD!

" Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL). Facultad de Ciencias
de la Vida, Campus Gustavo Galindo, Km. 30.5. Via Perimetral, Guayaquil,
090902, Ecuador.

2.2.1. Biologia
2.2.1.1. Caracteristicas Generales

El género Escherichia ha sido reclasificado a través del uso de aspectos
fenotipicos y genotipicos y actualmente, basado en las especies identificadas
y en los clados cripticos de Escherichia, se reconocen cuatro especies dentro
de este género: E. coli, E. fergusonii, E. albertii, y E. marmotae (Figura 2.2.1)
(Yu, Banting, and Neumann 2021).
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Figura 2.2.1. Estructura taxonomica del género Escherichia y sus especies
(Adaptado de Yu, Banting, and Neumann 2021).
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Escherichia coli es una de las especies bacterianas mejor documentadas a nivel
mundial. Se encuentra dentro de la familia Enterobacteriaceae, recientemente
llamada Enterobacterales (Yu, Banting, and Neumann 2021, Jnani and Ray,
2024). E. coli es una bacteria Gram negativa, usualmente movil, presenta
flagelos y tiene forma de bacilo. Metabolicamente es capaz de fermentar
la lactosa y la glucosa, anaerobio facultativo, logrando reducir aceptores
terminales de electrones tales como el nitrato, fumarato, dimetilsulfoxido y
N-o6xido de trimetilamina (Hufnagel, Depas, and Chapman, 2015; Jnani and
Ray, 2024). El crecimiento 6ptimo de E. coli es a 37°C (98°F) pero puede
llegar a crecer hasta 49°C (120.2°F) (Basavaraju and Gunashree 2022).

De acuerdo con diversos linajes filogenéticos, E. coli puede ser clasificada
como: A,B1,B2,D1,D2,Eyelclado 1. El grupo A representa, principalmente,
a las E. coli no patdgenas que residen en la mucosa del tracto gastrointestinal.
El filogrupo B1 contiene tanto cepas comensales como del patotipo EHEC.
D1, D2 y E; representan a E. coli patégena intraintestinal (InPEC). Muchas
E. coli patdgenas extraintestinales (EXPEC) estan dentro del grupo B2. Las
cepas de E. coli que son genéticamente diversas, pero fenotipicamente no
distinguibles estan agrupados dentro del clado criptico I. Algunas cepas E. coli
patogénica aviar (APEC) y EXPEC estan muy relacionadas filogenéticamente
y comparten algunos genes de virulencia. APEC y otras E. coli aviar pueden
causar una variedad de infecciones intestinales y extraintestinales y en algunos
casos, E. coli de aves de corral pueden ser reservorios de aislados EXPEC e
InPEC humanos (Pokharelm, Dhakal, Dozoism 2023). E. coli contiene cerca
de 4800 genes, pero comparten cada cepa de E. coli alrededor de 1700. El
pangenoma de esta especie presenta alrededor de 15 000 genes, presentando
una plasticidad gendémica que le permite proliferar y sobrevivir en muchos
ambientes (Geurtsen et al., 2022).

E. coli es ampliamente estudiada y utilizada desde diversos puntos de vista.
Algunas cepas tienen aplicaciones probidticas siendo utilizadas como profilaxis
para el control de las enfermedades. Asi mismo, es utilizada en el monitoreo
ambiental y en estudios toxicoldgicos, debido a sus perfiles de respuesta
toxicoldgica (TRPs), lo cual permite reconocer el riesgo de compuestos
quimicos. Igualmente, E. coli ha sido utilizada como un sistema de early
warning al utilizarla como bioreporter en ecotoxicologia. Debido a que los
estudios genéticos en esta especie datan de 1950, se tiene una informacion
muy amplia y ha permitido su aplicacion en la biologia molecular, la genética
molecular y los estudios genémicos en general (Jnani and Ray, 2024).
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2.2.1.2. Habitat

Descubierta en 1886 por Theodor Escherich en heces humanas, el nicho
principal de E. coli es el tracto intestinal bajo de mamiferos, aves y reptiles,
en donde puede colonizar de diferente manera de acuerdo con el tamafo,
condiciones bioquimicas y fisioldgicas gastrointestinales, dieta y composicion
del microbioma, pudiendo variar su prevalencia entre las diferentes especies
en un 90% en humanos, 56% en mamiferos salvajes, 23% en pajaros y solo un
10% en reptiles (Yu, Banting, and Neumann 2021). Igualmente, es una de las
primeras bacterias que colonizan el tracto gastrointestinal de la mayoria de los
animales de sangre caliente, llegando a encontrarse en alrededor de 10 UFC/g
de heces en adultos. En condiciones normales, en el tracto entérico se asocia
en una relacion simbiotica con la microbiota de manera que provee una fuente
de vitamina K (menaquinonas) y vitaminas del complejo —B. Sin embargo,
ciertos factores como las infecciones o la quimioterapia crean un desbalance
en la microbiota permitiendo el desarrollo de las especies virulentas (Jnani and
Ray, 2024).

Aun cuando el habitat principal de E.coli es el tracto digestivo bajo, la
diseminacion fecal involucra el paso de esta especie a su ambiente secundario,
fuera del huésped, lo cual implica una variacion en la disponibilidad de
nutriente, temperatura, competidores y otros aspectos que resultan importante
para el desarrollo de esta especie. El tiempo de duplicacion de E. coli pasa
de ser de dos dias en el tracto intestinal a un promedio de cuatro dias en el
ambiente. Sin embargo, como este organismo es constantemente excretado se
estima que la mitad de las células de E. coli en la tierra se encuentran fuera del
huésped, pudiendo crecer en el suelo de condiciones tropicales y temperaturas
mas heladas (Hufnagel, Depas, and Chapman, 2015).

Inicialmente se pensaba que las cepas de E. coli aisladas de fuentes naturales
se debian a las descargas de heces en el ambiente, sin embargo, actualmente
se tienen una serie de evidencias de que algunas subpoblaciones de E. coli se
han adaptado al ambiente externo (naturalizacion) separandose de los clados
cripticos de Escherichia. Se estima que cerca de un 50% de la poblacion total
de E. coli, puede permanecer en los ambientes naturales como su habitat
secundario (Tenaillon, et al., 2010) reportandose en suelos tropicales y
subtropicales, sedimentos y aguas superficiales, agua de ambientes estuarinos
y en aguas de consumo tratadas (Yu, Banting, and Neumann 2021).

2.2.2. Epidemiologia y Clinica
E. coli es causante de enfermedades diarreicas, incluyendo la diarrea del
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viajero y la disenteria. Asi mismo, es el patégeno mas comun en la cistitis no
complicada y participa en otras enfermedades extraintestinales que incluyen
la neumonia, bacteriemia e infecciones abdominales como la peritonitis
espontanea bacteriana. Existen cientos de cepas de E. coli capaces de producir
desde una gastroenteritis suave y auto limitada hasta la falla renal y el shock
séptico.

Las enfermedades gastrointestinales causadas por E. coli se asocian a la
ingestion de la bacteria y a la habilidad de esta de evadir las defensas del
huésped. Al ser un organismo Gram negativo, su célula esta envuelta por la
membrana citoplasmatica interna, la pared celular que contiene peptidoglicano
y la membrana externa, en donde se encuentra una bicapa lipidica que esta
asociada a proteinas y lipopolisacaridos (LPS), resultando en una reaccion
toxica cuando es lisada (Mueller and Tainter, 2023).

Diferentes factores de virulencia y toxinas contribuyen a la patogenicidad
de E. coli, en donde se incluye la toxicidad a organos, principalmente
nefrotoxicidad, toxicidad gastrointestinal y hepatotoxicidad (Jnani and Ray,
2024). Los antigenos O y H le ofrecen caracteristicas antigénicas a esta
especie y permiten también su clasificacion. El antigeno O est4 asociado a la
cadena repetitiva del lipopolisacarido presente en la membrana externa de la
pared celular, mientras que el antigeno H esta determinado por la presencia del
flagelo (Figura 2.2.2) (Mueller and Tainter, 2023).
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Capsula del LPS

(K)

_» Capaexterna
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-

(LPS) O
Membrana
Membrana —>  externa
celular
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periplasmatico
Membrana
—7 citoplasmatica

-

-
Fimbrias <

Produccion de
toxinas

Figura 2.2.2. Estructura antigénica de E. coli patogena (Adaptado de Abdel-
Aziz et. al., 2021).
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Desde el punto de vista patdégeno y de acuerdo con el habitat en donde se
desarrolla, E. coli esta dividida en dos grandes grupos: E. coli patdgena
extraintestinal (EXPEC, siglas en inglés) y E. coli patdégena intraintestinal
(InPEC) (Figura 2.2.3). Los sitios de colonizacion en el cuerpo humano varian
en relacion con los diferentes patotipos.

| Cerebro-NEMEC

Tracto respiratorio -ExPEC

Torrente sanguineo -
SEPEC, NEMEC, UPEC

Vesicula biliar -ExPEC

Piel y tejidos blandos

ExXPEC
Rifién -ExPEC
Intestido delgado
Intestino grueso EPEC, ETEC, DAEC, EAEC
EHEC EIEC, EAEC —| AlEC en enfermedad de Crohn

AIEC (enfermeddad de Crohn

y posible cancer colorectal),

posiblemente DAEC, asociada
a colitis ulcerante)

(parte distal del lleo)

Vejiga y uretra -UPEC

Préstata -UPEC

Figura 2.2.3. Sitios de colonizacion de Escherichia coli en el cuerpo humano.
Patotipos de E. coli patdgena intraintestinal (InPEC) se muestra en fuente
color verde, y de E. coli patdogena extraintestinal (EXPEC) en fuente color
fucsia (Adaptado de Geurtsen et. al., 2022).

Diferentes patotipos se han identificado en E. coli, de acuerdo con la presencia
de los factores de virulencia, los mecanismos de infeccion, las interacciones
con el huésped y los sintomas clinicos, entre ellos tenemos:

» E. coli enteropatogénica (EPEC, siglas en inglés) causa una diarrea
aguda y prolongada en infantes, comtin en paises en via de desarrollo.
Se une a las células del intestino mediante la proteina intimina. La
enfermedad diarreica causada por EPEC se contrae cominmente por
ingestion de alimentos o agua contaminada, pero también puede ser
transmitida de persona a persona (Mueller and Tainter, 2023; Regua, et
al., 1990).
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E. coli enterohemorragica (EHEC), causa colitis hemorragica y el
sindrome urémico hemolitico. Produce una toxina (Shiga-toxin) e
incluye al serotipo O157:H7. Puede producir dafios en los rifiones.
Ha sido reportada en alimentos frescos (tales como espinaca, lechuga
y frutas, entre otros), asi como carne vacuna mal cocida o molida.
Puede encontrarse en heces de animales y en agua, lo cual permite la
contaminacion de los cultivos cuando se utilizan abonos procedentes
de animales o a través de las aguas de escorrentias y riego. Un indculo
bajo (10> UFC) es suficiente para causar la infeccion lo que hace muy
facil la transmision desde el ambiente al humano e inclusive de humano
a humano. Las infecciones causadas por este grupo son comunes en
personas de todas las edades, sin embargo, el sindrome urémico
hemolitico es comun en nifios menores de 5 afios y adultos mayores de
60 afios (Mueller and Tainter, 2023).

E. coli enterotoxigénica (ETEC) produce la diarrea del viajero. También
puede causar enfermedades diarreicas con deshidratacion en infantes
y nifios en paises con recursos limitados. Cominmente se encuentra
en el agua y alimentos de las areas que no presentan un saneamiento
adecuado. Causa diarrea sin fiebre. Se adhiere al intestino a través de
las fimbrias y produce toxinas. Su dosis infecciosa en personas sanas es
alrededor de 1x10® organismos (Kotloff et al, 2013, Pokharelm, Dhakal,
Dozoism 2023).

E. coli enteroagregativa (EAEC) causa una diarrea cronica y aguda. Se
une a las células del intestino formando agrupamientos y produce una
toxina enteroagregativa.

E. coli adherente-difusa (DAEC), asociada a una diarrea acuosa en
nifios pequefios.

E. coli enteroinvasiva (EIEC) causa disenteria y diarrea acuosa con
fiebre. Invade y destruye las células del colon. La produccion de diarrea
por este microorganismo no es muy comun debido a que se requiere
de un indculo relativamente alto. La enfermedad se contrae a través de
carnes poco cocidas o vegetales contaminados.

E. coli adherente-invasiva (AIEC), asociada a la patogénesis de la
enfermedad inflamatoria del intestino.

E. coli uropatogénica (UPEC) causa infecciones del tracto urinario.

E. coli meningitis neonatal (NMEC) principal causa de meningitis en
neonatos.
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* FE. coli asociada a septicemia (SEPEC) causa bacteriemia y sepsis.

» FE. coli patogénica aviar (APEC) causa infecciones respiratorias severas
y sistémicas en aves de corral (Pokharelm, Dhakal, Dozoism 2023).

La Figura 2.2.4, muestra la diversidad de grupos de E. coli, particularmente
las del tipo patdgeno. Dentro del grupo de las EXPEC se puede resaltar las
UPEC, NMEC, SEPEC y APEC, las cuales presentan diversos factores de
virulencia, entre los cuales se puede resaltar las adhesinas, toxinas, sider6foros,
lipopolisacaridos, capsulas de polisacaridos e invasinas que estan usualmente
codificados en islas de patogenicidad (PAIs, por su siglas en inglés), plasmidos
y otros elementos genéticos moviles (Sarowska ez. al., 2019). Algunos genes
de virulencia asociados a las adhesinas, toxinas y sider6foros se presentan en
la Tabla 2.2.1.

|:> Comensal
Escherichia coli
(E. colj)
E . coli patbgena E. coli patbgena
IZ:> Patogena E> extraintestinal & [l {?gEC)
(EXPEC)

E. coli uropatogénica
intestinal (UPEC)
E. coli meningitis
neonatal (NMEC)
E. coli asociada a

septicemia (SEPEC)

E. coli patogénica

aviar (APEC)

Figura 2.2.4. Diversidad de cepas de E. coli patdgena (Adaptado de Sarowska
et. Al.,2019).

Aun cuando E. coli es un habitante comensal en vertebrados, es un patégeno
oportunista que causa infecciones intra y extraintestinales, causando alrededor
de 265.000 casos y cerca de 100 muertes cada afo en los Estados Unidos en
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donde las infecciones estan asociadas a cepas de E. coli productoras de la
shiga-toxin, siendo cerca del 40% de estas infecciones estan asociadas a cepas
de E. coli O157:H7 (Jnani and Ray, 2024).

Muchas de las caracteristicas de patogenicidad de E. coli, quien normalmente
es un organismo comensal, son adquiridas a través de elementos genéticos
méviles que adquieren y codifican para los factores de virulencia, pudiendo
llegar a causar infecciones del tracto urinario (ITUs), meningitis en neonatos e
infecciones del tracto gastrointestinal o gastroenteritis (Jnani and Ray, 2024).

Tabla 2.2.1.
Descripcion Genes de Funcion ExPEC patotipo
virulencia
Adhesinas

Fimbia tipo 1 fim Factor de colonizacion en infecciones extraintestinales, UPEC, NMEC,
formacion de biopeliculas SEPEC, APEC

Adhesina afimbrial afa La adhesina no asociada a fimbia se une al receptor UPEC
DAF en la superficie celular del epitelio, capacidad de
hemaglutinacion

Fimbia Dr dra Se une al receptor DAF en la superficie del epitelioy =~ UPEC
media la internalizacion de la bacteria en las células
huésped

Fimbia P pap Estimula la produccion de citoquinas por los linfocitos  UPEC, SEPEC,
T, factor de colonizacion en las infecciones APEC
extraintestinales

Fimbia S sfa Adhesion a las células epiteliales del intestino, rindny UPEC, NMEC
células del tracto urinario bajo; facilita la penetracion de
la bacteria en los tejidos

Fimbia F1C foc Adhesion a las células epiteliales renales y células UPEC
endoteliales del higado y la vejiga

Tha iha Homologo del gen regulado por hierro para adhesion NMEC

Mat mat Fimbia asociada a la meningitis y regulacion de la NMEC
temperatura

Gen de la fibra csg, crl  Permite la formacion de biopeliculas y promuevela ~ UPEC, SEPEC,

Curli patogenicidad APEC

Antigeno 43 Agn43(flu) Proteina de la familia de autotransportadores, adhesion UPEC, NMEC
y desarrollo de biopeliculas

Invasinas

Ibe ABC ibeA,B,C  Invasion celular dentro de los tejidos del huésped NMEC, SEPEC,

APEC
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Toma de hierro

Aerobactina iuc, aer  Siderdforo, adquisicion de Fe+2/+3 en el sistema del UPEC, APEC
huésped

Proteina represible irp Sintesis de yersiniabactina NMEC

del hierro

Salmoquelina ironN  Receptor de sideréforo, uso de iones Fe obtenidos del UPEC, NMEC

cuerpo del hospedador

ChuA, Hma chu, hma  Permite el uso de Fe desde la hemoglobina del huésped UPEC

SitABC sitA,B,C Transporte de Fe, Mn UPEC, NMEC

Resistencia Protectinas/suero

Proteinas de traT ~ Inhibicién de la via clasica de la actividad del NMEC, SEPEC,

transferencia complemento APEC

Antigenos KpsMI,  Factor de proteccién en contra de la fagocitosis y el NMEC, SEPEC

capsulares neud,  factor de diseminacion ("spreading factor")

KpsMII

Proteina de la omp Permite la sobrevivencia extracelular, evasion de las UPEC, NMEC

membrana externa defensas del huésped

Sobrevivencia iss Factor de proteccién en contra de la fagocitosis NMEC, SEPEC,

aumentada en APEC

suero

ColV, CvaC colV, coaC  Factor que facilita la colonizacion NMEC, SEPEC,
APEC

Toxinas

Autotransportador pic Degrada mucina, facilita la colonizacién del epitelio, ~ UPEC

serina proteasa dafios en la membrana celular

Autotransportador sat Toxina proteolitica, efecto citotoxico - influye en la UPEC

secretor de toxina vacuolizacion de la célula

Autotransportador vat Toxina proteolitica, induce la vacuolizacion celular en elUPEC, APEC

vacuolizante huésped

toxina

Hemolisina A hlyA  Crea poros en la membrana del huésped (lisis celular) UPEC

Factor necrotizante cnf Acttia en la necrosis celular UPEC, SEPEC

citotoxico

Toxina distendida cdt Factor de distension citotelal SEPEC

citotelal

Genes de virulencia de ExPEC que codifican para las adhesinas, toxinas y siderdforos

Nota: Adaptado de (Sarowska et. al., 2019).
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Entre las rutas de diseminacion y transmision de los diferentes patotipos de E.
coli a los humanos se puede mencionar los alimentos, animales, el ambiente
incluyendo el agua de consumo y recreacional, asi como el contacto directo
entre los humanos (Figura 2.2.5).

B Consumo

Contacto directo e indirecto

Alimentos

Contaminacién fe < Contaminacion
cruzada por

manipuladores

Matadero

Contaminacion cruzada

N Humano
Transmision directa

ETEC, STEC ETEC, STEC
aEPEC, EIEC EPEC, EIEC
aEAEC EAEC, DAEC

Contacto directo

con superficies

- Consumo
Ambiente - .
Descargas fecales Agua de consumo |_______—Disposicién inadecuada
Estiércol Agua recreacional de desechos

Figura 2.2.5. Rutas de diseminacion y transmision de patotipos de Escherichia
coli patogena. Las flechas solidas representan la transmision directa mientras
que las grises la indirecta. ETEC: E. coli enterotoxigénica, STEC: E. coli
productora de la toxina Shiga, EPEC: E. coli enteropatogena, EAEC; E. coli
enteroagregativa, EIEC: E. coli enteroinvasiva, DAEC: E. coli adherente
difusa. Adaptado de (Lawal, Perreira, & Goodridge, 2022).

En el caso de EHEC, particularmente de EHEC O157:H7, se ha demostrado
que la ruta de transmision es desde reservorios ambientales hasta el humano
ya que es capaz de sobrevivir fuera del huésped. El tracto intestinal de ganado
domesticado sirve como reservorio primario de EHEC en Estados Unidos,
pudiendo contaminar la carne durante el proceso de sacrificio del animal.
Igualmente se ha demostrado que es capaz de sobrevivir en el estiércol por
meses, pudiendo llegar a transmitirse en el contacto con el mismo o cuando
es utilizado como fertilizante al contaminar los productos en los cuales es
aplicado. De igual manera, el agua contaminada con EHEC es un vehiculo de
transmision de este grupo bacteriano ya que existe evidencia de que la misma
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puede invadir el tejido de las plantas que entran en contacto con estas aguas.
(Hufnagel, 2015).

E. coli patdgena también ha sido asociada a infecciones del tracto urinario,
causadas por las E. coli patogénicas extraintestinales (EXPEC, por sus siglas
en inglés). Este tipo de infecciones es una de las infecciones bacterianas mas
comunes con costos por encima de 3 billones de dodlares en los hospitales de
Estados Unidos. En el caso de las UPEC extraintestinales se reconoce que
algunas son transmitidas por la via fecal-oral. También se ha evidenciado que
la fuente primaria de las UPEC en la uretra es proveniente del propio tracto
intestinal del paciente. El microorganismo asciende por el tracto urinario hasta
la vejiga en donde invade las células epiteliales por un mecanismo dependiente
del poli-tipo 1, formando comunidades bacterianas intracelulares agregadas
llamadas IBC, las cuales son resistentes a los antibidticos y pueden evadir
la respuesta inmune del hospedador, lo cual permite la diseminacion de la
bacteria. De igual manera, otra ruta importante en los productos alimenticios,
encontrandose brotes asociados a clones de UPEC, por lo cual su supervivencia
fuera del intestino es un aspecto importante en su transmision (Hufnagel,
2015).

La resistencia a los antimicrobianos es otro factor importante que debe
ser considerado en la patogenicidad de E. coli. La resistencia multiple a
antibiodticos en E. coli se ha ido incrementando tanto en humanos como en
animales a nivel mundial. En las ultimas décadas esta especie ha mostrado
una gran capacidad de obtener genes de resistencia por transferencia
horizontal (Jnani and Ray, 2024). La alta multirresistencia en E. coli asi
como su asociacion con enfermedades intrahospitalarias y comunitarias han
llevado a que la Organizacion Mundial de la Salud declare esta especie como
un patoégeno de control (Penaloza y Aspiazu, 2021). En América Latina, se
reporta la produccion de BLEE destacando las de tipo cefotamixas, CTX-M,
especificamente CTX-M-15. De igual manera, el gen aac(6”) Ib-cr, seguido del
gen qnrB, ambos de localizacion plasmidica. En Ecuador se han reportado las
CTX-M-1y CTX-M-15 y qnrB (Pefaloza y Aspiazu, 2021).

2.2.3. Diagnéstico

De manera general, no se requiere evaluacion rutinaria de laboratorio en
pacientes que presentan una enfermedad diarreica y tienen buena apariencia ya
que la enfermedad es regularmente autolimitada. En pacientes con infeccion
por EHEC se le solicita una transfusion sanguinea completa y algunos otros
analisis basicos. La mayoria de los pacientes con colitis asociada a E. coli
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O157:H7 presentan una leucocitosis por encima de 10.000/uL (Ameer, Wasey,
and Salen, 2023; Mueller and Tainter, 2023).

El cultivo de E. coli a través de muestras de heces, orina u otro tipo de muestra
se realiza utilizando pruebas de laboratorio. Por la capacidad de fermentar
la lactosa y producir indol, el microorganismo se cultiva regularmente en
medios selectivos como el agar MacConkey, que contiene lactosa. Medios
conteniendo sorbitol son utilizados para diferenciar EHEC del resto de las E.
coli, ya que esta es capaz de fermentar sorbitol, sin embargo, recientemente
se han identificado, a través de PCR, cepas EHEC que no son capaces de
fermentar el sorbitol (Ameer, Wasey, and Salen, 2023; Mueller and Tainter,
2023).

Patogenos especificos pueden identificarse mediante ensayos de PCR.
ETEC puede ser identificada a través de los genes LT y ST. EPEC a través
de la deteccion del plasmido pEAF o el factor BFP que codifica. EAEC es
identificado a través de la deteccion del regulador AggR. EHEC a través de
la prueba de amplificacion de 4cidos nucleicos (NAAT, por sus siglas en
inglés) para la toxina Shiga 1 (Stx1) y la toxina Shiga 2 (Stx2). EIEC puede
ser identificado por NAAT, muchas de ellas por la presencia del gen lacY, que
codifica para la lactosa permeasa (Mueller and Tainter, 2023).

2.2.4. Estado del arte sobre la enfermedad y el agente etioldgico en el
Ecuador

La diseminacion de E. coli causante de diarrea en la zona norte del Ecuador se
ha visto asociada a una transmision general debido a que las cepas nuevas son
regularmente introducidas entre sitios en todo el pais, de esta manera no hay
un agrupamiento basado en la locacion, patotipos o gradiente urbano-rural,
indicando una alta tasa de transmision a través del ambiente. Sin embargo, se
ha observado que la tasa de migracion de E. coli es mayor en la direccion de la
poblacién urbana a la rural (Rothstein et. Al., 2023).

En Ecuador la informacion relacionada con la resistencia a antimicrobianos
en hospitales es recopilada a través del Sistema Nacional de Resistencia
a los Antimicrobianos, la cual es posteriormente suministrada a la Red
Latinoamericana de Vigilancia de Resistencia a los Antimicrobianos
(ReLAVRA) (Solis at al, 2022). En la ciudad de Quito, Ecuador, para el
afio 2020 se reporta la presencia de E. coli en el 79.38% de las muestras de
orina analizadas siendo el 18.4% productoras de BLEE (Solis et. A/., 2022).
En esta misma ciudad, en pacientes con diabetes se reporta a E. coli como
el de mayor incidencia en infecciones urinarias (Gordillo-Altamirano &
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Barrera-Altamirano, 2018). Particularmente, en la poblacion nativa amerindia
Kichwa de Ecuador se ha reportado la presencia de E. coli en el 83,3% de las
muestras, siendo la especie con mayor prevalencia y presentando elevados
indices de resistencia a determinados grupos de antimicrobianos (Guaman et.
AL, 2017). De igual manera, en otras regiones como Azuay y Cuenca, E. coli
ocupa un lugar importante en las infecciones urinarias en un 44,8% y 83,28%
respectivamente. (Palacios Rojas et. 4/., 2018; Orellana et. Al., 2022).

En lineas generales, en Ecuador, se ha reportado que el agente etiologico con
mayor porcentaje de prevalencia es E. coli, con un alto indice de resistencia a
ampicilina (Molina, Rodriguez & Alexis, 2023). En relacion con el ambiente,
E. coli ha sido reportada en muestras de agua, vegetales y frutas de diversas
provincias del Ecuador en el 11% de las muestras analizadas (n=274), asociando
el agua de riego a la presencia de esta especie e inclusive a la diseminacion
de la resistencia a los antimicrobianos (Montero et. 4/., 2021). Otro trabajo
realizado por Vinueza et. A4/. En 2021, demostré la presencia de E. coli en el
agua de diversos rios de Ecuador. Montiel et. A/., 2023, demostrd la presencia
de esta especie en aguas subterraneas.

En alimentos listos para el consumo en Quito, Ecuador, E. coli ha sido aislada
en el 59% de las muestras analizadas proponiéndolas como potenciales
diseminadores de E. coli productoras de BLEE Zurita er. A4/, 2020.
Particularmente en muestras de pollos en Ecuador, E. coli ha sido reportada
en en un 39%, siendo la mas prevalente en comparacion con Salmonella, y
presentando un 90% de resistencia a antimicrobianos criticamente importantes.
(Amacha et al, 2023). E. coli también se ha demostrado ser prevalente en la
unidad de cuidados intensivos en el norte de Quito con un porcentaje del
15.2% (Tusa-Torres et al., 2021).

En un estudio retrospectivo 2010-2020 se demostré que la prevalencia
de infecciones por bacterias en Ecuador, dentro del ambito hospitalario
(heridas quirtrgicas, vias urinarias y vias respiratorias), estan principalmente
relacionadas con bacterias Gramnegativas, encontrandose a £. coli como uno
de los agentes de mayor relevancia clinica, y asociado al mismo tiempo con la
produccion de carbapenemasas y betalactamasas del tipo BLEE (Japon, 2021).

En conclusion, es evidente que la E. coli es una bacteria que presenta una
amplia distribucion y puede localizarse tanto intra como extraintestinalmente,
con distintos patotipos relacionados con cada habitat. Las caracteristicas
patogénicas de este organismo se atribuyen en gran medida a los elementos
genéticos moviles, que le permiten inducir una variedad de infecciones,
incluidas las infecciones del tracto urinario, la meningitis y los trastornos
gastrointestinales. Ademas, los factores que contribuyen a la resistencia a
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los antimicrobianos en las cepas de E. coli facilitan la diseminacion de las
variantes infecciosas. La dindmica de transmision de este microorganismo esta
estrechamente relacionada con las fuentes de alimento, los animales, el agua
y las interacciones directas entre humanos. Concretamente, en el contexto
de Ecuador, se ha observado una prevalencia significativa de la transmision
ambiental de la E. coli que provoca enfermedades diarreicas, lo que pone de
relieve un pronunciado gradiente de transmision de la poblacion urbana a la
rural.
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2.3.1. Biologia

Las micobacterias son bacilos aerobios, inmoviles, las cuales presentan
caracteristicas acido-alcohol resistente debido al alto contenido de acido
micoélico en su pared celular (Nataraj et al., 2015; PawebLczyk & Kremer,
2014). Las especies dentro del género Mycobacterium, incluye un ntimero
creciente de integrantes, distinguidos clasicamente en base a sus caracteristicas
fenotipicas, tales como, la capacidad de metabolizar diferentes componentes
bioquimicos, velocidad de crecimiento, presencia de pigmentos, entre otras
(Dhar, McKinney, & Manina, 2016; Yusoof et al., 2022); identificindose que
son las cepas de crecimiento lento las principales causantes de enfermedades en
humanos y animales de preocupacion global (Baker, Johnson, & Abramovitch,
2014; Beste et al., 2009; Moopanar, Nyide, Senzani, & Mvubu, 2023).

Latuberculosis es causada por un grupo altamente relacionado de micobacterias
denominadas Complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC), conformado
por especies tales como: M. tuberculosis, M. africanum, M. canettii, M.
microti, M. caprae, M. bovis, y M. pinnipedii (Hershberg et al., 2008). Estas
especies estan distribuidas en 9 linajes los cuales se cree han co-evolucionado
con su huésped (Tabla 2.3.1).
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Tabla 2.3.1.

Distribucion de los linajes de Mycobacterium tuberculosis

Clados Linajes Ubicacion geografica de cepas

Linaje 2 Este de Asia

Iéill;(aijssl modernos - Linaje 3 India y Africa del Este (EAI por sus siglas en inglés)
Linaje 4 Europa, América, y Africa
Linaje 5 Africa del Oeste 1
Linaje 6 Africa del Oeste 2

Linajes ancestrales - Linaje 1 Filipinas y Borde del Océano Indico

Clado IT Linaje 7 Etiopia
Linaje 8 Central Africa
Linaje 9 Africa del Este

Nota: Informacioén obtenida de Blouin et al., 2012; Firdessa et al., s. f.;
Menardo et al., 2021; Sanoussi, Affolabi, Rigouts, Anagonou, & de Jong, 2017

Los integrantes del linaje 2 especialmente el sublinaje Beijing son los de mayor
preocupacion epidemiologica debido que estan caracterizados por presentar
hiper virulencia, alta transmisibilidad y por estar asociados con resistencia a
medicamentos, consecuente con la alta tasa de mutacion (Brites & Gagneusx,
2015; Merker et al., 2015; Senghore et al., 2020; Shuaib et al., 2022).

2.3.1.1. Caracteristicas del genoma de M. tuberculosis

Desde su descifrado por secuenciamiento, el genoma de M. tuberculosis
H37Rv (NC_000962.3), ha proporcionado informacion sobre la fisiologia,
mecanismos de infeccion, patogénesis, virulencia y persistencia (Cole et al.,
1998). Este genoma constade 4.41 Mb la cual se encuentra conformada por4173
genes (3924 proteinas) incluyendo 30 pseudogenes, 45 tRNA, 30 ncRNA y 2
miscRNA, con un contenido de GC de 65.6% en casi todo el genoma, excepto
en las regiones PGRS las cuales contienen un mayor porcentaje de GC. El
genoma de M. tuberculosis consta de una gran cantidad de regiones repetitivas,
las mas estudiadas son las secuencias de insercion (IS6110 e IS1081) (Alonso,
Samper, Martin, & Otal, 2013; Coros, DeConno, & Derbyshire, 2008; Nghiem,
Nguyen, Nguyen, Vo, & Nong, 2015; van Soolingen, Hermans, de Haas, &
van Embden, 1992),y las secuencias de repeticiones polimorficas en tandem
(MPTR), las cuales estan asociadas con variaciones antigénicas (Ates et al.,
2018). Estas MPTR en M. tuberculosis estan presentes dentro de ciertos locus
genéticos, tales como Unidades repetitivas interespecificas micobacteriales
(MIRU, por sus siglas en inglés) o repeticiones en tandem de niimero variable
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(VNTR, por sus siglas en inglés) los cuales han sido ampliamente utilizados
para estudios de epidemiologia molecular de TB (Cerezo et al., 2012; Rizvi
etal., 2020).

2.3.1.2. Proteinas de M. tuberculosis

Dada la complejidad del entorno en el que se desarrolla esta bacteria, diversas
proteinas son sintetizadas para involucrarse en procesos de regulacion y
transduccion de sefiales. Se han identificado trece factores sigma y mas
de 100 proteinas reguladoras. Dentro de las regiones codificantes, M.
tuberculosis presenta una considerable cantidad de proteinas responsables de
su metabolismo, adaptabilidad, resistencia y virulencia. Ademas, once Serina/
treonina proteina quinasa de tipo eucariota (STPK), han sido caracterizadas,
y se cree juegan un papel importante en la transduccion de sefales, y puede
dirigir importantes procesos celulares como ingresar a un estado de dormancia
o a division celular (Av-Gay & Everett, 2000; Malhotra, Okon, & Clark-
Curtiss, 2012; PRISIC & HUSSON, 2014; Sukumar, Krishnan, & Khan, 2020).
En lo que respecta a las proteinas asociadas con el metabolismo de lipidos,
M. tuberculosis se destaca como uno de los pocos microorganismos capaces
de generar una amplia gama de compuestos lipidicos, que van desde acidos
grasos simples hasta isoprenoides y moléculas complejas como los acidos
micolicos, entre otros. Esto implica la participacion de mas de 250 enzimas en
estas vias metabolicas (Gago, Diacovich, & Gramajo, 2018; Moopanar et al.,
2023; Quadri, 2014).

Por ultimo, existen proteinas que estan asociadas a la virulencia de las
micobacterias, las cuales estan involucradas en la interaccion de las especies
de MTBC con los macréfagos del huésped. Un grupo de estos factores de
virulencia esta relacionado al proceso de adaptabilidad a condiciones limitadas
de nutrientes ¢ iones, asi como en la modificacion del metabolismo de carbono
dentro de las células del huésped. Otro grupo es responsable de la respuesta
frente al ataque microbicida de las células del huésped. Un ultimo grupo esta
vinculado con las familias PE y PPE que son responsables de la modulacion
de la respuesta inmune del huésped, especialmente los factores relacionados
con la inhibicion de la respuesta inflamatoria y la apoptosis. Entre los factores
mas estudiados se encuentran ESAT-6, CFP-10, Mce, ESX, PepX, Mpt64,
Mpt32, PhoP, entre otras (Asensio et al., 2006; Beceiro, Tomas, & Bou, 2013;
Forrellad et al., 2013; Ly & Liu, 2020; Pérez et al., 2022).
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2.3.2. Epidemiologia y Clinica
2.3.2.1. Epidemiologia

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud, la tuberculosis se
mantiene como una de las principales enfermedades infecciosas con mayor
mortalidad en el mundo. Es la decimotercera causa de muerte y la enfermedad
infecciosa mas mortifera so6lo por detras de la COVID-19, incluso por delante
del VIH y el SIDA, lo cual promueve mayores esfuerzos para lograr cumplir
los objetivos planteados por la OMS para su eliminacion al 2030.

En el 2022, se reportaron alrededor de 10.6 millones de personas infectadas
de tuberculosis repartidos de la siguiente manera: 5.8 millones de hombres
(55%), 3,5 millones de mujeres (33%) y 1,3 millones de nifios entre 0 a 14 afios
(12%). De la totalidad de casos, 1.3 millones fallecieron; entre estos, 167.000
con coinfeccion con VIH. Durante el 2022, se dio la mayor recuperacion en el
diagnostico y tratamiento de la tuberculosis, después del fuerte impacto que la
pandemia de la COVID-19 produjo, alcanzando los 7.5 millones de pacientes
diagnosticados. La brecha mundial calculada entre los casos estimados versus
los reportados se establece en 3.1 millones de casos en 2022.

Solo en las Américas, se estim6 un total de 325.000 casos de tuberculosis, de
los cuales fueron notificados 240.500 (74). Se estimaron un numero de muertes
de 35.000, de las cuales 10.150 (29%) se relacionaron con una coinfeccion
VIH. Se diagnosticaron 5.136 casos de tuberculosis resistentes, de los cuales,
el 74% reciben tratamiento, y el 72% resulta en tratamiento exitoso.

2.3.2.2. Clinica

El bacilo de la tuberculosis tiene la capacidad de afectar a cualquier 6rgano o
sistema, sus manifestaciones clinicas son proteiformes, es decir que pueden
ser muy variadas. Dentro de los signos clinicos de la enfermedad tuberculosa
pueden manifestarse fatiga, debilidad, pérdida de peso, fiebre y sudoracion
nocturna. La afeccion pulmonar originalmente produce tos cronica y
hemoptisis, que se presentan generalmente en lesiones crénicas. En el caso de
meningitis o afeccion de las vias urinarias suele surgir sin necesidad de que se
manifiesten otros signos de tuberculosis. La diseminacion por la circulacion
sanguinea da lugar a la tuberculosis miliar, con lesiones en muchos 6rganos lo
cual eleva la cifra de mortalidad. La tuberculosis suele dividirse en pulmonar,
extrapulmonar o ambas (Jameson et al., 2018; Riedel et al., 2019).
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2.3.2.3. Tuberculosis pulmonar

La tuberculosis pulmonar se clasifica en:

Primaria: Los casos no son reconocidos clinicamente, exceptuando
por la conversion de la prueba de tuberculina. Puede ser asintomatica
o presentar manifestaciones clinicas como fiebre, disnea, tos sin
expectoracion, eritema nudoso y crepitantes y sibilancias focales. Las
areas pulmonares afectadas estan entre la zona media e inferior de los
pulmonares, esto debido a que la mayor parte de aire se distribuye
en dichas zonas. Posterior a la infeccion inicial (foco de Ghon), se
puede presentar una lesion periférica que implica adenopatias hiliares
0 paratraqueales transitorias que pueden pasar inadvertidas en la
radiografia de torax (Goldman, Ausiello, & Schafer, 2016). Durante
el periodo de latencia clinica, se puede presentar una pequefia cicatriz
parenquimatosa calcificada en los campos medio pulmonares (complejo
de Ghon), en ocasiones asociada a hallazgos similares en los ganglios
de drenaje hiliares o complejo de Ranke. Usualmente, remiten sin
tratamiento, debido al desarrollo de respuesta inmunitaria adaptativa.

Primaria progresiva: Se desarrolla debido a la falta de una respuesta
inmunitaria adaptativa, usualmente en nifios pequefios, ancianos y
pacientes inmunodeprimidos. Se manifiesta en forma de meningitis ya
sea por tuberculosis, tuberculosis miliar o tuberculosis diseminada. La
mayoria de los casos de tuberculosis corresponden a este tipo en areas
de alta prevalencia.

Tuberculosis de reactivacion (postprimaria): Evoluciona de una
infeccion primaria posterior al primer y segundo afio de infecciéon. Se
considera como secundaria a la reactivacion de bacilos que permanecian
inactivos en las lesiones fibroticas de la tuberculosis primaria. Afecta
en su mayoria a los loébulos superiores del pulmén y es cavitaria,
distanciada del foco infeccioso primario. La preferencia por los l6bulos
superiores puede ser por la mayor presion parcial de oxigeno en estas
areas, o el drenaje linfatico deficiente en esas zonas pulmonares (Golpe
Gomez, Lado Lado, Ortiz de Barron, & Ferreiro Regueiro, 2002). La
lesion primaria aumenta pronto de tamafio, presenta necrosis en su
parte central y forma cavitacion (Puchades Roman, Alegre Romero,
Roch Penderia, Alonso Muifioz, & Esteban Hernandez, 2006). La
presentacion clinica es muy variable, desde casi asintomatica o con
sintomas generales como fatiga, pérdida de apetito, ligera fiebre y
pérdida de peso hasta manifestaciones mas graves con fiebre elevada, tos
persistente, expectoracion, sudacion nocturna intensa y deterioro fisico
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considerables. La tuberculosis primaria progresiva y la postprimaria o
de reactivacién son indistinguibles clinicamente.

» Tuberculosis por reinfeccion: No puede diferenciarse clinicamente
de otras formas y es un importante mecanismo patégeno en entornos
de elevada transmision. Detalles como un cambio documentado en la
huella, secuencia o presencia de ADN en el marco de un brote, incluso
entre los mismos pacientes hospitalizados en unidades de tuberculosis,
puede ser la tnica evidencia que permita el diagnéstico de re-infeccion.
En contextos de alta carga de tuberculosis, los individuos tratados
previamente con €xito para la tuberculosis tienen un riesgo de hasta 5
veces mayor que aquellos que no tienen antecedentes de la enfermedad,
reflejando asi la elevada frecuencia de casos de reinfeccion, que
componen una proporcion elevada de los casos activos de tuberculosis
(Zuluaga G, 2015).

2.3.2.4. Tuberculosis extrapulmonar

Alrededor del 20% de los casos de tuberculosis en poblaciones no infectadas
con VIH son de tipo extrapulmonar, es decir fuera del pulmon, siendo la mas
frecuente en los ganglios linfaticos (Donoso, Gonzalez, & Muioz, 2023;
Rachid, 2021), seguido de la pleura (Toalombo, Mogrovejo, & Buenaiio,
2022), aparato genitourinario (Gonzalez, Sanchez, Navas, & Valbuena, 2023),
gastrointestinal (Choi & Coyle, 2016), huesos y articulaciones (Fernandez
Pozuelo, Sanchez Garcia-Ortega, Sanchez Rivas, & Abejon Ortega, 2013;
Webb & Chavarria, 2022), meninges (Donovan, Thwaites, & Huynh, 2020),
peritoneo y pericardio (Chang, 2017). No obstante, todos los 6rganos y
aparatos pueden ser afectados. En zonas donde la tuberculosis es endémica,
este tipo de tuberculosis extrapulmonar se presenta a menudo junto con la
tuberculosis pulmonar, y es frecuente en nifios y adultos jovenes, lo que
representa una infeccion primaria progresiva. Al contrario, en areas con baja
prevalencia de tuberculosis, es mas frecuente encontrar casos aislados de
tuberculosis extrapulmonar, principalmente en personas de edad avanzada,
lo que representa una reactivacion de la enfermedad. La presencia de VIH
estd relacionada con una mayor incidencia de tuberculosis extrapulmonar,
incluyendo las formas mds graves de tuberculosis diseminada y meningitis
tuberculosa.
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Figura 2.3.1. Organos que pueden ser afectados por tuberculosis. Extraido de
Colectivos, 2018.

2.3.3. Diagnéstico

El diagnostico y diferenciacion oportuna, junto con una efectiva caracterizacion
de la resistencia a los medicamentos antituberculosos, especialmente a
isoniacida y rifampicina, en el complejo M. tuberculosis, son fundamentales
para el control de esta enfermedad. Estos pasos permiten una intervencion
epidemiolégica y terapéutica temprana, lo que resulta crucial en la gestion
exitosa de la tuberculosis (Gill, Dolan, Piggott, & McLaughlin, 2022). El
diagnostico de la tuberculosis presenta un panorama extenso y complejo, que
se basa en las manifestaciones variadas de esta enfermedad, ya sea en su forma
latente o activa, ademas de las diversas localizaciones de las cuales la muestra
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es tomada (pulmonar o extrapulmonar). Es importante recordar también la
posibilidad de presentar infecciones por micobacterias no tuberculosas (NTM).
Aunque la deteccion de estas micobacterias no es comun, pueden afectar a
ciertos pacientes, especialmente a aquellos inmunosuprimidos. (Furin, Cox, &
Pai, 2019; Jaramillo-Grajales et al., 2015).

Las pruebas diagnosticas de tuberculosis presentan variaciones significativas
en términos de especificidad, sensibilidad, costos y tiempo de entrega de
resultados. Lamentablemente, hasta la fecha, no se ha desarrollado un método
de diagnoéstico que sea simultaneamente rapido y altamente preciso para esta
enfermedad infecciosa, lo que supone un desafio para el tratamiento oportuno.
Aunque se han logrado multiples avances en el diagndstico de la tuberculosis, no
existe una prueba sencilla y confiable en el lugar de atencion para diagnosticar
definitivamente la enfermedad. Actualmente, la OMS respalda una variedad
de pruebas de diagnodstico y de susceptibilidad a los medicamentos (Furin
et al., 2019). Los métodos diagndstico acorde a su naturaleza se clasifican en
pruebas tradicionales y pruebas moleculares.

Los métodos tradicionales son pruebas relativamente rapidas que detectan
la presencia de la bacteria basado en reacciones de hipersensibilidad,
coloraciones clésicas, y/o pruebas radiométricas, entre estas se incluyen: la
Prueba de Intradermoreaccion a la Tuberculina (PPD), la cual consiste en una
reaccion de hipersensibilidad frente al contacto de un antigeno del complejo de
bacilos tuberculosos. Se necesitan aproximadamente de seis a ocho semanas
después de la exposicion a las bacterias para que la prueba PPD sea positiva.
La prueba PPD debe leerse entre 48 y 72 horas después de la administracion.
La elevada reactividad cruzada de la tuberculina puede generar controversia al
momento de interpretar la positividad de este método diagndstico en aquellas
personas con antecedentes de vacunacion con BCG (Bacillus de Calmette y
Guérin) y también de personas que viven o cuya procedencia sea de areas
geograficas en donde la carga ambiental de micobacterias no tuberculosas
son altas (Jaramillo-Grajales et al., 2015; Parul Pahal, Pollard Elizabeth, &
Sharma Sandeep, 2023).

La baciloscopia (BK) es con creces el método mas utilizado en el mundo para
el diagnostico de tuberculosis. Es sencilla y permite identificar rapidamente
la presencia del bacilo a través de una observacion y valoracion microscopica
de la muestra obtenida de la lesion. La muestra que se examina con mayor
frecuencia es el esputo, esto relacionado al tipo de tuberculosis mas comun,
tuberculosis pulmonar. Puesto que la tuberculosis puede afectar a cualquier
organo, es menos frecuente que se requiera valorar diversas muestras como
orina, LCR, sangre, material purulento de cavidades abiertas, biopsias,
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liquido ascitico o pleural. Todas estas muestras siempre deben procesarse
adicionalmente por cultivo. Sin embargo, la baciloscopia de esputo no es
especifica para Mycobacterium tuberculosis debido a que todas las especies
de micobacterias son BAAR (Figura 2.3.1) (bacilos acido-alcohol resistentes)
(Caminero Luna, 2016; Jaramillo-Grajales et al., 2015).

Apesar de que BK es una prueba bastante empleada, el cultivo de micobacterias
es la prueba de gold standard para diagnosticar la infeccion por tuberculosis,
esto gracias a su sencillez y bajo costo. El cultivo de la muestra se realiza en
medios de cultivo especificos como el Lowenstein-Jensen. Cuando es positivo,
se observa un crecimiento de colonias blanquecinas o crema, secas, opacas,
de consistencia rugosa y de dimensiones variables en caso de ser un medio
solido, mientras que en un medio liquido muestra turbidez, esto seguido de una
microscopia del cultivo para la confirmacion morfologica. Por otra parte, la
principal desventaja que presenta esta técnica se centra en el crecimiento lento
de Mycobacterium tuberculosis, esto puede resultar perjudicial para pacientes
activos sin tratamiento, ya que favorece la diseminacion de la bacteria. En
un cultivo liquido la bacteria tarda de 5 a 10 dias, mientras que en un cultivo
solido puede tardar de 4 a 8 semanas. Ademas, los medios de cultivos son
susceptibles a contaminacion, lo cual retrasa el diagnostico (Acharya et al.,
2020; Jaramillo-Grajales et al., 2015).

Las radiografias de térax son una herramienta de deteccion de tuberculosis
y ademads de facilitar el diagndstico por su alta sensibilidad, sin embargo,
esta técnica no es tan especifica y no hay ningun signo radiologico que sea
patognomonico de tuberculosis. La radiografia permite diferenciar entre
una tuberculosis primaria y secundaria. La enfermedad primaria tiende a
caracterizarse por una lesion unica en el 16bulo inferior o medio del pulmén
derecho con agrandamiento de los ganglios linfaticos. Existen nuevos avances
para el uso de la deteccion y el diagnéstico radiologicos de la tuberculosis,
y el interés en esta area estd en auge. Las radiografias digitales de térax con
deteccion de tuberculosis asistida por computadora se utilizan cada vez mas
en diversos entornos, incluidas carceles, entre contactos domésticos y para
personas que han trabajado en el sector minero (Acharya et al., 2020; Caminero
Luna, 2016; Furin et al., 2019).

Los métodos radiologicos, asi como de diagnostico de laboratorio basado en
la observacion directa por microscopia de bacilos acido-alcohol resistentes
y los métodos clasicos de cultivo, se mantienen vigentes como métodos
estandarizados para la detecciéon de la tuberculosis. Ademas de esto, la
deteccion de resistencia a farmacos a través de métodos fenotipicos plantea
desafios logisticos significativos para lograr una deteccion precisa y exhaustiva
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del tipo de micobacteria que presenta el paciente (Espinoza, 2018). La prueba
de susceptibilidad a drogas (DST, por sus siglas en inglés) en M. tuberculosis
es generalmente desarrollado después de que una muestra clinica es cultivada,
lo cual lo hace un método que toma bastante tiempo y se basa principalmente
en medir la inhibicién del crecimiento inducido por la droga, comparado con el
crecimiento en un medio sin la droga evaluada (Kim, 2005; Siddiqi et al., 2020).
En la actualidad la aplicacion de métodos de cultivo rapido automatizado ha
permitido al DST analizar diferentes niveles de concentraciones de farmacos
a primera y segunda linea del tratamiento (Figura 2.3.2) (Gomathi & Kumar,
2014; Marney, Metzger, Hecht, & Valafar, 2018; Mokaddas, Ahmad, Eldeen,
& Al-Mutairi, 2015), basado en las caracteristicas fenotipicas de crecimiento.
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Figura 2.3.2. Métodos de diagnoéstico de tuberculosis. Extraido de Dong, B
et al.,022.

Los métodos moleculares implementan estrategias basadas en la identificacion
de regiones especificas que aportan informacion relacionada con el tipo de
micobacteria o el perfil de resistencia a farmacos que posee. Por un lado, estas
estrategias permiten la tipificacion genética de los aislados acorde a regiones
de insercion, como la IS6110 (considerada su estandar de oro). Esta técnica
se basa en la amplificacion de las copias en numero variable del elemento de
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insercion 6110 y su deteccion mediante la digestion del producto, a través de
su captura por sondas especificas de ADN, generando un perfil especifico de
cada aislado (Alonso et al., 2013; Coros et al., 2008; Nghiem et al., 2015).
Otra estrategia es el Espoligotipificacion (Spoligotyping) la cual se basa en la
amplificacion por PCR y analisis del polimorfismos en secuencias espaciadores
presentes en regiones especificas del genoma de M. tuberculosis denominadas
locus repetido directo (direct repeat o DR por su siglas en inglés). Esta
corresponde a un region del cromosoma de M. tuberculosis que contiene de
10 a 50 copias de un espaciador de ADN que varia en tamafio y secuencia
(entre 37 a 41 pb) (Cerezo et al., 2012). Finalmente, la técnica ampliamente
utilizada para tipificacion genética, considerada como el nuevo estandar
de oro, es la amplificacién de las regiones MIRU-VNTR (mycobacterial
interspersed repetitive units-variable number tandem repeats). Las regiones
MIRU consisten en secuencias repetitivas de 40 a 100 pb, y se han identificado
41 de ellas dentro del genoma de M. tuberculosis. Considerando se conoce la
longitud de cada secuencia repetida, se puede discernir el nimero de copias
acorde al tamafio del amplicon generado, lo cual permite la diferenciacion de
los aislados; el poder discriminatorio de la técnica se basa en la combinacion de
MIRU-VNTR que sea utilizado. Esta técnica de amplificacion es muy util para
la tipificacion y la caracterizacion de cepas de M. tuberculosis, permitiendo un
mayor entendimiento de la epidemiologia y la transmision de la enfermedad.

Por otro lado, los métodos moleculares determinan la resistencia a drogas
acorde a la composicion genética en vez de la resistencia fenotipica. Estos
métodos se han aplicado al entorno clinico por su versatilidad y rapidez,
incluidas variantes de Xpert MTB/RIF y GenoType MTBDRplus (Iem et al.,
2022; Rahman et al., 2022; Simiench, Tadesse, Kebede, Gashaw, & Abebe,
2022; Thosani et al., 2022) que determinan las principales variantes genéticas
asociadas a resistencia a drogas de primera linea. Aunque estos métodos son
rapidos y sencillos, por un lado M. tuberculosis evoluciona continuamente
a través de la adquisicion de polimorfismos de un solo nucledtido (SNP),
inserciones y deleciones (InDels) en su genoma, lo que afecta la capacidad de
discriminar cepas. Por otro lado, estos métodos se basan en buscar cambios
conocidos y no es capaz de identificar mutaciones de novo (Tantivitayakul
et al., 2020). En este sentido, la secuenciacion del genoma completo (WGS,
por sus siglas en inglés) se ha convertido en una herramienta de diagndstico
molecular muy util en la investigacion de la tuberculosis. Es clinicamente
relevante para predecir la resistencia a los medicamentos, tipificar los linajes
de la bacteria, rastrear la transmision y definir brotes en forma simultanea
utilizando la informacion obtenida del aislado (Brown, 2021; Freschi et al.,
2021; Lam et al., 2021; Torres Ortiz et al., 2021; Wang et al., 2022; Yang
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et al., 2022). Ademas, el WGS tiene el potencial de determinar la resistencia
a los medicamentos de manera mas rapida que las pruebas de sensibilidad a
medicamento (DST) tradicionales (Bogaerts et al., 2021) y no requiere una
infraestructura de seguridad biologica (Coll et al., 2015; Shea et al., 2017) una
vez obtenido el material genético de forma segura.

A pesar de la existencia de diferentes estrategias para el diagnostico y la
caracterizacion de los aislados de tuberculosis, existen desafios que deben
superarse en los diferentes paises. Estos desafios incluyen la necesidad de
contar con una infraestructura minima adecuada, capacitar y desarrollar las
habilidades del personal sanitario y técnico, asi como incorporar recursos
y tecnologia avanzada para una aplicacion eficiente. Ademas, no se deben
olvidar los procesos de estandarizacion necesarios que deben implementarse
para generar resultados validados dentro de programas de vigilancia de esta
enfermedad.

2.3.3.1. Tratamiento

La tuberculosis es una enfermedad prevenible y usualmente curable. El
tratamiento de M. tuberculosis, generalmente implica una combinacién de
diferentes medicamentos que se toman durante un periodo especifico. Durante
décadas la OMS ha establecido recomendaciones sobre el tratamiento de la
tuberculosis, este comprende un régimen de cuatro medicamentos conocidos
como de “primera linea” durante 6 meses. Los medicamentos especificos
utilizados, sus dosis y la duracion del tratamiento pueden variar segun factores
como la edad del paciente, el estado general de salud, los resultados de las
pruebas de susceptibilidad a los medicamentos y la presencia de cualquier otra
afeccion médica.

Los medicamentos de primera linea cominmente utilizados en el tratamiento
de la tuberculosis incluyen (Figura 2.3.3):

» Isoniazida (INH): medicamento que inhibe el crecimiento de M.
tuberculosis al interferir con la sintesis de acidos micolicos, un
componente critico de la pared celular bacteriana.

» Rifampicina (RIF): la rifampicina inhibe la sintesis de ARN, lo que
interrumpe la produccién de proteinas esenciales.
» Pirazinamida (PZA): se plantea que la pirazinamida acttia alterando el

pH intracelular de M. tuberculosis, lo que hace que el ambiente sea
menos favorable para el crecimiento bacteriano.

» Etambutol (EMB): El etambutol bloquea la sintesis de arabinogalactano,
un componente de la pared celular bacteriana, que impide el crecimiento
bacteriano.
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Figura 2.3.3. Sitios de accion de los medicamentos antituberculosos. Extraido
de Lambert et al., 2019.

El esquema de tratamiento de la tuberculosis se divide en 2 dos grupos,
de acuerdo a a la susceptibilidad a los farmacos, es decir, un régimen de
tratamiento estandar para la tuberculosis sensible a los medicamentos se
conoce como “Tratamiento directamente observado, de ciclo corto” (DOTS,
por sus siglas en inglés), y generalmente dura seis meses (Cavalcante et al.,
2010), el cual asegura que el paciente reciba y tome todos los medicamentos
adecuadamente y vigilando su respuesta al tratamiento y un régimen para una
tuberculosis resistente.

En la fase inicial, durante el tratamiento estandar, el cual tiene una duracion
de dos meses, se administraran los cuatro farmacos (INH, RIF, PZA y EMB).
Luego, en la fase de continuacion, que dura cuatro meses adicionales, se
continua con INH y RIF, mientras que PZA y EMB pueden suspenderse si
se descubre que las bacterias son susceptibles a INH y RIF. El tratamiento de
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la TB sensible seglin la recomendacion de la OMS sigue recomendaciones
acordes al tipo de pacientes (World Health Organization, 2022b), teniéndose
los siguientes:

* En el caso de nuevos pacientes con tuberculosis pulmonar deben
recibir un régimen que contenga 6 meses de rifampicina: 2HRZE/4HR,
teniendo en cuenta que esta recomendacion también se aplica para
TB extrapulmonar, excepto TB del sistema nervioso central, huesos y
articulaciones donde se sugiere una terapia mas extensa.

» Pacientes de 12 afios 0 mas con TB pulmonar sensible a drogas puede
recibir un régimen de 4 meses de isoniacida, rifapentina, moxifloxacina
y pirazinamida (2HPMZ/2HPM), en nifios entre 3 meses y 16 afios con
TB no severa, un régimen de 4 meses (2HRZ€/2HR) debe ser usado.

» Es recomendable que pacientes tuberculosos VIH positivo (+), reciban
al menos la misma duracién del tratamiento contra la tuberculosis que
los pacientes con tuberculosis VIH negativos.

* Enpacientes con meningitis tuberculosa, se debe utilizar un tratamiento
adyuvante inicial con corticosteroides con dexametasona o prednisolona,
que se reducira gradualmente durante seis a ocho semanas. En pacientes
con pericarditis tuberculosa, se puede utilizar una terapia adyuvante
inicial con corticosteroides.

Si el tratamiento de primera linea fracasa, la tuberculosis resistente requiere
otros regimenes de tratamiento que utilizan medicamentos de “segunda
linea”. Generalmente estos tratamientos son mas potentes, pero requieren
mayor duraciéon y pueden tener mas efectos secundarios entre estos
constan Levofloxacina y/o Moxifloxacina (MFX) (Fluoroquinolona, FQ),
Estreptomicina, Kanamicina (Km), Capreomicina y/o Amikacina (Amk),
Bedaquilina, Etionamida, Cicloserina, Linezolidos, Clofazimina. Acorde a la
actualizacion de las guias por la OMS (World Health Organization, 2022?),
existen nuevas recomendaciones del tratamiento a administrar para pacientes
TB resistente, encontrandose:

* Se sugiere un esquema de tratamiento de 6 meses compuesto por
bedaquilina, pretomanida, linezolidos (600 mg) y moxifloxacina
(BpaLM) en lugar de los 9 meses o regimenes mas prolongados (18
meses) en pacientes con TB-MDR/RR.

* Regimenes totalmente oral de 9 meses en vez de un régimen mas largo
(18 meses) en pacientes con TB-MDR/RR y en quienes la resistencia a
las fluoroquinolonas ha sido excluida.
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» Levofloxacina o moxifloxacina deben ser incluidos en el tratamiento de
pacientes TB-MDR/RR, por regimenes mas prolongados.

* La bedaquilina debe incluirse en regimenes mas prolongados de TB-
MDR para pacientes de 18 afios 0 mas.

* Linezolidos deben incluirse en el tratamiento de pacientes con TB-
MDR/RR con regimenes mas prolongados.

* En pacientes isoniacida resistentes, pero rifampicina susceptible, se
recomienda tratamiento con rifampicina, etambutol, pirazinamida
y levofloxacina por 6 meses, no se recomienda la inclusién en el
tratamiento de estreptomicina u otro agente inyectable.

* En pacientes TB-MDR/RR con tratamientos largos, se recomienda
monitorear la respuesta al tratamiento mediante cultivo microbiologico
de esputo, adicional a la microscopia del frotis de esputo, de forma
mensual preferentemente.

» Se recomienda la terapia antirretroviral, lo antes posible (dentro de las
primeras 8 semanas) después del inicio del tratamiento antituberculoso,
para todos los pacientes con VIH y TB resistente que requieran
medicamentos de segunda linea, independientemente del recuento de
células CD4.

Es fundamental que los pacientes completen el tratamiento segtn lo prescrito,
incluso si comienzan a sentirse mejor antes de completarlo, esto ayuda a
prevenir el desarrollo de cepas resistentes a los medicamentos y asegura la
erradicacion completa de la bacteria del cuerpo.

2.3.4. Estado del arte sobre la tuberculosis en el Ecuador

La tuberculosis a nivel mundial segiin la OMS es una de las 10 principales
causas de mortalidad, siendo el principal agente infeccioso individual que
causa mortalidad sobre VIH/SIDA. En el Ecuador, luego de la evaluacion
por parte de la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) en 1999, se
recomienda la implementacion de la Estrategia DOTS, y a partir de 2001
se inicia la aplicacion de esta estrategia en tres provincias del pais (Azuay,
Guayas y Pichincha), bajo el Proyecto de Fortalecimiento del Programa
Nacional de Prevencion y Control de la Tuberculosis, pero no es hasta 2006
que se expande el proyecto a todas las dependencias a nivel nacional (Chang
Campos, 2010). Ecuador presenta una carga media de tuberculosis (48/100.000
habitantes) y aunque se llevan a cabo programas activos de control, los casos
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de tuberculosis se han mantenido con ligeros aumentos desde el 2013 con
5,474 casos hasta alcanzar los 5,973 en 2021 (Tabla 2.3.2), con una incidencia
y mortalidad relativamente estables dentro de los afos (Reporte-de-TB-2019-
2022-vd-signed-signed-signed-signed-signed.pdf, s. f.). Por otro lado, los
casos de resistencia se han mantenido variables, alcanzando los 419 casos en
2021. Esto muestra la importancia de implementar pruebas de deteccion de la
resistencia rapida, eficientes, oportunas y de bajo costo.

Tabla 2.3.2.

Casos de tuberculosis en el Ecuador durante los arios 2013 a 2021

NP° de casos Casos resistentes Inician
Ano totales de Incidencia* notificados tratamiento Mortalidad*
tuberculosis MDR/RR contra MDR
2013 5474 31.54 407 95 24
2014 5352 334 451 179 1.6
2015 5346 32 635 135 14
2016 5374 325 160 155 14
2017 5815 34.7 249 233 1.7
2018 6094 35.8 252 252 1.9
2019 6542 37.9 317 317 1.8
2020 5062 31.2 256 256 15
2021 5973 33.6 419 342 1.8

Nota: Adaptada del Ministerio de Salud Publica, OMS.

(https://app.powerbi.com/view?r=eyJrljoiZDhjNDMO0YmMtOGExOS000DI
xLWEzMjktZDkONmI4Y TAWODgwliwidCI6ImY2MtbMGI3LWIKkMjQtNG
1zOS04MTBLTNkY zIAMGFmYjU5MCIsImMiOjh9).

*incidencia y mortalidad determinados por 100.000 habitantes.

Entre los casos de tuberculosis reportados se ve un marcado predominio de
casos presentes en hombres en proporciuén 2:1 con relacion a las mujeres,
esto probablemente se deba la mayor carga laboral en la cual se encuentran
preferentemente involucrados individuos de sexo masculino. De igual manera,
observando la distribucion de los casos, la provincia del Guayas es la que
presenta la mayoria de los casos, seguido de El Oro y Los Rios, regiones que
congregan gran parte de la poblacion econdmicamente activa del pais.

Segtin el MSP, los grupos de riesgo para la TB en el pais fueron catalogados
entre las personas inmunodeprimidas, principalmente aquellas que padecen
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VIH, ademas las personas privadas de la libertad (PPL) y menores de 15
afios, entre otros, debido a que poseen factores intrinsecos y extrinsecos que
aumentan el riesgo de desarrollar la enfermedad (informe _anual TB 2018UV.
pdf, s. £.). En su informe anual 2018, evidencian que desde 2016 vienen
incrementando los casos en pacientes con co-infeccion TB/VIH, ademas de

los casos en PPL mientras que en menores de 15 afios extincion una ligera
disminucion (Figura 2.3.4).

Numero de casos de Tuberculosis en grupos de riesgo, afio 2016-2018

. TBen PPL . TBIVIH . TB en menores de 15 afios

1000
750
5004
0 .
2016

2017 2018

Figura 2.3.4. Casos de Tuberculosis en grupos de riesgo durante el periodo
2016-2018. Adaptada del Ministerio de Salud Publica-MSP. Boletin Anual
Tuberculosis 2018 Introduccidn [Internet]. Subsecretaria de Vigilancia de la
Salud Publica. Direccion Nacional de Vigilancia Epidemiolégica. 2018. https://
www.salud.gob.ec/wp-content/uploads/2019/03/informe_anual TB 2018UV.
pdf
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El tratamiento de la tuberculosis se basa en la administracion de medicamentos
combinados de forma que afectan procesos vitales en el desarrollo de la
micobacteria. En Ecuador, la cobertura de tratamiento a los pacientes esta
en promedio al 62% y se mantiene en esos niveles desde 2012, estando
conformado por medicamentos de primera linea como: Isoniacida (H),
Rifampicina (R), Etambutol (E), Pirazinamida (Z), y en caso de presentar
resistencia, se emplean medicamentos de segunda linea como: Levofloxacina
(LVX) y/o Moxifloxacina (MFX) (Fluoroquinolona), Estreptomicina (S),
Kanamicina(Km), Capreomicina (Cam) y/o Amikacina (Am), Etionamida
(Eto) (Espinoza, 2018).

Seguin el MSP, en el caso de tuberculosis sensible se emplea una combinacion
de cuatro farmacos de primera linea antituberculosis: 2HRZE/4HR por seis
meses en pacientes nuevos o sin evidencia de presentar TB resistente, o
sino HRZE por nueve meses en pacientes que se pierden en el seguimiento,
recaidas o fracasos, con sensibilidad a la rifampicina, la dosificacion varia
entre droga yendo de 5 a 25 mg/Kg de peso, siendo la pirazinamida la que
puede alcanzar un tratamiento de maximo 2 gr, es importante no exceder la
dosificacion maxima (Espinoza, 2018).

En caso de fallas del tratamiento de primera linea, se aplica las directrices
propuestas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2016 para la
administracion del esquema acortado, que tiene una duracion de 9-12 meses,
para el tratamiento en los casos de tuberculosis resistente a rifampicina (TB-
RR) o tuberculosis multidrogoresistente (TB-MDR) (Espinoza, 2018).

4-6* Km (Am) - Mfx altas dosis -Eto-H altas dosis C{z-Z-E/5 Mfx-Cfz-Z-E

Dicho esquema consta de dos fases:

1. Fase intensiva: Consiste en Km—MFX en altas dosis — Eto—H en altas
dosis — Clofazimina (Cfz)-Z-E. El tratamiento se administra en forma
diaria por cuatro meses, pudiendo prolongarse hasta seis meses, cuando
la baciloscopia se mantiene positiva hasta el término del cuarto mes. En
caso de mantenerse positiva a los seis meses, se considerard un fracaso
del esquema y se procedera a disefiar un esquema individualizado con
medicamentos de segunda linea.

2. Fase de continuacion: Consiste en la administraciéon diaria de MFX—
Cfz—E—Z por cinco meses.
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El tratamiento suboptimo y mala adherencia a las terapias de drogas han
contribuido a la amplificacion de los casos de resistencia en la tuberculosis.
Ademas, el tratamiento inadecuado ha aumentado el riesgo de transmision de
cepas resistentes y la produccion de infecciones primarias, ya que puede haber
desconocimiento de los patrones de resistencia presentes en la comunidad. La
prueba gold estandar a nivel pais para la deteccion de resistencia antimicrobiana
sigue siendo el cultivo bacteriano, la cual toma varias semanas (6 a 8) en el
caso de M. tuberculosis. Pruebas moleculares, tales como, GeneXpert (MTB/
RIF), GenoType MTBDR plus, y ensayos de sonda lineales, han sido utilizados
parcialmente para mejorar la deteccion de M. tuberculosis MDR.

En el contexto de la investigacion, muy pocos estudios se han realizado a nivel
nacional que aborden el origen de los mecanismos que interfieren en la accion
de las drogas antituberculosas, asi como las mutaciones presentes en los genes
relacionados con la resistencia a farmacos. En su mayoria, estos estudios se han
limitado a la deteccion de linajes basada en perfiles de restriccion que generan
patrones especificos para ciertos tipos de cepas circulantes. Principalmente los
esfuerzos se centran en caracterizar los linajes circulantes mediante analisis
de espoligotipos y unidades repetidas interespecificas micobacterianas -
repeticiones en tindem de niimero variable (MIRU-VNTR) (Garcés, Cifuentes,
Franco, Romero-Sandoval, & Arias, 2023; Garzon-Chavezetal.,2019; Jiménez
et al., 2017; Mora-Pinargote et al., 2019; Zurita et al., 2019). Estos métodos
se complementan con perfiles de resistencia fenotipica y, en casos limitados,
con las técnicas moleculares estandarizadas como GeneXpert (MTB/RIF),
GenoType MTBDR plus, y SNP-PCR (Mora-Pinargote et al., 2019). Estas
técnicas se utilizan para investigar el comportamiento epidemiologico del
bacilo de la tuberculosis en diferentes contextos, como poblaciones cautivas
como prisiones (Garcés et al., 2023) asi como en la poblaciéon general.

Son escasos los estudios que utilizan la secuenciacion de genoma completo
para analizar la variabilidad genética, los linajes, los patrones de resistencia y
los modos de transmision en M. tuberculosis. En un primer estudio se utiliz6
WGS para dilucidar la asociacion de linajes en 8 aislados que presentaban
resultados ambiguos generados mediante MIRU-VNTR (Garzon-Chavez
et al., 2020), a partir de este dos nuevos estudios emplearon secuenciamiento
a mayor escala, uno con 21 aislados analizando la composicion genética
entre aislados resistentes (Morey-Leon, Andrade-Molina, Fernandez-Cadena,
& Bernd, 2022), y un ultimo que evalu6 la utilidad de los herramientas
bioinformaticas disponibles en la web, comparando la exactitud, sensibilidad
y especificidad, para inferir la resistencia de M. tuberculosis frente al método
microbioldgico convencional (Morey-Leon et al., 2023). Se ha empezado
a desarrollar mas investigacion con el objeto de fortalecer la vigilancia de
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la Tuberculosis desde el punto de vista gendmico, lo cual contribuird a su
seguimiento y tratamiento oportuno.

La tuberculosis (TB), causada por el Mycobacterium tuberculosis y otras
especies del complejo MTBC, sigue siendo una amenaza persistente a nivel
global. Su éxito se debe a una combinacion de factores de virulencia, evasion
inmune y adaptabilidad gendmica, particularmente en linajes como el Beijing.
Aunque existen formas clinicas muy variadas, el diagnostico precoz continta
siendo un reto, y la aparicion de cepas multirresistentes complica el manejo
terapéutico.

En Ecuador, la TB contintia siendo un problema de salud publica relevante,
con mayor impacto en zonas urbanas densamente pobladas y en poblaciones
vulnerables como personas privadas de libertad y comunidades indigenas. La
deteccion tardia, el subregistro de casos y la TB resistente a multiples farmacos
(MDR-TB) son desafios criticos. Es indispensable fortalecer la vigilancia
molecular, ampliar el acceso a diagndsticos rapidos y garantizar la cobertura
efectiva del tratamiento supervisado.

Para avanzar hacia la eliminacion de la TB, se requiere un enfoque integral
que combine estrategias clinicas, epidemioldgicas, moleculares y sociales.
Ademas, es fundamental integrar la atencion a coinfecciones como el VIH y
fortalecer los sistemas de salud para enfrentar tanto la enfermedad activa como
la infeccidn latente en todos los niveles de atencion.
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VIRUS

3.1 Mecanismos de evasion de la respuesta inmune innata
antiviral por Arbovirus en mamiferos.

Washington B. Cardenas',Andrea Quijije', Evelin Cuadros-Buenaventura’

Laboratorio para Investigaciones Biomédicas, Facultad de Ciencias de la
Vida, Escuela Superior Politécnica del Litoral.

3.1.1. Biologia

Los arbovirus (del inglés arthropod-borne virus) constituyen un grupo diverso
de agentes virales que se caracterizan por transmitirse entre hospederos a través
de vectores artropodos (World Health Organization, 1967). A nivel mundial, se
han identificado aproximadamente 500 arbovirus. Sin embargo, se estima que
esta cifra solo representa el 1% de la virosfera total de este grupo (Madewell,
2020). Ademas, de los arbovirus conocidos hasta el momento, Gnicamente
150 se consideran agentes causantes de enfermedades humanas (Young,
2018) y estos se encuentran clasificados principalmente en las familias:
Flaviviridae (género Flavivirus), la familia Togaviridae (género Alphavirus),
y Peribunyaviridae, Phenuiviridae y Nairoviridae (las tres ultimas familias
pertenecen al orden Bunyavirales) (King, Adams, Carstens, & Lefkowitz,
2012). Otros arbovirus pertenecen a las familias Rhabdoviridae, Reoviridae, y
Orthomyxoviridae (Artsob, Lindsay, & Drebot, 2023).

3.1.1.1. Género Flavivirus

Algunos de los arbovirus con mayor importancia epidemiologica, los cuales
incluyen al DENV, ZIKV, WNV, YFV y el Virus de la Encefalitis Japonesa
(JEV), constituyen un grupo de virus con envoltura icosaédrica (Artsob et al.,
2023). El material genético de estos virus consiste en una unica cadena de
ARN cuya longitud varia desde 10 500 hasta 11 000 nucledtidos (Sharma,
Vrati, & Kalia, 2021; Zhu, He, & Qi, 2023). Como se muestra en la Figura
3.1.1, esta cadena de nucledtidos tiene polaridad positiva y es traducida en una
poliproteina, que posteriormente es segmentada, tanto por proteasas virales
como por proteasas celulares, resultando en la formacion de tres proteinas
estructurales y siete proteinas no estructurales (Sharma et al., 2021). Las
proteinas estructurales incluyen la capside (C), la proteina de la pre-membrana
(prM) o membrana (M), y la proteina de la envoltura (E) (Payne, 2017). Por
otra parte, las proteinas no estructurales se clasifican en NS1, NS2A, NS2B,
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NS3, NS4A, NS4B, y NS5. Estas ultimas participan en la regulacion de la
transcripcion, la replicacion y la evasion de la respuesta inmune antiviral, a
través de varios mecanismos descritos posteriormente (Chan et al., 2023; van
Leur, Heunis, Munnur, & Sanyal, 2021).

3.1.1.2. Género Alfavirus

Los Alfavirus, de la familia Togaviridae, tienen varios miembros de
importancia en salud publica como CHIKY, el Virus de la Encefalitis Equina
del Este (EEEV), el Virus de la Encefalitis Equina Venezolana (VEEV), el
Virus de la Encefalitis Equina Occidental (WEEV), el Virus Sindbis (SINV),
el Virus de O’nyong-nyong (ONNV), el Virus Mayaro (MAYV) y el Virus
del Bosque Semliki (SFV). Son virus con envoltura, de aproximadamente
70 nm de diametro, de cadena simple de ARN de polaridad positiva y con
alrededor de 12 000 nucleétidos (R. Chen et al., 2018; Rangel & Stapleford,
2021). El genoma de los Alfavirus, se traduce a partir de dos marcos abiertos
de lectura que codifican 4 proteinas no estructurales y 5 proteinas estructurales
(Button, Qazi, Wang, & Mukhopadhyay, 2020) resultando en la formacion de
dos poliproteinas, las cuales posteriormente son segmentadas (Figura 3.1.1).
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Figura 3.1.1. Proteinas expresadas por el genoma de los principales géneros
de Arbovirus. El genoma de Flavivirus y Alfavirus consiste en una cadena
de ARN monocatenario de polaridad positiva que es traducida en proteinas
estructurales y no estructurales. Por otra parte, los géneros pertenecientes
al orden Bunyavirales poseen tres segmentos genomicos de cadena simple
y polaridad positiva denominados S, M y L, que codifican la proteina de la
nucleocépside (N), glicoproteinas de la envoltura (Gc, Fn) y la ARN polimerasa
(L) respectivamente. Disefiado con BioRender.com.

3.1.1.3. Orden Bunyavirales

Los Bunyavirus, antes de la familia Bunyaviridae, comprenden varios miembros
de importancia en salud publica como el virus Bunyamwera orthobunyavirus
(BUNYV), el Virus de Toscana (TOSV), el Virus de Schmallenberg (SBV), el
Virus de la Fiebre del Valle del Rift (RVFV), el Virus de La Crosse (LACV)
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y el Virus de la fiebre hemorragica de Crimea-Congo (CCHFV). El genoma
de estos virus esta formado por tres segmentos de ARN de cadena simple, con
sentido negativo, que codifican diferentes proteinas esenciales para su ciclo
de vida y patogenicidad (Y. Sun, Li, Gao, Tien, & Liu, 2018). Las proteinas
estructurales producidas por este género comprenden las glicoproteinas
Gn y Gc, que son fundamentales para la formacion de la envoltura viral y
la interaccion con las células hospederas (Wichgers Schreur, Kormelink, &
Kortekaas, 2018). Por otra parte, al igual que para Flavivirus y Alfavirus, las
proteinas no estructurales de los virus del orden Bunyavirales, tales como las
NSs, NSm, y otras especificas de cada género, desempefian un papel crucial en
la regulacion de procesos vitales para la replicacion viral y la interaccion con
el sistema inmune del huésped (Leventhal, Wilson, Feldmann, & Hawman,
2021).

3.1.1.4. Respuesta inmune innata ante infecciones causadas por arbovirus.

El sistema inmune innato es la primera linea de defensa ante la infeccion de
patogenos. Es asi que, parte de su arsenal de defensa estd constituido por
barreras fisicas como mucosas y piel, las cuales, cumplen con la funcion de
impedir el ingreso de patdgenos al cuerpo (Alberts et al., 2002; Institute for
Quality and Efficiency in Health Care (IQWiG), 2006). Los arbovirus, sin
embargo, son introducidos de forma eficiente a nivel intradérmico mediante
la proboscide de sus vectores, burlando de esta forma, la barrera fisica de la
piel (P. Wu, Yu, Wang, & Cheng, 2019). No obstante, el sistema inmune innato
también esta compuesto por un conjunto heterogéneo de células que llevan
a cabo diversos mecanismos de defensa ante la infiltracion de patdgenos al
cuerpo (Aristizabal & Gonzalez, 2013). En efecto, algunas de estas células,
incluyendo los leucocitos (i.e. células dendriticas, macrofagos, eosindfilos,
NK, mastocitos y linfocitos) y células epiteliales y endoteliales, se encuentran
de forma permanente o migratoria en la dermis y epidermis, y participan
de la deteccion/eliminacion de los arbovirus (Lei, Petty, Atwater, Wolfe, &
MacLeod, 2020).

Las células de inmunidad innata, sobre todo aquellas residentes y migratorias de
la dermis y epidermis, poseen un amplio rango de receptores de reconocimiento
de patrones moleculares (PRRs) (Giirtler & Bowie, 2013). Los PRRs son
los principales responsables de iniciar las vias de respuesta inmunitaria
al momento de reconocer repeticiones conservadas de moléculas que son
especificas para cada grupo microbiano o patrones moleculares asociados a
patoégenos (PAMPs) (Thompson, Kaminski, Kurt-Jones, & Fitzgerald, 2011).
Para la mayoria de los virus, los PAMPs corresponden a glicoproteinas de
superficie, fragmentos de su genoma, o caracteristicas unicas genéticas como
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la configuracion bicatenaria del ARN y el ARN 5’ trifosfato (Dalskov, Gad,
& Hartmann, 2023; Bartok & Hartmann, 2020; Kawasaki & Kawai, 2019;
Rehwinkel & Reis e Sousa, 2013).

Los PAMPs asociados a los arbovirus son reconocidos por diferentes tipos de
receptores. Estos incluyen a los receptores tipo Toll (TLRs), los receptores tipo
RIG-I (RLR), los receptores de lectina tipo C (CLR), e inflamasomas (Carty,
Guy, & Bowie, 2021). Tras la deteccion del patdogeno mediante los PRRs, se
inicia el proceso inflamatorio en respuesta a la infeccion viral. Este se evidencia
por la sobre expresion de interferon tipo I (IFN-I) y tipo II, quimiocinas y
citoquinas proinflamatorias (J. Sprokholt, Helgers, & Geijtenbeck, 2017;
Torres Pedraza, Betancur, & Urcuqui-Inchima, 2010) .

* Receptores tipo Toll (TLRs)

Los TLRs son proteinas asociadas a la membrana celular en cuya estructura se
reconocen tres dominios: el dominio N-terminal, el dominio transmembranal
y el dominio C-terminal (Sameer & Nissar, 2021). Hasta la fecha, se han
reconocido 10 miembros de la familia de los TLRs en humanos (Barton &
Kagan, 2009). En conjunto, esta familia de receptores reconoce una amplia
gama de ligandos. Sin embargo, cada uno de ellos reconocen diferentes
tipos de PAMPs (Sameer & Nissar, 2021). De hecho, el reconocimiento
de PAMPs asociados a arbovirus, es llevado a cabo principalmente por los
TLRs expresados a nivel endosomal, los cuales incluyen al TLR3, TLR7 y
el TLR8 (Lester & Li, 2014). En efecto, el TLR3 reconoce fragmentos de
ARN de doble cadena (Orbivirus y Coltivirus) y el TLR7 y TLRS8 reconocen
ARN monocatenario (Flavivirus y Alfavirus) (CHEN, LIN, ZHAO, MA, &
Y1, 2021; Martinez-Espinoza & Guerrero-Plata, 2022; Welte et al., 2009).

El reconocimiento de los PAMPs por el ectodominio de los TLRs, produce
un cambio conformacional en el dominio citosolico TIR (O’Neill & Bowie,
2007). Esta nueva configuracion de TIR, le confiere un estado activo al TLR,
promoviendo el reclutamiento de las proteinas adaptadoras, responsables de la
propagacion de la sefial (Akira & Takeda, 2004). La proteina adaptadora que
contiene el dominio TIR e induce IFN (TRIF), es el adaptador exclusivo del
TLR3. TRIF contiene dominios que le permiten interaccionar con proteinas
efectoras que incluyen al factor 6 asociado al receptor del factor de necrosis
tumoral (TRAF6), TRAF3 y la proteina 1 que interactda con el receptor (RIP1)
(T. Kawai & Akira, 2006; Meylan et al., 2004; Yang & Shu, 2020). A pesar
de que no se conoce con exactitud el mecanismo por el cual el TRAF3 media
la activacion del factor regulador de IFN-3 (IRF 3) y IRF7, se estima que
es necesaria su interaccion con TBK1 [quinasa de union a TANK (activador
NF-kB asociado a miembros de la familia TRAF) 1] (Yang & Shu, 2020). Por
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otra parte, los efectores TRAF6 y RIP1 propagan la sefial inflamatoria a través
del complejo quinasa IkappaB (IKK). Este complejo enzimatico media la
disociacion entre el factor nuclear del potenciador del gen de la cadena ligera
kappa en células B activadas (NF-kB) y el inhibidor de NF-kB alfa (IxBa) (T.
Kawai & Akira, 2006; Yang & Shu, 2020) (Figura 3.1.2).

Por otra parte, la propagacion de la sefal iniciada por la activacion de los
TLR7 y TLR8 estd mediada por su proteina adaptadora MyD88 (proteina
de respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88). La via de la respuesta
inflamatoria mediada por MyD88 desencadena la activacion de factores de
transcripcion que incluyen NF-kB, IRF3, IRF7 y proteina adaptadora 1 (AP-
1), los cuales inducen la expresion de IFN-I, y otras citoquinas inflamatorias
(Cumberworth, Clark, Kohl, & Donald, 2017; Martinez-Espinoza & Guerrero-
Plata, 2022) (Figura 3.1.2).

* Receptores tipo RIG-1

Los RLR, son una familia de PRRs citosolicos esenciales en la deteccion de
ARN viral. Algunos de los PAMPs asociados a arbovirus reconocidos por
los RLRs incluyen el ARN de DENYV, ZIKV, WNV, JEV y YFV, entre otros
(Beauclair et al., 2020; Chazal et al., 2018; Jiang et al., 2014; J. K. Sprokholt
et al., 2017; Stone, Green, Wilkins, Hemann, & Gale, 2019). Estos receptores,
aligual que los TLRs, tienen la funcion de reconocer PAMPs y en consecuencia,
desencadenar la activacion de los factores de transcripcion IRF3, IRF7 y NF-
kB (Ramos & Gale, 2011) (Figura 3.1.2).

A nivel estructural, los RLRs contienen un dominio de helicasa de ARN con
caja DExD/H. Este dominio se encuentra en la porcion media de la proteina
y su funcién es el reconocimiento y la unién del PRR a las moléculas de
ARN virales presentes en el citoplasma (Yoneyama et al., 2005). En el caso
del RIG-I y LGP2, el dominio C-terminal también contribuye a la unién del
receptor al PAMP. Ademas, el domino C-terminal actia como represor de
RIG-I y LGP2, pues inhibe la transmision de la sefal cuando el receptor no
ha reconocido ningun PAMP (Saito et al., 2007). Por otra parte, en la region
N-terminal de RIG-I y el MDAS es posible identificar dos repeticiones del
dominio de reclutamiento de caspasa (CARD) (Taro Kawai et al., 2005). Los
dominios CARD cumplen con la funcién de desencadenar el inicio de las vias
de sefializacion. Esto ocurre cuando el ARN viral y el RIG-I/MDAS forman
un complejo estable, el cual, ante la presencia de ATP induce un cambio
conformacional, y como resultado se activa el receptor (Hiscott, Lin, Nakhaei,
& Paz, s. f.). De esta forma, el dominio CARD de los RLRs pueden interactuar
con los dominios CARDs presentes en las proteinas de sefializacion antiviral
mitocondrial (MAVS) (también conocida como IPS-1, VISA o Cardif), la
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cual cumple el rol de proteina adaptadora de los RLRs (Y. Chen, Shi, Wu, &
Qi, 2021; Taro Kawai et al., 2005; Seth, Sun, Ea, & Chen, 2005). MAVS se
encuentra principalmente asociada a la membrana externa de la mitocondria,
sin embargo, también es posible localizarla en las membranas del reticulo
endoplasmico asociadas a mitocondrias y en peroxisomas (Dixit et al., 2010;
Seth et al., 2005). Al ser activada, MAVS inicia la propagacion de la sefial para
la activacion de los factores de transcripcion IRF3, IRF7 y NF-«kB, a través de
dos vias (Paz et al., 2006; Seth et al., 2005). En la primera via de sefializacion,
MAVS recluta a las proteinas TBK1 y IKKe, mientras que la segunda via es
propagada por la activacion del complejo IKK. La activacion de este ultimo
complejo esta mediada por la proteina del dominio de muerte asociada a FAS
(FADD), caspasa 8 y caspasa 10 (Ramos & Gale, 2011) (Figura 3.1.2).

Por otro lado, el LGP2 no contiene dentro de su estructura los dominios
CARD:s, por lo que no se considera un receptor de sefializacion celular, pero si
actia como regulador tanto positivo como negativo del RIG-1 y MDAS (Satoh
et al., 2010).

* Receptores de lectina tipo C

Los CLRs se caracterizan por poseer uno o mas dominios de lectina tipo C,
los cuales, en la mayoria de los casos, tiene la funcionalidad de interactuar
con su ligando (Brown, Willment, & Whitehead, 2018). Estos receptores
son expresados en células inmunes como los monocitos, macréfagos, DCs y
LCs, y algunos CLRs forman parte del grupo de PRR que reconocen PAMPs
asociados a arbovirus. Entre los mas relevantes, se encuentran la lectina
mieloide asociada a la DAP-12 [MDL-1, también conocida como miembro
A de la familia 5 del dominio de lectina tipo C (CLEC5A)], la molécula de
adhesion intracelular 3 (ICAM-3) no asociada a integrina (DC-SIGN), y el
receptor de manosa (MR) (S.-T. Chen et al., 2008; Hamel et al., 2015; Lo
et al., s. f.; Tassaneetrithep et al., 2003).

En particular, el receptor MDL-1 tiene un importante rol en la respuesta inmune
contra la infeccion del DENV y otros Flavivirus (S.-T. Chen et al., 2008; Sung,
Chang, & Hsieh, 2020). Mientras MDL-1 tiene la funcion de iniciar una via de
sefalizacion que desencadena una respuesta inmune antiviral, los receptores
DC-SIGN y MR se involucran en la internalizacion de la particula viral y
su subsecuente degradacion en el lisosoma (J. L. Miller et al., 2008; Perera-
Lecoin, Meertens, Carnec, & Amara, 2013; Tassaneetrithep et al., 2003).
Los DC-SIGN y MR reconocen la manosa, fucosa, y N-acetilglucosamina
que usualmente es expresada en la superficie de algunos arbovirus como el
DENV, WNF y RVFV (P. Liu et al., 2017; Lozach et al., 2011; Tassaneetrithep
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et al., 2003). La internalizacidn de las particulas virales por estos receptores es
esencial para la activacion de los TLRs y RLRs .

e Inflamasomas

Los inflamasomas son un complejo multiproteico formado por varios NLRs
[receptores tipo NOD (dominio de oligomerizacion de union a nucleotidos)].
Aunque el conocimiento del rol de los inflamasomas en la respuesta inmune
contra los arbovirus es limitado, el NLRP3 es uno de los miembros mas
estudiados de esta familia por su funcién de reconocimiento de PAMPs
asociados a virus y la consecuente formacion de inflamasomas (Spel &
Martinon, 2021). La formacion de estos inflamasomas es desencadenada por
la activacion de los receptores RIG-1 y MDL-1, y la sobreexpresion de NF-kB
(Bauernfeind et al., 2009; Poeck et al., 2010; M.-F. Wu et al., 2013).

Una vez formados, los inflamasomas desencadenan la activacion de la
caspasa-1, la cual participa en la maduracion de las citoquinas IL-18 y IL-
18, y la disociacion de gasdermin D (GSDMD), proceso que es conocido por
inducir piroptosis (muerte celular inflamatoria) (Pan et al., 2022).

3.1.1.4.1. ¢cGAS-STING

El sistema de sefializacion cGAS-STING, compuesto por la proteina sensora
cGAS [monofosfato de guanosina (GMP)-monofosfato de adenosina
(AMP) sintasa ciclica] y la proteina adaptadora STING (estimulador de los
genes de IFN), es un componente importante en la respuesta inmune innata
desencadenada por la deteccion de ADN extrafio o resultado del estrés celular
(L. Sun, Wu, Du, Chen, & Chen, 2013). Dado que la mayoria de arbovirus
son virus de ARN, la via del cGAS-STING participa en la respuesta inmune
contra arbovirus a través del reconocimiento del ADN mitocondrial (ADNmt)
exportado del organelo en respuesta a la infeccion viral (Aguirre et al., 2017;
Civril et al., 2013; Decout, Katz, Venkatraman, & Ablasser, 2021; Deng et al.,
2014; Kim, Kim, & Chung, 2023; Lam, Stein, & Falck-Pedersen, 2014; Parker
et al., 2018; Schoggins et al., 2014; West et al., 2015).

Una vez que la proteina ¢cGAS ha reconocido el ADNmt presente en
citoplasma, se activa y cataliza la sintesis de un segundo mensajero, conocido
como cGAMP (GMP-AMP ciclico), el cual actia como un potente agonista
de STING. La activacion de STING resulta en la activacion de factores de
transcripcion como IRF3 y NF-kB, a través del reclutamiento de TBK1 y la
activacion del complejo IKK respectivamente (Kim et al., 2023; L. Sun et al.,
2013; C. Zhang et al., 2019).
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3.1.1.4.2. Sistema de complemento

El sistema de complemento estd constituido por una variedad de proteinas
plasmaticas y membranales que interactian para para eliminar los patdogenos
invasores y contribuir a la respuesta inflamatoria (Charles A Janeway, Travers,
Walport, & Shlomchik, 2001). Puede ser activado a través de tres vias
principales: la clésica, la de lectinas y la alternativa (Nesargikar, Spiller, &
Chavez, 2012). No obstante, las tres vias convergen en la activacion del tercer
componente del complemento (C3), que tiene funciones efectoras posteriores
(Morrison & Heise, 2008).

En el contexto de las infeccion causadas por arbovirus, este sistema participa
en la eliminacion del patogeno a través de acciones que incluye la vir6lisis,
opsonizaciéon de particulas virales y lisis dependiente del complemento
de células infectadas por virus (Morrison & Heise, 2008). La via clasica
es particularmente relevante en estas infecciones, ya que es activada por
los PRRs. Una vez activado, la proteina C3b se une a la superficie de los
arbovirus, marcandolos para su fagocitosis por células inmunitarias, como
macrofagos y neutrofilos (Agrawal et al., 2020). Ademas, C3b puede unirse
a otras proteinas del sistema complemento para formar el complejo de ataque
a la membrana (MAC), que puede insertarse en la envoltura del arbovirus y
provocar su lisis (Xie, Jane-Wit, & Pober, 2020). Por otro lado, C5a actlia
como potente mediador de inflamacion, atrayendo células inmunitarias al
sitio de la infeccion (Nesargikar et al., 2012). Esto contribuye a la respuesta
inflamatoria antiviral efectuada por el sistema inmune innato del hospedero.

3.1.1.4.3. Amplificacion de la respuesta inmune innata antiviral

Como se describid en la seccion “Reconocimiento del patégeno”, el
reconocimiento de los arbovirus por los PRRs desencadena la activacion
de factores de transcripcion los cuales conducen a la expresion de genes
codificantes de IFNs y otras citoquinas proinflamatorias. Al ser secretadas,
estas moléculas de sefalizacion se unen a receptores de citoquinas presentes
en la membrana celular, evento que resulta en la activacion de la via de
seflalizacion Janus Quinasa-Transductor de Senal y Activador de Transcripcion
(JAK-STAT) (Hu, Li, Fu, Zhao, & Wang, 2021).

La via JAK-STAT se lleva a cabo principalmente por tres miembros: los
receptores de citoquinas; las proteinas tirosina quinasa no receptoras JAKs,
las cuales se encuentran unidas a los receptores de citoquinas del lado
citoplasmatico de la membrana; y las proteinas STATs, que como su nombre
lo indica, son proteinas que se encargan de la transduccion de la sefial y la
activacion de la transcripcion (Ezeonwumelu, Garcia-Vidal, & Ballana, 2021;
Hu et al., 2021).
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Cuando se forma el complejo citoquina-receptor, ocurre un cambio
conformacional en las JAKSs, lo cual promueve la fosforilacion de estas proteinas
y los receptores a los que se encuentran unidas (Babon, Lucet, Murphy, Nicola,
& Varghese, 2014). En consecuencia, se induce el reclutamiento de las proteinas
STATSs, las cuales al ser fosforiladas forman homodimeros o heterodimeros
que se desplazan al nacleo de la célula y actian como factores de transcripcion
para regular la expresion de genes (Ezeonwumelu et al., 2021). Estas proteinas
actian principalmente sobre el grupo de genes estimulados por IFNs (ISGs),
los cuales codifican la expresion de moléculas efectoras de la defensa antiviral
(i.e. OAS, MX1), y sobre aquellos genes que codifican la expresion de IFNs
(Sadler & Williams, 2008; Tolomeo, Cavalli, & Cascio, 2022; H. Wang et al.,
s. ).

En el contexto de la respuesta inmune contra los arbovirus, la sobre expresion
de IFNs desencadenada por la activacion de la via JAK-STAT cumple un rol
importante. Esto se debe a que los IFNs poseen propiedades antivirales que
interfieren con la replicacion y propagacion del virus en las células huésped
y activan la expresion de genes que participan en la respuesta antiviral y la
inflamacién (C. E. Samuel, 2001).
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3.1.2. Epidemiologia y clinica

Los arbovirus pueden causar desde padecimientos leves y brotes ocasionales,
hasta enfermedades de alta importancia médica y epidemioldgica (Patterson,
Sammon, & Garg, 2016). En efecto, el dramatico surgimiento y resurgimiento
de enfermedades arbovirales representa una amenaza seria a la salud ptblica
(Young, 2018). El Virus del Dengue (DENV), por ejemplo, infecta alrededor de
50 millones de personas cada afio en el mundo, de los cuales aproximadamente
25 000 terminan siendo casos fatales (Jing & Wang, 2019). Por otra parte,
a pesar de que el Virus del Chikungunya (CHIKV) causa epidemias en
intervalos irregulares, en la tltima década se han registrado aproximadamente
4 millones de casos de infecciones por CHIKV en todo el mundo. Asi mismo,
otros arbovirus como el Virus del Zika (ZIKV), el Virus de la Fiebre Amarilla
(YFV), y el Virus del Nilo Occidental (WNV) suman millones de infecciones
a nivel mundial cada afio (Badawi et al., 2018; Pierson & Diamond, 2020).

Considerando los datos epidemioldgicos presentados, es de interés preguntarse
cuales son las estrategias de los arbovirus para infectar y causar enfermedad a
los seres humanos, con una eficacia que puede resultar en brotes epidémicos.
En términos generales, el éxito de las infecciones virales depende de tres
factores: la tasa de replicacion, la tasa de propagacion y la respuesta inmune
del hospedero (Ye, Zhu, Fu, Chen, & Cao, 2013). Este ultimo componente,
constituye la barrera defensiva del organismo contra las infecciones virales;
sin embargo, como consecuencia de la presion selectiva, los arbovirus han
desarrollado estrategias de evasion para infectar al hospedero y secuestrar los
mecanismos celulares a su beneficio (Miorin, Maestre, Fernandez-Sesma, &
Garcia-Sastre, 2017; tenOever, 2016).

En la actualidad, aquellos mecanismos de evasion del sistema inmune, sobre
todo de la inmunidad innata, son objeto de estudio para el desarrollo de
estrategias terapéuticas que estimulan la respuesta inmunoldgica y prevengan
o reduzcan futuras enfermedades graves causadas por arbovirus (Y. Wang,
Ling, Zhang, & Marin-Lopez, 2022).

3.1.2.1. Mecanismos de evasion inmune innata de los arbovirus.
A. Formacion de complejos de replicacion viral.

La manipulacion de compartimentos intracelulares es una de las principales
estrategias de los arbovirus para evadir el sistema inmune y promover la
replicacion de su genoma y el ensamblaje de los viriones (Novoa et al., 2005).
En el caso de los flavivirus, estos promueven modificaciones en el reticulo
endoplasmatico para la formacion de complejos de replicacion viral (Romero-
Brey & Bartenschlager, 2016). Estas alteraciones dan origen a diferentes
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estructuras entre las cuales se encuentran los paquetes de vesiculas, las
membranas contorneadas y vesiculas de membrana (Rothan & Kumar, 2019).
Como se muestra en la Figura 3.1.3, se ha reportado que las proteinas NS1,
NS2A, NS4A y NS4B de DENV incrementan el area de superficie y provocan
invaginaciones en el reticulo endoplasmatico (Arakawa & Morita, 2019; Paul
& Bartenschlager, 2015). Adicionalmente, se ha propuesto que la proteina
NS2A también participa en la formacion de los complejos de replicacion viral
(Klema, Padmanabhan, & Choi, 2015; S. Miller, Kastner, Krijnse-Locker,
Biihler, & Bartenschlager, 2007). En estos, los flavivirus replican su material
genético y almacenan las proteinas virales evitando que los PRRs del hospedero
los reconozcan (Arakawa & Morita, 2019; van den Elsen, Quek, & Luo,
2021). Posteriormente, varias réplicas de la proteina C se dirigen hacia gotas
lipidicas donde son almacenadas hasta su transporte para el empaquetamiento
del genoma viral (Paul & Bartenschlager, 2015; Samsa et al., 2009; Sotcheff
& Routh, 2020).

En otra instancia, el virus de la rubeola, perteneciente a los alfavirus, modifica
membranas de endosomas y lisosomas para la formacion de vacuolas citopaticas
donde ocurre la replicacion viral (Fontana et al., 2007). De manera similar,
la cepa WNV,_ . forma estructuras denominadas membranas contorneadas,
matrices paracristalinas o paquetes de vesiculas (Gillespie, Hoenen, Morgan,
& Mackenzie, 2010). En el caso de las primeras dos estructuras, éstas surgen
de modificaciones en el reticulo endoplasmatico rugoso ocasionadas por
accion de NS4 A, mientras que los paquetes de vesiculas se forman a partir del
aparato de Golgi (Roosendaal, Westaway, Khromykh, & Mackenzie, 2006).
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Figura 3.1.3. Formacion de complejos de replicacion viral en Flavivirus.
1) En la membrana del reticulo endoplasmatico rugoso, el material genético
del virus es traducido a una poliproteina que posteriormente es digerida por
proteasas virales y celulares. 2) Las proteinas no estructurales NS1, NS2A,
NS4A y NS4B modifican la membrana del reticulo endoplasmatico generando
invaginaciones que posteriormente dan origen a los complejos de replicacion
viral. En estos, se establecen NS5 y NS3 para la replicacion del material
genético viral. 3) Se ensamblan las particulas virales en conjunto con las
proteinas envoltura (E) y capside (C), estas tltimas transportadas por las gotas
lipidicas. Diseflado con BioRender.com.

El virus Bunyamwera (BUNV), perteneciente a los Bunyavirales, induce la
formacion de estructuras tubulares derivadas de la membrana del aparato de
Golgi para ensamblar el complejo de replicacion viral empleando la actina y la
proteina NSm (Fontana, Lopez-Montero, Elliott, Fernandez, & Risco, 2008).
Posteriormente, en el aparato de Golgi se llevaria a cabo el ensamblaje viral y
la maduracion estructural que es posible gracias al pH bajo y a la presencia de
enzimas especificas (Salanueva et al., 2003).
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B. Modificaciones en el material genético viral

El material genético de los flavivirus puede sufrir modificaciones para evadir
la respuesta inmune celular. La actividad metiltransferasa de NS5 de DENV y
WNV esta asociada a la metilacion del pentltimo nucledtido 5° del ARN viral
en la posicion 2°-OH, para que este imite a los ARNm celulares (Tremblay,
Freppel, Sow, & Chatel-Chaix, 2019). Con esta modificacion, la familia de
proteinas producidas por interferén con repeticiones de tetratricopéptido
(IFIT) no pueden secuestrar el ARN viral para impedir su traduccion (Daffis
etal., 2010).

Por otra parte, la exoribonucleasa celular XRN1 es capaz de degradar
parcialmente el ARN viral, generando segmentos pequefios de ARN flaviviral
(pfARN), que contribuyen a efectos citopaticos, interrumpen la respuesta
inmune del huésped y promueven la replicacion viral (W. C. Ng, Soto-Acosta,
Bradrick, Garcia-Blanco, & Ooi, 2017). Los pfARNs se forman durante la
infeccion por MVE, JEV, WNV, YFV, DENV y ZIKYV, antagonizando la
respuesta inmune innata mediada por el IFN-I y RIG-I (Cumberworth et al.,
2017; Slonchak et al., 2022). Esto le confiere una ventaja a los flavivirus para
evitar su reconocimiento por RIG-I, limitando asi posteriores interacciones
con la proteina adaptadora de sefializacién mitocondrial antiviral (MAVS)
(Manokaran et al., 2015; Schuessler et al., 2012; Tremblay et al., 2019).
Adicionalmente, se ha encontrado que este ARN subgendmico se une a la
proteina celular TRIM25, afectando la sefializacion posterior y la produccion
de IFN-I, como se muestra en la Figura 3.1.4 (Manokaran et al., 2015). Los
pfRNAs también pueden bloquear eficientemente el silenciamiento genético
viral por accion del ARN de interferencia (Schnettler et al., 2012).

C. Inhibicién de la produccion de IFN-I
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Figura 3.1.4. Inhibicién de la produccion de IFN-I. Con el ingreso del
arbovirus en la célula, se libera el material genético viral y se degrada por la
enzima XRN1 en pfARN, los cuales afectan la sefializacion de TRIM25 y la
sefalizacion subsiguiente. Por otra parte, a pesar del reconocimiento viral por
parte de RIG-I y MDAS, las proteinas no estructurales de flavivirus (rojo),
alfavirus (verde) y bunyavirales (morado) bloquean la sefializacién de RIG-I
con MAVS lo cual inhibe la produccion de IFN-I. Ademas, la proteina de
flavivirus NS3 se liga a las proteinas de la familia 14-3-3 lo que retiene a estos
receptores en el citoplasma impidiendo su traslocacion hacia la mitocondria.
Anivel del IRF-3, la proteina NS4B promueve la expresion de DHCR?7 el cual
inhibe la fosforilacion de TBK1 y IRF3. Disefiado con BioRender.com.

Los arbovirus tienen mecanismos moleculares especificos para contrarrestar
la produccion de IFN-I (IFN-a/B), a través de la inhibicion de las vias de
sefalizacion de los PRRs (Cumberworth et al., 2017). En el caso de los
flavivirus, las proteinas NS2A, NS4A y NS4B bloquean la sefializacion de la
via RIG-I y su posterior interacciéon con MAVS, lo que suprime la activacion
de IRF3 y bloquea la produccion de IFN-B (Dalrymple, Cimica, & Mackow,
2015; He et al., 2016; Zeng et al., 2023). La proteina NS4B de ZIKV induce
la expresion de la enzima del metabolismo de colesterol, DHCR?7, lo cual
suprime la fosforilacion de TBK1 y IRF3 (W. Chen et al., 2023). Un estudio
detallado del mecanismo de inhibicidn de la respuesta inmune innata antiviral
por ZIKV, demostrd que la proteina viral NS3 imita las secuencias de union de
las proteinas 14-3-3, necesarias para la translocacion de RIG-1 y MDAS a la
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mitocondria y, por lo tanto, bloquea el sefialamiento intracelular que lleva a la
produccion de IFN (Fig. 4) (Riedl et al., 2019).

Para los alfavirus, se ha observado que las proteinas nsP2, E1 y E2 de CHIKV
antagonizan la activacion de las vias de sefializacion de IFN-f (Y. Liu, Yuan, &
Zhang, 2022). Mientras que, en los Orthobunyavirus (BUNV, LACV y SBV)
y Phlebovirus (RVFV), pertenecientes al orden Bunyavirales, se ha propuesto
que las proteinas encargadas de bloquear la produccion de IFN-I son NSs y
NSm (Eifan, Schnettler, Dietrich, Kohl, & Blomstrom, 2013; Elliott, 2014;
Leventhal et al., 2021). En el caso particular del TOSV, se ha evidenciado que
la proteina NSs promueve la degradacion de RIG-1 mediada por el proteasoma
y previene la dimerizacion de IRF-3 (Gori Savellini et al., 2011; Gori-Savellini,
Valentini, & Cusi, 2013).

D. Restriccion de la via cGAS-STING

Durante la infeccién con algunos arbovirus, las proteinas virales ocasionan
estrés en la mitocondria, lo cual libera ADNmt que es reconocido por la via de
la enzima cGAS (Aguirre et al., 2017; West et al., 2015). Esta linea de defensa
celular deriva en la produccion de STING, compuesto que eventualmente
provocan la activacion de las quinasas de IRF3 y la produccion de IFN-I
(Decout et al., 2021).

En los alfavirus, las proteinas nsP1, nsP2, nsP4 y C promueven la degradacién
de cGAS en los lisosomas (Y. Liu et al., 2022). Ademas, la proteina nsP1 de
CHIKYV impide la dimerizacion de STING, inhibiendo su posterior sefializacion
y respuesta antiviral (Webb et al., 2020). Mientras que en flavivirus, se
ha reportado que la proteina NS2B de DENV bloquea el sensor cGAS y
promueve su degradacion en el lisosoma, evitando la produccion de cGAMP
y la activacion de STING (Aguirre et al., 2017). Ademas, recientemente se
demostro que la proteasa NS2B3 de DENV corta la enzima ¢cGAS en una
region N- y C-terminal; la region N-terminal mantiene completa su capacidad
de interaccion con el ADN de cadena doble, pero sin actividad enzimatica,
compitiendo con la enzima completa cGAS vy la parte C-terminal remanente,
resultando en el bloqueo de sefializacion a través de STING, lo cual antagoniza
la activacion de TBK1/IKKe y la fosforilacion de IRF3 (Bhattacharya et al.,
2023; Cumberworth et al., 2017). En el caso de ZIKV, la proteina NS1
inhibe la degradacion de la caspasa-1 lo cual provoca la escision de cGAS y
promueve la activacion del inflamasoma NLRP3; en ambos casos, se reduce la
produccién de IFN-I (Figura 3.1.5) (Zheng et al., 2018).

149



Derly Andrade Molina

r"_'_l e

Proteinas

(RS PN
(iRF7 |

EAMANN IRF IANMAND

Figura 3.1.5. Interferencia con la via ¢cGAS-STING. La acumulacién de
proteinas en los alrededores de la mitocondria ocasiona estrés celular lo cual
deriva en la liberacion del ADN mitocondrial que es reconocido por cGAS
estimulando la produccion de IFN-I. En el caso de DENV, la proteina NS1
promueve la formacion de inflamasomas que activan la caspasa-1 que corta a
cGAS al igual que la proteasa NS2B3. Por otra parte, las proteinas de alfavirus
(en verde) y la proteina NS2B de flavivirus estimulan la degradacion de cGAS
en los lisosomas. Adicionalmente, nsP1 de CHIKYV inhibe la dimerizacion de
STING y su sefalizacion para la produccion de IFN-I. Disefiado con BioRender.
com.

E. Inhibicion de la seiializacion de IFN-I.

Como se observa en la Figura 6, la sefializacion por IFN-I activa la transcripcion
de genes antivirales mediante la via JAK-STAT (Philips et al., 2022). Para la
activacion de esta via se requiere la fosforilacion de STAT-1, un proceso que
es inhibido por las proteinas NS2A, NS4A y NS4B de flavivirus, resultando
en la retencion de STAT-1 en el citoplasma (Fanunza et al., 2021; Mufloz-
Jordan et al., 2005). Otro mecanismo de inhibicion de la via JAK-STAT lo
realiza la proteina viral NS5, que promueve la degradacion de STAT-2, lo que
evita la formacion del complejo ISGF3, esencial para la transcripcion de genes
inducidos por IFN-I (ISGs) (Miorin et al., 2017; Thurmond, Wang, Song, &
Hai, 2018). Por otro lado, los alfavirus y Bunyavirales bloquean la fosforilacion
y heterodimerizacion de STAT-1 y STAT-2 mediante las proteinas nsP1 y NSs,
respectivamente (Y. Liu et al., 2022; X. Wang, Yuan, Liu, & Zhang, 2022). De
similar manera, se ha reportado que la proteina NS del Virus SFTS (SFTSV),
pero no del Virus de Uukuniemi (UUKYV), inhiben la sefializacion de IFN-I
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y III, previniendo la fosforilacion de STAT-2 y STAT-1 (Fares & Brennan,
2022; Feng, Deng, Hu, Wang, & Ning, 2019). Ambas proteinas NS provocan
la relocalizacion de los complejos STAT-1 y STAT-2, en cuerpos de inclusion
viral Figura 3.1.6.(Feng et al., 2019; Rezel;j et al., 2017).

Proteasoma

Los arbovirus también pueden bloquear la sefializacion de IFN, interfiriendo
en la expresion de su receptor. La proteina NS5 de los flavivirus WNV y TBEV
puede adherirse a prolidasa (PEPD), enzima requerida para la maduracion de
IFNARI, reduciendo su exposicion en la superficie celular y, por lo tanto,
antagoniza la sefializacion de IFN-I (Lubick et al., 2015). Por otra parte, JEV
induce la activacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico en
células endoteliales microvasculares cerebrales, 1o que lleva a la supresion de
la sefializacion de IFN-I (Y.-G. Zhang et al., 2022).
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Figura 3.1.6. Inhibicion de la via JAK-STAT. ElI IFN-I es reconocido por los
receptores IFNAR1 e IFNAR2 lo cual deriva en la transcripcion de genes
inducidos por IFN-I. Las proteinas de flavivirus (rojo), alfavirus (verde) y
bunyavirales (morado) inhiben la fosforilacion de STAT-1 y STAT-2, y su
heterodimerizacion lo cual evita la formacion del complejo ISGF3 necesario
para la expresion genética. Ademas, la proteina flaviviral NS5 se une al STAT-
2 promoviendo su degradacion en el proteasoma. Asimismo, esta proteina se
une a la prolidasa (PEPD) bloqueando la traslocacion de IFNAR1 hacia la
membrana celular. Disefiado con BioRender.com.
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F. Evasién inmunologica del sistema de complemento

El sistema complemento esta formado por muchas proteinas plasmaticas que
juegan un papel importante en la defensa innata y complementa la accion
de los anticuerpos. CHIKV es capaz de inactivar la proteina de completo
C3Db, clave para la opsonizacion del patégeno y para la eventual formacion
del Complejo MAC, en parte por la presencia de una proteina similar al
factor-1 (Nag et al., 2020). En el caso de los flavivirus la principal proteina
que antagoniza la activacion de complemento es NS1 (Avirutnan, Mehlhop, &
Diamond, 2008; Mellors, Tipton, Longet, & Carroll, 2020). Esta proteina viral
puede atenuar la activacion de las tres vias del sistema de complemento: la
clasica, la de lectina-manosa y la alternativa (Jonas N. Conde, Silva, Barbosa,
& Mohana-Borges, 2017). Adicionalmente, en células infectadas con WNV
se ha evidenciado que NS1 se une al factor H y esto disminuye la deposicion
de C3b, C5b-9 y MAC en las superficies de la membrana (Chung et al., 2006;
S. Zhang et al., 2023). De igual manera, NS1 de DENV, WNV y YFV forma
el complejo NS1-H reduciendo la deposicion de C4b, que regula tanto la via
clasica como la de lectina-manosa (Avirutnan et al., 2011). Ademas, NSI
también impide la formacion del poro litico al reclutar la vitronectina e inhibe
la polimerizacion de C9 (Figura 3.1.7) (Jonas Nascimento Conde et al., 2016).
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Figura 3.1.7. Activacion del sistema de complemento y evasion de los
arbovirus. En Flavivirus, NS1 se une a C1q y C4BP promoviendo la formacion
de C4c y C4d impidiendo que C4b sea traslocado a la membrana. Asimismo,
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NS1 también se liga con el factor H formando C3b inactivado y C3f. Ambos
procesos regulan negativamente los complejos C3 convertasa y C5 convertasa,
los cuales se requieren para la formacion del MAC. Finalmente, NS1 y un
factor no identificado en CHIKV inhiben directamente la formacion del
complejo del MAC. Disefiado con BioRender.com.

G. Supresion de la transcripcion y traduccion del hospedero

Otra estrategia de los arbovirus para antagonizar la respuesta inmune del
huésped es modificar la transcripcion celular a través de la degradacion de
componentes clave para la sintesis d¢ ARNm o mediante el bloqueo de los
poros nucleares.

En DENYV, la proteina C se une a las histonas H2A, H2B, H3 y H4, lo cual
inhibe la formacion de nucleosomas (Colpitts, Barthel, Wang, & Fikrig, 2011).
Durante las etapas iniciales de infeccion con JEV, se producen modificaciones
a nivel epigenético que modulan la expresion de moléculas proinflamatorias,
como las citoquinas y quimiocinas (Adhya, Dutta, Kundu, & Basu, 2013).

En los alfavirus (CHIKYV, SINV y SFV) y Buyanvirales (LACV), las proteinas
nsP2 y NSs respectivamente, pueden inhibir la transcripcion celular al inducir
la ubiquitinaciéon y degradaciéon de RPBI1, una subunidad catalitica de la
ARN polimerasa (ARN pol) I que determina el inicio y extension del ARNm
(Akhrymuk, Kulemzin, & Frolova, 2012; Y. Liu et al., 2022). Ademas, en los
Orthobunyavirus, a pesar de que RIG-I reconozca la infeccion y active IRF-3,
la proteina NSs se dirige hacia la ARN pol II para inhibir la fosforilacion del
residuo serina 2 del dominio carboxiterminal, lo cual regula negativamente
la sintesis de ARNm, incluyendo la transcripcion de IFN (Eifan et al., 2013;
Elliott, 2014; Thomas et al., 2004).

En VEEV y EEEV, se ha reportado que la proteina C inhibe la produccion de
ARNm y modula la formacién de un complejo tetramérico con el receptor de
exportacion nuclear CRM1 y la importina o/p que se acumula en los poros
nucleares y bloquea la importacion de moléculas entre el citoplasma y el
ntcleo (Atasheva, Fish, Fornerod, & Frolova, 2010; Garmashova et al., 2007).
De manera similar, en el caso de la familia Rhabdoviridae, se ha reportado que
el VSV bloquea el trafico nucleocitoplasmatico de los ARNm del huésped al
adherirse a la nucleoporina nup98 (Kobbe et al., 2000).

Los mecanismos de traduccion del huésped también son modificados por la
infeccion de arbovirus, para evadir la deteccion y accion del sistema inmune.

Por ejemplo, la infeccion por el flavivirus TBEV regula negativamente la
transcripcion de la ARN pol I, afectando los ARNr 18S y 28S y su precursor, el
pre-ARNr 45-478, lo cual reduce los ribosomas y la sintesis proteica (Selinger
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et al., 2022, 2019). Asimismo, en la infeccion con JEV se ha evidenciado que
la proteina C se une al factor B23 lo cual podria interferir con la biogénesis de
ribosomas (Tsuda et al., 2013).

Los arbovirus también pueden modular la expresion de proteinas, por ejemplo,
aquellas supresoras de sefialamiento de citoquinas 1y 3 (SOCS1 y SOCS3). En
DENYV, ZIKV y YFV se ha visto una regulacién negativa de SOCS1, mientras
que en JEV también se reduce la sintesis de SOC3 lo cual provoca cambios
en la via de sefializacion JAK-STAT, inhibiendo la liberacion de citoquinas/
quimiocinas proinflamatorias (Kundu, Dutta, Nazmi, & Basu, 2013; Yakass,
Franco, & Quaye, 2020). En el caso de los alfavirus, la sobrexpresion de nsP2
de CHIKYV inhibe los factores de transcripcion ATF4 y bloquea la traduccion
generalizada del huésped (Fros et al., 2015). Por el contrario, durante la
expresion de nsP4 de CHIKYV, se suprime la fosforilacion de elF2a y esto
asegura la traduccion de proteinas virales (Rathore, Ng, & Vasudevan, 2013).

H. Inhibicion de la via ARNi

El ARN de interferencia, ARNi, es un mecanismo de defensa celular basado
en el silenciamiento genético que se activa en respuesta a la presencia de
ARN viral de doble cadena (Farrell, 2023). Sin embargo, los arbovirus han
desarrollado diversas estrategias para inhibir esta via.

En el caso de flavivirus, los pfARN con regiones no codificantes de la region
3’, eficientemente suprimen las vias de ARNi en células humanas como se
menciond en la seccion “Modificaciones en el material genético” (Schnettler
etal., 2012). Ademas, se ha reportado que la infeccion por DENV y YFV regula
negativamente los genes que codifican los componentes del sistema ARNi:
Dicer, Drosha, Agol y Ago2; y como consecuencia, mejora la replicacion viral
(Kakumani et al., 2013; G. H. Samuel, Wiley, Badawi, Adelman, & Myles,
2016). Adicionalmente, la proteina NS4B de DENV inhiben la actividad de
Dicer, una enzima que degrada el ARN viral de doble cadena para generar
ARN de interferencia pequefios denominados siARN o viARN (Green, Beatty,
Hadjilaou, & Harris, 2014; Obbard, Gordon, Buck, & Jiggins, 2009; Zmurko,
Neyts, & Dallmeier, 2015).

De similar manera, el alfavirus SFV suprime la via ARNi debido a la unién
entre la proteina C y el ARN de doble cadena para bloquear ambas digestiones
provocadas por Dicer y RISC (W.-X. Li & Ding, 2022; Qian et al., 2020).
Ademas, las proteinas nsP2 y nsP3, conservadas en alfavirus, se asocian
con los siARN y miARN derivados de esta digestion y evitan la accion del
complejo RISC (Figura 3.1.8) (Mathur et al., 2016).
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Figura 3.1.8. Evasion arboviral del silenciamiento genético. Respectivamente,
en rojo y verde se muestran las proteinas de Flavivirus y Alfavirus capaces
de inhibir la digestion de los fragmentos de ARN viral por DICER y RISC.
Ademas, en el nucleo se observa la regulacion negativa de los genes que
forman parte del mecanismo ARNi en infecciones por Flavivirus. Disefiado
con BioRender.com.

I. Manipulacion de la apoptosis y la autofagia

La apoptosis es un proceso de muerte celular programada que mantiene la
homeostasis celular al eliminar las células infectadas por patogenos (Pan,
Cheng, Wang, Yin, & Jia, 2021). La autofagia, por otro lado, puede regular
la apoptosis mediante el procesamiento de caspasas y contribuye a este
proceso mediante la degradacion de los organulos vitales (Mukhopadhyay,
Panda, Sinha, Das, & Bhutia, 2014). Dado aquello, es importante destacar
que determinados virus tienen la capacidad de secuestrar la autofagia como
andamio para la replicacion viral y escape del sistema inmunologico, a
través de componentes como el autofagosoma, el anfisoma y el autolisosoma
(Panyasrivanit, Khakpoor, Wikan, & Smith, 2009). En consecuencia, estos
también pueden modular la via apoptética (Mehrbod et al., 2019).

Algunos arbovirus inducen la apoptosis para facilitar la liberacién de nuevas
particulas virales. En el caso de los flavivirus, DENV participa en la regulacion
positiva de la autofagia dependiente de PI3K por accion de NS4A y también
tiene funciones pro-apoptoticas mediadas por las proteinas C y M (Heaton &
Randall, 2011; McLean, Wudzinska, Datan, Quaglino, & Zakeri, 2011; Pan
et al., 2021). Asimismo, se ha evidenciado que las proteinas C, NS3A y NS3B
de WNV promueven las vias de apoptosis intrinseca y extrinseca, mientras
que en YFV provoca un aumento de la expresion de caspasa-3 y caspasa-7,
lo que deriva en la apoptosis (Holanda, Casseb, Quaresma, Vasconcelos, &
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Cruz, 2019; Pan et al., 2021). De manera homologa, la infeccion con CCHFV,
perteneciente a los Bunyavirales, esta asociada a la via extracelular de la
apoptosis y especificamente se ha reportado un aumento de las proteinas pro-
apoptoticas Bax y HRK (Rodrigues, Paranhos-Baccala, Vernet, & Peyrefitte,
2012). En HAZV se ha reportado que NSs altera el potencial de membrana
mitocondrial y activa la apoptosis mediante la via intrinseca (Barnwal,
Karlberg, Mirazimi, & Tan, 2016). Ademas, en el caso de SFTSV, CEV y
LACYV, la proteina NSs promueve la apoptosis mediada por caspasa por
mimetismo molecular (S. Liu et al., 2023; Vasudevan & Don Ryoo, 2015).

Respecto a la autofagia, en los flavivirus se promueve la lipofagia lo cual
induce la formacion de los complejos de replicacion viral y el ensamblaje
de viriones (Lan et al., 2023). Especificamente en la infeccion con JEV se
produce el aumento de autofagia en los astrocitos y la apoptosis neuronal
como consecuencia de la interaccion de la proteina NS4B con la via PERK-
ATF4-CHOP (Tavcar Verdev et al., 2022; Q. Wang et al., 2019). Respecto a
los alfavirus, la proteina E de CHIKV induce el aumento de formacion de
autofagosomas y la apoptosis en células epiteliales al inducir la via IRE]la-
XBP-1, lo cual facilita la liberacion y diseminacion del virus a células vecinas
(Joubert et al., 2012; Krejbich-Trotot, Denizot, et al., 2011; Krejbich-Trotot,
Gay, et al., 2011).

En contraste a lo antes mencionado, otros arbovirus han desarrollado
estrategias para inhibir estos mecanismos y prolongar la supervivencia celular
(Mehrbod et al., 2019). Respecto a la apoptosis, las proteinas NS5 y M de
los flavivirus ZIKV y DENV2 inhiben la apoptosis al bloquear la via de
la caspasa, permitiendo asi que el virus se replique en un ambiente celular
estable, mientras que en los Bunyavirales RVFV y BUNV esto es ocasionado
por la proteina NSs (Mehrbod et al., 2019; Pan et al., 2021, p. 20). Por otra
parte, se ha reportado la inhibicion de la autofagia en infecciones por WNV,
lo cual promueve la acumulacion de agregados proteicos y el desarrollo de
enfermedades neurologicas (Kobayashi et al., 2020). Mientras que en el
caso de los bunyavirales, la proteina NSs reduce la autofagia al unirse con
la proteina p62, evitando su participacion en la formacion de autofagosomas
(Cyretal., 2015).

Algunas estrategias mas relevantes que presentan algunos virus de importancia
para la salud humana incluyen al Virus del Dengue, siendo la proteina NS2B/
NS3 clave por degradar STING, un adaptador clave en la sefializacion del
interferon. Ademas, NS5 bloquea la fosforilacion de STAT2. En el Virus Zika
se encuentra la proteina NS5 que también degrada STAT?2, inhibiendo la accion
de los interferones tipo I, y finalmente el Virus Chikungunya puede modelar
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la respuesta inflamatoria mediante la induccién de citocinas antiinflamatorias
y la interferencia en la actividad de PRRs. La evasion de la inmunidad
innata por parte de los arbovirus contribuye a una mayor replicacion viral,
severidad clinica y persistencia en ciertos tejidos. Estos mecanismos también
representan barreras importantes para el desarrollo de vacunas y terapias
antivirales eficaces. Comprender los mecanismos moleculares de evasion
permite identificar dianas terapéuticas potenciales y desarrollar estrategias de
inmunomodulacion.

3.1.2.2. Arbovirus en Ecuador

Historicamente, las enfermedades arbovirales han sido un factor de
preocupacion para la salud publica en Ecuador (Sippy, Lippi, Stewart
Ibarra, & Ryan, 2020). La presencia de estas enfermedades en el territorio
ecuatoriano esta ligada a la variedad de entornos y situaciones que favorecen
la transmision de arbovirus de alta relevancia epidemioldgica (Stewart Ibarra
et al., 2013). Por un lado, la diversidad geografica y climatica de Ecuador
permite el albergue de especies de mosquitos como Aedes aegypti y Aedes
albopictus, conocidas por ser vectores competentes de algunos Flavivirus
como el DENV, ZIKV, y YFV, y Alfavirus como CHIKV y MAYV (Pereira,
Carvalho, Mendong¢a, Rocha, & Moreira, 2020; Ponce, Morales, Argoti, &
Cevallos, 2018; Souza-Neto, Powell, & Bonizzoni, 2019; Stewart Ibarra
et al., 2013; Vega-Rua, Zouache, Girod, Failloux, & Lourengo-de-Oliveira,
2014). Por otro lado, diversos factores socioecondémicos, administrativos y
culturales, contribuyen al control ineficaz de estos vectores, favoreciendo
su propagacion y establecimiento en el territorio ecuatoriano (Reyes Baque,
Valero Cedefio, Véliz Castro, & Merchan Villafuerte, 2019). Ademas, la falta
de vacunas y tratamientos efectivos contribuyen a las epidemias de este tipo
de enfermedades infecciosas en el pais.

En esta seccion se hablard sobre la historia y epidemiologia clinica de los
arbovirus de mayor relevancia para la salud humana en el territorio ecuatoriano.
También, se abordaran los métodos de diagndstico de enfermedades arbovirales
que actualmente se utilizan en el pais.
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Casos de enfermedades arbovirales en Ecuador
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Figura 3.1.8. Casos de enfermedades arbovirales en Ecuador

3.1.2.2.1 Historia y epidemiologia clinica
* Virus de la fiebre amarilla

La fiebre amarilla, es una enfermedad infecciosa provocada por el YFV. En
la mayoria de los casos, esta enfermedad se presenta de forma asintomatica o
con sintomas leves como fiebre, dolor de cabeza, dolor muscular, pérdida de
apetito y nauseas (OMS, 2023) . De estos casos, aquellos que avanzan a una
fase critica (15-25%) pueden llegar a presentar fallo renal y hepatico, sangrado
por los ojos, nariz y/o boca, ictericia, dolor abdominal crénico y presentan
orina de color oscuro (Monath, 2001; Quaresma et al., 2007). Segun datos de
la OMS, la mitad de los pacientes que entran a esta fase critica, mueren entre
los 7 y 10 dias posteriores al inicio de los sintomas (OMS, 2023).

En Ecuador, el primer caso de fiebre amarilla fue reportado en la ciudad
portuaria de Guayaquil en el afio 1740 (Parks & Nuermberger, 1943). A partir
de ese afio, hasta el afio 2000, el YFV provoco varios brotes epidémicos en
Ecuador, muchos de los cuales fueron brotes pequefios y aislados (PAHO/
WHO, 2023b; Parks & Nuermberger, 1943). La epidemia de fiebre amarilla
mas relevante de este periodo se registré desde septiembre de 1842 hasta
diciembre de 1843, en la ciudad de Guayaquil, donde se reportaron 8 500
casos (85% de la poblacion) de fiebre amarilla y 2 454 muertes (Aroca, 2002).
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Dado estos antecedentes y el peligro latente de grandes brotes de fiebre
amarilla, en 1906, Ecuador firmé un convenio internacional de sancamiento,
el cual, tenia como objetivo principal la lucha contra la fiebre amarilla, peste
bubonica y coélera (Pinault & Hunter, 2012). Posteriormente, en la década de
los 50s, en Ecuador se empezaron campaiias de erradicacion de 4. aegypti,
vector por excelencia del YFV y otros arbovirus. Como resultado, en 1958, el
Ecuador recibi6 una certificacion internacional de territorio libre de 4. aegypti
(Gutiérrez, 2005). Sin embargo, pese a los esfuerzos realizados, esta especie
de mosquito reaparecio en el territorio ecuatoriano en 1979 (Alava Alprecht,
Mosquera Martinez, Mosquera Herrera, Vargas Bosques, & Real Cotto,
2005). Esto impulsé companas de vacunacion contra fiebre amarilla en las
décadas de los 80 y 90s. Esta vacuna consistio del virus atenuado, cepa 17D,
desarrollada en 1930, la cual sigue siendo utilizada hasta la actualidad (Sippy
et al., 2020). En el 2009, el Ecuador implement6 la vacunacion contra la fiebre
amarilla como parte del calendario de vacunacion infantil, con énfasis en areas
enzodticas (Calle-Chiliquinga, 2019). Desde entonces, en el Ecuador solo se
han reportado 1 caso aislado en 2012 y 3 en el 2017. Estos ultimos casos, se
registraron en personas no vacunadas (PAHO/WHO, 2023b).

Desafortunadamente, a partir del 2017, la cobertura de vacunacion contra la
fiebre amarilla en nifios, ha disminuido progresivamente, siendo mas evidente
durante la pandemia de COVID-19, alcanzando al rededor del 70% de
cobertura de nifios vacunados en el 2021, es decir 20% menos que en el 2017
(Ministerio de Salud Publica, 2022; PAHO/WHO, 2023b). Por otra parte, a
nivel regional, se siguen registrando casos de fiebre amarilla. En Brasil, por
ejemplo, en el periodo del 2015-2021 se reportaron 2 289 casos (PAHO/WHO,
2023a). En Peru, desde el 2016 hasta el 2022 se reportaron 130 casos de esta
enfermedad (PAHO/WHO, 2023c). Debido a este escenario epidemiologico
regional, el Ministerio de Salud Publica (MSP) del Ecuador continta
promoviendo la vacunacion contra Fiebre Amarilla en el pais, especialmente
en las provincias amazénicas y Esmeraldas, consideradas zonas de riesgo. En
efecto, en noviembre del 2023 ¢l MSP recibid una donacion de 290 000 dosis
de la vacuna contra la fiebre amarilla por parte del Gobierno de Corea y la
Organizacién Panamericana de la Salud (Serra & Plaza, 2023).

* Dengue

El dengue es la enfermedad arboviral con mayor incidencia en el Ecuador.
Desde su introduccion al territorio ecuatoriano, el dengue ha mostrado un
comportamiento endémico-epidémico, cuyos brotes epidémicos coinciden
con las épocas lluviosas y alcanzan una amplia distribucion geografica en el
pais (Figura 3.1.9) (Andrade Mejia, Caiizares Fuentes, & Ordofiez Ordoiez,
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2023). En su ciclo urbano, el DENV es transmitido principalmente por los
mosquitos 4. aegypti y A. albopictus. Esta enfermedad afecta de manera
desproporcionada a las poblaciones vulnerables y de bajos recursos, pues
desafortunadamente, sus condiciones de vida (almacenamiento inadecuado
de agua, sistema sanitario deficiente y falta de conocimiento) favorecen la
reproduccion de dichos vectores y, por ende, a la propagacion del DENV (Lippi
et al., 2021). En la mayoria de los casos (50 % — 75 %), las infecciones por el
DENY son asintomaticas (Sippy et al., 2020). Por otro lado, la enfermedad del
dengue puede manifestarse clinicamente con fiebre elevada, dolor generalizado,
nauseas y erupciones en la piel. La enfermedad puede evolucionar y mostrar
cuadros graves como el dengue hemorragico y el sindrome de choque por
dengue (OMS, 2024). Por lo general, el dengue grave se presenta en pacientes
reinfectados con un serotipo de DENV distinto, pero también en pacientes
con comorbilidades preexistentes (enfermedad renal, diabetes), y en pacientes
pediatricos indiferentemente si es infeccion primaria o secundaria (Aggarwal
et al., 2024; Tsheten et al., 2021).

Incidencia de dengue en Ecuador
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Figura 3.1.9. Casos de dengue por cada 100 000 habitantes en Ecuador,
desde 1988 hasta el 2023. Este grafico fue realizado en base a datos de la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS).
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En Ecuador, los primeros casos de dengue detectados formalmente fueron
reportados en 1988, lo cual coincide con la reinfestacion de A. aegypti en la
ciudad de Guayaquil en 1985 y su diseminacion por toda la costa ecuatoriana
en 1987 (Centers for Disease Control and Prevention, 1988; Gutiérrez, 2005).
Durante esta primera epidemia de dengue en Ecuador, se reportaron cerca de
800 000 personas infectadas, especificamente con el serotipo 1 (DENV 1), tinico
serotipo circulante en el pais durante los afios 1988 y 1989 (Alava Alprecht
et al., 2005). Posterior a esta fecha, otros serotipos de DENV empezaron a
surgir en Ecuador. En 1990 se registré por primera vez la circulacion del
genotipo americano del serotipo 2 (DENV2), en 1993 empez6 a circular el
serotipo 4 (DENV4), y en el 2000, el serotipo 3 (DENV3) y el genotipo asiatico
del DENV2 (Alava Alprecht et al., 2005). En el afio 2000, la circulacion
simultanea de estas nuevas variantes, junto con los ya reportados DENV1 y
DENV4, coincidi6 con el aumento significativo de casos de dengue respecto
a la década anterior (PAHO/WHO, 2024). Posterior a esto, no se reportaron
brotes de tal magnitud hasta el afio 2015. En ese afio 262.2 personas por cada
100 000 habitantes fueron infectadas por el DENV. En el mismo afio, también
se reporto la circulacion de los 4 serotipos de DENV (PAHO/WHO, 2024). A
partir de esta fecha, la incidencia del dengue descendié considerablemente,
alcanzando en el 2018 una incidencia de 18.1 casos por cada 100 000
habitantes. Sin embargo, en el afio posterior, hasta el presente afio, los casos
de dengue en Ecuador han ido en aumento (PAHO/WHO, 2024). En el 2023,
se reportaron 27 838 casos de dengue, de los cuales, 112 evolucionaron a casos
de dengue grave, con 33 casos fatales (Ministerio de Salud Publica, 2023). En
el afio 2024 a la semana epidemiologica 13 (SE13) se reportaron 17.043 casos
y 18 muertes, mientras que en el todo el afio (SE 52) alcanz6 los 61. 329 casos
y 74 muertes a causa de esta enfermedad, con serotipos circulantes DENV-
1 y DENV-2 (Gaceta vectorial, Ministerio de Salud Publica, 2024). En la
actualidad, hasta la semana 13 del afio 2025 se han reportado 13.061 casos y
21 muertos. Estas cifras muestran hasta ahora una leve disminucion de casos
con respecto al afio pasado, pero un incremento en mortalidad, lo que alerta
los sistemas de vigilancia y control del MSP (Gaceta vectorial, Ministerio de
Salud Publica, 2025).

Actualmente, solo existen dos vacunas contra el DENV que han sido aprobadas,
por al menos una entidad regulatoria. CYD-TDV (DENGVAXIA®), de la
farmacéutica multinacional francesa Sanofi Pasteur, y TAK-003 (QDENGA®),
de la compafiia farmacéutica japonesa Takeda. Ambas vacunas son tetravalente,
es decir que contienen antigenos de los 4 serotipos del DENV (Sanofi, 2023;
Wilder-Smith, 2024). El uso de DENGVAXIA® se aprobo por primera vez en
el afo 2015, y actualmente tiene licencia para ser comercializada en Estados
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Unidos, Europa y algunos paises asiaticos y latinoamericanos incluyendo a
Meéxico, Brasil y Pert (Sanofi, 2023). Los resultados de varios estudios clinicos
de esta vacuna mostraron que su eficacia es dependiente de la edad (65.6%
para nifios > 9 y 44.6% en nifios < 9), y del serotipo del DENV (DENV1:
50.3%; DENV2: 42.3%; DENV3: 74.0%; DENV4: 77.0%). Ademas, su
eficacia depende de la seroprevalencia (vacunados seropositivos para dengue:
75 — 77%, vacunados seronegativos para dengue: 18 —45%) (Hadinegoro Sri
Rezeki et al., 2015; Sridhar Saranya et al., 2018; Villar Luis et al., 2015).
La vacuna QDENGA®, aprobada recientemente en paises como Argentina,
Brasil, Dinamarca, Alemania, India, Indonesia, Portugal, Tailandia, y paises
de Reino Unido y Europa, mostré una eficacia acumulada del 62% para los 4
serotipos de DENV (Carlson & Lutmer, 2024). En personas seronegativas para
dengue la eficacia de QDENGA® fue de 77.1% y en personas seropositivas
paradengue fue de 65%. A diferenciade DENGVAXIA®, la vacuna de Takeda,
no ha mostrado variabilidad en su eficacia en funcién de la edad (Rivera et al.,
2022). A nivel mundial, Brasil serd el primer pais en ofrecer esta vacuna en
el sistema de salud publica. De hecho, en enero del 2024, este pais recibio las
primeras 720 000 dosis de QDENGA®, y planea inmunizar a 3.2 millones
de personas en el rango de 4 a 60 afios (Wellton, 2024). Hasta el momento,
ninguna de estas vacunas ha sido aprobada en Ecuador. En consecuencia,
actualmente no se cuenta con un método de prevencidn establecido, salvo el
control de los vectores de los diferentes arbovirus, incluyendo el DENV.

e Chikungunya

Las infecciones causadas por el CHIKV pueden manifestarse clinicamente
con sintomas como fiebre repentina, erupciones en la piel, artralgia
incapacitante, artritis, mialgia, dolor de cabeza, nduseas, y fatiga (Imad et al.,
2021; WHO, 2022). Se estima que un 40% de los pacientes infectados por
el virus del chikungunya desarrollan la forma crénica de la enfermedad, la
cual se distingue por la persistencia durante meses o incluso afios de algunos
sintomas previamente mencionados, junto con la manifestacion de trastornos
de la memoria y la concentracion, asi como sintomas de ansiedad y depresion
(W. H. Ng, Amaral, Javelle, & Mahalingam, 2024; WHO, 2022).

En Ecuador, los primeros casos de infeccion por el CHIKYV se reportaron en el
2014. En ese afio se documentaron 39 casos de chikungunya, 29 de los cuales
fueron reportados en la provincia de Manabi (Ministerio de Salud Publica,
2017). Posteriormente, en el 2015, los casos de chikungunya aumentaron de
forma alarmante, alcanzando un total de 33 619 casos (Ministerio de Salud
Publica, 2017). Un estudio reportd que el 43.1% de los casos de sospecha
de dengue (no comprobados por pruebas), fueron realmente positivos para
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CHIKYV (Stewart-Ibarra et al., 2018). Para el periodo del 2016 al 2018, los
casos de chikungunya en Ecuador volvieron a descender, registrandose un
total de 2 064 casos en los tres afios (Ministerio de Salud Publica, 2018). En
los Ultimos 5 afios, las infecciones causadas por el CHIKV han sido casos
aislados. En efecto, en el 2019 se reportaron 2 casos, en el 2020 1 caso, y en el
2023 1 caso (Ministerio de Salud Publica, 2024). Hasta el momento, en lo que
va del afio 2024 (SE 16) no se han reportado casos de infecciones por CHIKV.

Recientemente, en noviembre del 2023, la Administracién de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) aprob¢ la primera vacuna contra
el CHIKV: IXCHIQ®, una vacuna basada en el CHIKV atenuado, fabricada
por la farmacéutica Valneva® (FDA, 2024). Este farmaco fue aprobado por
la via de aprobacion acelerada debido a la fuerte evidencia de respuesta
inmunitaria en los pacientes vacunados, y a la urgencia de este medicamento
(FDA, 2023; Schneider et al., 2023). Sin embargo, la entidad requiere que se
realicen estudios posteriores a su comercializacion debido a los efectos graves
similares al chikungunya, que se presentaron en un pequefio porcentaje de los
individuos vacunados (1.5%) (FDA, 2023; Schneider et al., 2023).

e Zika

La enfermedad del zika, causada por ZIKV, se presenta en la mayoria de los
casos de forma asintomatica. Sin embargo, las manifestaciones clinicas, en los
casos no asintomaticos suelen confundirse con otras enfermedades arbovirales,
pues varios de sus sintomas incluyen fiebre, conjuntivitis, salpullido, artralgia,
mialgia, y edema periarticular (OPS, 2023). Ademas de ser transmitido a través
de vectores (dedes aegypti y Aedes albopictus), este arbovirus también se
reportd ser transmitido a través de relaciones sexuales, transfusion sanguinea,
y de madre a hijo durante el periodo de gestacion. La infeccion por el ZIKV en
mujeres embarazadas ocasiond abortos espontaneos y alteraciones patologicas
graves en el feto, como microcefalia o anomalias neurologicas y orofaciales
(Scotto, Massa, Spirito, & Fazio, 2024). También hay reportes que sugiere
que el ZIKV puede desencadenar el sindrome de Guillain-Barré, una afeccion
en la que el sistema inmunitario del paciente ataca sus nervios periféricos
(Nascimento & da Silva, 2017).

En Ecuador, el primer caso de zika se reportd en el afio 2015, cuando se
observo alta incidencia de otras enfermedades arbovirales como el dengue y
chikungunya. A pesar de que en este aflo solo se reportd un caso en la provincia
de Manabi, los dos afios subsiguientes fue cuando la enfermedad del zika tuvo
mayor incidencia en el Ecuador, reportandose 2 946 casos para el afio 2016, y 2
357 casos en el ano 2017. En el 2018, se reportaron 6 casos de esta enfermedad
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arboviral y desde entonces hasta la fecha (SE 16 del 2024) no hay registro de
nuevos casos de zika (Ministerio de Salud Publica, 2018, 2024).

Hasta el momento, no existe una vacuna contra el ZIKV que haya sido
aprobada por alguna entidad regulatoria, por lo tanto, su prevencion se basa en
el control de sus vectores y su tratamiento esta dirigido inicamente al alivio
de los sintomas.

3.1.3. Diagnostico

En Ecuador, la evaluacion clinica es el primer paso en la identificacion de
enfermedades arbovirales. Sin embargo, como ya se ha explicado en las
secciones anteriores, los sintomas de estas enfermedades son inespecificos
y pueden superponerse entre si, lo que hace que el diagnostico clinico sea
desafiante. Por lo tanto, luego de una evaluacion clinica, se realizan pruebas
de laboratorio. Uno de los métodos universales y de uso comtin en Ecuador
para el diagnoéstico de enfermedades arbovirales, son las pruebas seroldgicas
mediante el ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA). Este
método, permite la deteccion de anticuerpos en suero o plasma especificos
contra el virus que se requiera evaluar. La sefial de las IgG e IgM, a través de la
prueba de ELISA, permite determinar si se trata de una infeccion primaria o es
un caso de reinfeccion. A pesar de su frecuente uso en el diagnostico diferencial
de enfermedades arbovirales, la especificidad de las pruebas de ELISA puede
verse afectada por la reactividad cruzada que los anticuerpos producidos
por la infeccion de un virus en especifico, con otros virus estrechamente
relacionados como es el caso del ZIKV y el DENV (Priyamvada, Hudson,
Ahmed, & Wrammert, 2017; van Meer et al., 2017). En areas endémicas en
las que co-circulan varios arbovirus, como es el caso de Ecuador, aumenta
la probabilidad de que los pacientes produzcan anticuerpos de reactividad
cruzada (Kasbergen, Nieuwenhuijse, de Bruin, Sikkema, & Koopmans, 2023).

El método de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), especificamente
PCR de transcripcion reversa (RT-PCR) y/o RT-PCR cuantitativo (RT-qPCR)
también son utilizados con frecuencia en el diagnodstico de arbovirus en Ecuador
(Ministerio de Salud Publica, s. f.). Estas metodologias permiten detectar con
alta sensibilidad y especificidad el material genético viral en diferentes tipos
de muestras clinicas. La versatilidad y eficiencia del método de RT-qPCR
en su version multiple, permite la deteccion de co-infecciones no solo con
otros arbovirus sino también con otros patogenos en general dependiendo de
la metodologia establecida. A diferencia de las pruebas ELISA, esta prueba,
no permite la identificacion de infecciones previas, pero se puede tener un
diagnostico en periodos iniciales de la infeccion.
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Las pruebas de diagndstico rapido, también forma parte de las herramientas
de diagndstico arboviral en Ecuador. Estas pruebas detectan antigenos virales
o anticuerpos en muestras de sangre capilar o suero en minutos. Aunque son
menos sensibles que las pruebas de laboratorio convencionales, estas pruebas
pueden proporcionar resultados rapidos que facilitan la toma de decisiones
clinicas y de salud publica.

A pesar de la disponibilidad de varios métodos de diagnostico, existen
desafios significativos en el diagnodstico preciso de enfermedades arbovirales
en Ecuador. La superposicion de sintomas con otras enfermedades febriles, la
variabilidad en la presentacion clinica y la disponibilidad limitada de recursos
y capacitacion en laboratorios son algunos de los desafios principales.
Finalmente, no existe desarrollo nacional de diagnostico, por lo que todos los
insumos necesarios se importan, agavando mas la capacidad de vigilancia y
atencion adecuada a la poblacion general.

3.1.4. Perspectiva de futuro

La coevolucion huésped-virus ha permitido que los arbovirus desarrollen
numerosas estrategias para evadir el sistema inmunoldgico. Estos mecanismos
no se limitan a eludir la deteccion de los patrones moleculares asociados al
virus, sino que también intervienen en la produccion y sefalizacion de IFN-I,
la respuesta del sistema de complemento y los procesos de transcripcion y
traduccion celular, lo cual disminuye la eficacia de la inmunidad adaptativa
posterior. En el contexto de investigaciones futuras, es esencial identificar
mecanismos celulares vinculados con la respuesta inmune innata y su
interaccion con los arbovirus con el fin de identificar diversas estrategias de
prevencion y tratamiento de enfermedades causadas por estos patogenos.

En primera instancia, conocer los procesos descritos en este capitulo aporta
al desarrollo de estrategias terapéuticas que contrarrestan los mecanismos de
evasion antiviral. Por ejemplo, se ha identificado la presencia de estructuras
conservadas en NS5 de ZIKV, DENV y WNV lo cual podria emplearse para
desarrollar antivirales (Drickamer & Taylor, 2015; Duan et al., 2017). Como
una de las consecuencias, se esperaria que la proteina NS5 vea afectada su
capacidad de metilacion lo cual alteraria los pfARN y potenciaria la respuesta
antiviral de IFN e IFIT (Estévez-Herrera et al., 2021; S.-H. Li et al., 2013).
Adicionalmente, también se ha considerado el estudio de nuevos blancos
terapéuticos asociados al ciclo de replicacion viral; por ejemplo, se ha
propuesto que inhibir la proteina NS4B bloquearia la formacion del complejo
de replicacion viral en flavivirus (van den Elsen, Chew, Ho, & Luo, 2023).
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Otra aplicacion de estos conocimientos seria en el desarrollo de vacunas
atenuadas. En esta instancia, se podria disefiar una terapia combinada basada
en virus recombinantes con multiples mutaciones que afecten los distintos
pasos bioquimicos descritos aqui, para lograr una efectiva respuesta inmune
celular y humoral. Por ejemplo, se ha propuesto que vacunas contra arbovirus
deberian incluir mutaciones en diversas proteinas no estructurales incluyendo
aquellas prioritarias como NS5 en flavivirus y nsP2 en alfavirus (van Bree
etal., 2023). Es asi como, conociendo los diferentes componentes celulares que
intervienen durante la infeccion arboviral, se puede facilitar la identificacion
de los determinantes genéticos del huésped que puede afectar el progreso de la
infeccion y desarrollo de la enfermedad.

Finalmente, de acuerdo con lo expuesto en la seccion 5 de este capitulo, el
Ecuador es un pais con una alta incidencia de enfermedades arbovirales de
importancia para la salud publica. La diversidad biologica y ecologica del pais,
junto con factores socioecondmicos y ambientales, influyen en la dinamica
de transmision de estos virus. Por lo tanto, es imperativo realizar estudios
de investigacion continua que permitan entender como el sistema inmune de
la poblacion local responde ante la exposicion de los arbovirus circulantes,
asi como también ante diferentes estrategias terapéuticas como las vacunas
contra los diferentes arbovirus, las cuales, como ya se menciono, ain no se
distribuyen en Ecuador (a excepcion de la vacuna contra la fiebre amarilla).
Esto contribuiria al desarrollo de estrategias terapéuticas que apoyen en el
control de estos brotes en la poblacion ecuatoriana. Ademas, la vigilancia
epidemiolédgica es fundamentales para detectar y responder rapidamente a
posibles brotes y nuevas variantes virales. La colaboracion interdisciplinaria
entre instituciones de salud, académicas y gubernamentales es esencial
para abordar este desafio de manera integral y mitigar el impacto de las
enfermedades arbovirales en la poblacion ecuatoriana. Mas importante, luego
de la experiencia de COVID-19, la colaboracién entre el gobierno, academia 'y
empresa privada deben priorizarse para lograr la soberania en salud mediante
el desarrollo nacional de tratamientos y diagnosticos para las enfermedades
infecciosas arbovirales.
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3.2. Epidemiologia del virus del Papiloma humano en mujeres
ecuatorianas con lesiones cervicouterinas y cancer
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Guayaquil, Ecuador

2 Facultad de Ciencias de la Salud y Desarrollo Humano, Universidad
ECOTEC, Via Samborondén Km. 13.5, Samborondén, Ecuador.

3 Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Catdlica de Santiago de
Guayaquil, Av. Pdte. Carlos Julio Arosemena Tola Km 1 ', Guayaquil,
Ecuador.

4 Laboratorio de Microbiologia, Hospital IESS “Ceibos” Av. del Bombero,
Guayaquil, Ecuador.

> Laboratorio KOCH, Costanera 1000 entre Ilanes y Mirtos, Urdesa Central,
Guayaquil, Ecuador

®Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, Autopista Novia del Mediodia,
Km 6 %, La Lisa, La Habana, Cuba.

"Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad “Espiritu Santo”, Km. 2.5 Via
a Samboronddén, Samborondon, Ecuador.

3.2.1. Biologia
3.2.1.1. Caracteristicas generales del Virus del Papiloma Humano

Son virus desnudos, la capside viral presenta simetria icosaédrica, tiene un
diametro de 55 nm y estd compuesta por 72 capséomeros, de los cuales 60
son hexonas y el resto pentonas. Esta formada por dos proteinas estructurales;
denominadas L1, y L2, proteinas de la capside (Figura 3.2.1). Al ser virus
desnudos, los VPH son relativamente resistentes al calor y a los solventes
organicos, incluso muestran una resistencia y estabilidad mayor que otros
virus desnudos (Howley, Schiller, y Lowy 2013; Santos-Lopez et al. 2015)
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Figura 3.2.1. A) Imagen en 3D de un virién que ha sido reconstruido por medios
informaticos a partir de imagenes obtenidas por microscopia crioelectronica
B) Diagrama de la capside del VPH, donde se observa la proteina principal de
la capside L1, asi como el genoma viral empaquetado con histonas celulares.
Modificada de Hulo et al. 2011.

3.2.1.2. Organizacion genomica del virus

Su genoma es un ADN circular de doble hebra lineal de 8 kb, con un didmetro
de 52-55 nm. Posee en promedio ocho marcos abiertos de lectura (MAL)
importantes, que son expresados a través de acidos ribonucleicos mensajeros
(ARNm) policistronicos (Howley et al. 2013; Santos-Lopez et al. 2015).

Este codifica para nueve genes, los cuales se clasifican en:

1. Regiones tempranas (E, por “early”). Contienen aproximadamente
4000 pares de base. Contiene los genes E1, E2, E4, ES, E6 y E7 que
codifican para proteinas transformadoras, replicadoras y reguladoras.

2. Region tardia (L, por “late”), posee 3000 pares de base (pb). Comprende
los genes L1 y L2 que codifican para proteinas estructurales de la
capsida.

3. Region reguladora. Conocida como la Region Larga de Control o LCR,
por sus siglas en inglés (Long Control Region). Contiene 1000 pb y en
ella se encuentran los sitios donde se unen los factores de transcripcion
que controlan la replicacion viral y la expresion génica (Bernard 2013;
van Doorslaer et al. 2018) (Figura 3.2.2).

La funcion de los genes localizados en las diferentes regiones del genoma del
VPH, asi como de las proteinas codificadas, se resume en la Tabla 3.2.1.
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Figura 3.2.2. Estructura del genoma del Virus del Papiloma Humano. Region
E temprana que contiene los genes El, E2, E4, ES y los oncogenes E6 y
E7 causantes de la transformacion maligna de la célula infectada. E1 y E2
mantienen bajos los niveles de expresion de E6 y E7. La integracion al genoma
de la célula infectada ocurre en las regiones E1 y E2, produciéndose sobre
expresion de los oncogenes virales, su expresion es impulsada por el promotor
temprano viral Pt. La region tardia que codifica L1 y L2 son proteinas de
la capside necesarias para formar nuevas particulas virales y su expresion es
impulsada por el promotor tardio viral Pdt. La region reguladora LCR no es
codificante y desempefa un papel importante en la regulacion de la replicacion
viral y la transcripcion del ADN viral. Adaptado de (Doorbar et al. 2015)

3.2.1.3. Organizacion estructural del virus

Las proteinas que forman la capsida contienen 360 copias de la proteina
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mayoritaria (L1) y de la proteina minoritaria (L2), s6lo 12 copias. L1, es una
proteina de 55 kD, constituye el 83% de la capsida, posee la capacidad de auto
ensamblarse espontaneamente en particulas similares a virus (VLP- del inglés,
virus like particles). Asi mismo, ayuda en el ensamblaje de estos VLP hacia las
células diferenciadas de las capas superficiales del epitelio cervical (Bernard

2013; Santos-Lopez et al. 2015).

Tabla 3.2.1.

Principales funciones de regiones del genoma y las proteinas del VPH

REGION FUNCION

LCR Sitio de unién de factores de transcripcion, controla la expresion génica.

E6 Promueve la inmortalizacion celular mediante la degradacion de p53,
modifica la adhesion celular y la diferenciacién por la degradacion Tap63
y p73.

E7 Promueve la degradacién de pRb permitiendo la progresion de la fase S
del ciclo celular, induce a la inestabilidad cromosomal.

E5 Induce a la proliferacion celular, contribuye a la evasion de la apoptosis,
regula a la baja expresion del complejo mayor de histocompatibilidad.

E1 ADN helicasa dependiente de ATP, participa en la replicacion viral.

E2 Co-activador de la replicacion del ADN viral, represor transcripcional de
E6 y E7, regula el ciclo celular y la apoptosis, interacttia con la cromatina
para la segregacion del genoma viral.

E4 Se une a las proteinas del citoesqueleto para alterar su estructura en la
fase G2.

L1 Proteina estructural mayoritaria, se auto ensambla en capsomeros,
interacttia con la proteina L2 para formar la capsida.

L2 Proteina menor de la capsida.

Nota: Extraido de (Bernard 2013; Santos-Lopez et al. 2015).

3.2.1.4. Taxonomia

Estos virus pertenecen a la familia Papillomaviridae. Los géneros de esta
familia se han designado con letras griegas (ejemplo Alpha Papillomavirus).
Hasta el momento se han descrito 39 géneros, de los cuales el VPH posee
especies en cinco de estos géneros: Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus,
Gammapapillomavirus, Mupapillomavirus y Nupapillomavirus (Tabla 3.2.2)

(Bzhalava, Eklund, y Dillner 2015).
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Tabla 3.2.2.

Clasificacion taxonomica del VPH

GENEROS ESPECIES TIPOS
Alphapapillomavirus 14 61
Betapapillomavirus 5 46
Gammapapillomavirus 27 77
Mupapillomavirus 2 1
Nupapillomavirus 1 1

Nota: Extraido de (Bernard 2013; van Doorslaer et al. 2018; Villiers et al.
2004).

3.2.2. Epidemiologia y clinica

3.2.2.1. Clasificacion del VPH estd basada en la secuencia nucleotidica del
MAL (Marco Abierto de Lectura)

Se han identificado unos 360 potenciales genotipos diferentes de VPH
(Castellsague et al. 2016; Gonzalez-Andrade y Sanchez 2009; Mejia et al. 2016;
Tornesello et al. 2008), con relacion al estudio del género Alpha Papillomavirus
asociado con lesiones patologicas y oncogénicas. Esta familia estd compuesta
por los linajes, variantes y sublinajes, que también se organizan en grupos de
especies: Alpha-3 (VPH 61), Alpha-5 (VPH 26, 51, 69 y 82), Alpha-6 (VPH
30, 53, 56, 66), Alpha-7 (VPH 18, 39, 45, 59, 68, 70, 85y 97), Alpha-9 (VPH
16,31,33,35,52,58 y 67), Alpha-10 (VPH 6 y 11) (Bzhalava et al. 2015). Los
genotipos de la especie Alpha Papillomavirus-9 han demostrado poseer una
gran importancia clinica y epidemiolégica, pues incluyen al VPH 16, al igual
que los VPH 31, 33, 35, 52 y 58; siendo la excepcion el VPH 67 debido a su
baja prevalencia (Bernard 2013).

3.2.2.2. Variantes del VPH

Hay numerosas variantes de acuerdo con su origen geografico y sus relaciones
filogenéticas como: Linaje A (europeas y asidticas), Linajes B y C (africanas)
y Linaje D (asiatico-americanas) (Burk, Harari, y Chen 2013). La contribucion
de las variantes genéticas a la carcinogénesis del cancer cervicouterino puede
ser dividida en 4 formas: (i) Adquisicion de la infeccidon por exposicion
(diferencias en la infectividad); (ii) persistencia a largo plazo mayor a uno
o dos anos puede reflejar diferencias virales en la respuesta inmunitaria del
huésped u otras propiedades bioldgicas; (iii) el desarrollo de lesiones cervicales
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precursoras debido a la persistencia (iv) diferencias en la desregulacion de la
diferenciacion celular o acumulacion de cambios celulares somaticos en las
células premalignas o del estroma; y por ultimo, (v) invasion de células que
contienen VPH (Bedoya-Pilozo 2022; Molet et al. 2019).

3.2.2.3. Ciclo biologico del VPH

El ciclo bioldgico del VPH esta relacionado con el objetivo de infectar al
epitelio estratificado buscando llegar a las células basales. La forma en que
penetran los viriones es a través de areas dafiadas del epitelio, provocadas en
su mayoria por abrasiones menores, las cuales pueden suscitarse durante las
relaciones sexuales (Insinga, Dasbach, y Elbasha 2009; Sanjose, Brotons, y
Pavon 2018). A través de un receptor de membrana, la molécula a6-Integrina,
nombrado a6-Integrina, el VPH se une a su célula blanco. EI VPH virus inicia
su ciclo infectando a las células de las capas basales del epitelio, donde inicia
la transcripcion de sus genes. Una vez que penetra a las células por endocitosis,
se produce un proceso de desnudamiento y el ADN se dirige al nticleo donde se
mantiene de forma episomal. El ADN viral permanece en ese estado episomal
(circular) fuera de los cromosomas del hospedador, replicandose a niveles
muy bajos en coordinacion con la division celular. El proceso de replicacion
queda limitado al ciclo celular, debido a que el VPH no codifica para proteinas
con actividad ADN polimerasa. En un inicio, la proteina E2 es la que controla
la replicacion viral, pero, cuando las células han avanzado a la superficie del
epitelio, estas maduran, proceso durante el cual las proteinas E6 y E7 actiian
en el ciclo celular posibilitando el ensamblaje de los viriones y la replicacion
viral (Figura 3.2.3). Las células basales se diferencian en queratinocitos y
dejan de replicarse, y cuando alcanzan las capas superficiales, se posibilita
la expresion de los genes tardios y se produce el ensamblaje de las particulas
del virus y su posterior liberacion (Doorbar et al. 2015; Howley et al. 2013;
Sanjose et al. 2018; Schiffman et al. 2016).

202



Enfermedades infecciosas y emergentes: Ecuador

‘sarorradns sorera3ds sedeo se[ ud seperoudIdfIp selly seyn[o ud sonpoid os
Texia oruagoad e[ o3on] A seperoudIdfipur sofeseq soeroido se[nyoo sey otowrid vJOJUI HJ A SNIIA
19 "ydeid oy purw ud opesyrpowt A (L 10T [e 19 AIO[[BJA) 9p OPIeNXH "HdA 9P O[d1D "€°C*E »4nSLY

HdA dod opejosjul ojjajd3 opejoajul ou oljayd3y
siuaQg
euewud
Ui
|eseg m
ewousb |ap =
ugioeljday o
seulejoid ap osouids3
ugisaidxy |
alejqwesus A osojnueln
ugloBInpe = 03UJ0D

uoloeUIWSSIq

203



Derly Andrade Molina

Cuando la infeccion es transitoria, el VPH se encuentra de forma episomal en
el ntcleo, sin integrarse al ADN del hospedador. Para integrarse necesita de
las proteinas virales E6 y E7, las cuales degradan las proteinas supresoras de
tumores, pS3 y la pRb. La supresion de la p53 induce a la célula a perder su
capacidad de monitoreo del estado del ADN de la célula, inhibiendo ademas
la apoptosis. Por otro lado, al suprimir la accién de la pRb, esto hace que
la célula se divide permanentemente (Garza-Salazar, Morales-Vasquez, y
Meneses-Garcia 2017; Mirabello et al. 2018; Oyervides-Muioz et al. 2018;
Schiffman et al. 2016; The Cancer Genome Atlas Research Network 2017).
Esta desregulacion de control del ciclo celular favorece la transformacion de
la célula y la progresion al cancer cervical.

3.2.2.4. Manifestaciones clinicas

Los VPH se dividen en tres grupos principales, de acuerdo con sus
caracteristicas clinicas: cutaneos, muco-cutdneos y aquellos asociados con
el desorden recesivo autosomal raro, Epidermodisplasia Verruciforme (EV).
Los VPH cutaneos pertenecen al género Beta, con pocos miembros en los
géneros, Gamma, Mu y Un; mientras que el género Alpha contiene a todos los
VPH mucosos y algunos del tipo cutaneo (Cubie 2013). También, pueden ser
agrupados de acuerdo con las zonas anatomicas donde son encontrados: piel
externa, mucosas anogenitales y orales, Tabla 3.2.3.

Mientras ciertos tipos de VPH se asocian con caracteristicas morfologicas
particulares, la asociacién no es absoluta y la infeccion por VPH puede ser
productiva, subclinica o latente, tanto en piel como en mucosas. Las lesiones
productivas como las verrugas pueden ser vistas clinicamente, mientras que
las infecciones subclinicas de las mucosas necesitan herramientas adicionales
tales como el examen microscopico con la ayuda del acido acético aplicado
topicamente (Cubie 2013).
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Tabla 3.2.3.

Enfermedades provocadas por diferentes tipos de VPH en humanos}

Localizacion Enfermedad Tipo de VPH
teristi
caractenistica Bajo riesgo Alto riesgo
Cutdnea Verrugas vulgares 1,2,4,7,26,27,29,57
Verrugas planas 3,10, 28, 41
Verrugas plantares 1,4,57,60, 63, 65 66
Epidermodisplasia 9,12,14,15,17,19, 20,21, 5,8
Verruciforme 22,23,24, 25, 36,37, 38,
46,47, 49, 50
Genital Condiloma acuminado 6, 11, 30, 32, 40, 41, 42, 43, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
44,54, 55,61,70,72,81 51,52, 53, 56,59
LSIL 6,11, 40, 42,43, 44,54, 61, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
70,72, 81 51, 52, 53, 56, 59
HSIL 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
Carcinomas escamosos 51, 52, 56, 58, 59
invasivos
Adenocarcinoma
Carcinomas
adenoescamosos

Cabeza y Cuello  Papiloma laringeo 6,11, 32

Papilomas orales 13, 16, 32, 57

Carcinomas escamosos 6, 11 16, 18, 31, 33, 35, 51
invasivos (cavidad

oral, orofaringe,

laringe)

Nota: Adaptado de Medicina Interna de Farreras (Rozman Borstnar y
Cardellach 2017).

Los VPH latentes son detectables solamente a través de la demostracion
del ADN del VPH en piel y mucosas clinicamente sanas. Las infecciones
productivas estan asociadas con la expresion total de genes virales y la
produccién de particulas virales maduras, mientras que, en infecciones
persistentes, se suspenden las funciones celulares normales y se anulan los
eventos tardios del ciclo de vida de los virus. Aproximadamente el 70% de las
infecciones por VPH se resuelven de forma espontdnea en un afio y el 90 % en
dos afios, mientras que la persistencia por VPH se desarrolla en el resto de los
casos. Las lesiones de alto grado y el CaCU aparecen en un periodo de cinco
afios, como promedio (Dutta et al. 2016; Kodaman et al. 2014).
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3.2.3. Diagnéstico
3.2.3.1. Diagnostico citologico e histologico de las lesiones cervicales.

La mayor parte de las infecciones con VPH en mujeres jovenes son transitorias
y tienen poca importancia a largo plazo. El1 70% de las infecciones desaparecen
en un afio y el 90 % en dos afios (Kiseleva VI et al. 2019). Los VPH de bajo
riesgo causan generalmente verrugas genitales y lesiones cervicales de bajo
grado. En el caso de los VPH de alto riesgo, cuando la infeccion persiste,
entre el 5% y el 10% de las mujeres infectadas, existe el riesgo de desarrollar
lesiones precancerosas en el cuello uterino, que pueden progresar a CaCU. Este
proceso normalmente lleva entre 15 y 20 afios, dando muchas oportunidades
a la deteccion y el tratamiento de las lesiones precancerosas, a menudo con
altas tasas de curacion. El CaCU se origina fundamentalmente en la zona de
transicion o transformacion celular del cuello uterino. Las células normales se
transforman gradualmente pasando por diferentes estadios hasta convertirse
en células neoplasicas (Kiseleva VI et al. 2019).

El sistema de Bethesda posibilita normalizar los resultados de los estudios
histopatologicos de frotis cervicales. Este sistema fue creado en 1988; en
virtud de los avances en las técnicas de tamizaje y la masiva utilizacién de
las vacunas contra VPH, y ha sido objeto de varias actualizaciones, la tltima
se realiz6 una actualizacion en el afio 2014 (Nayar y Wilbur 2014; Solomon
et al. 2002). Este sistema permite interpretar las anormalidades en las células
epiteliales, clasificindolas en dos grandes grupos: de células escamosas y de
células glandulares (Nayar y Wilbur 2014). Las de células escamosas son de
dos tipos: Atipicas, que a su vez se dividen en 4 categorias en orden creciente
del grado de displasia y Carcinoma de células escamosas. La division en la
terminologia para el reporte de la atipia esta relacionada con la historia natural
y la evolucion de la infeccion por VPH. En este sentido se pueden producir
cambios de bajo grado por infecciones transitorias o lesiones de alto grado por
infecciones persistentes de larga evolucion. Las de células glandulares, que se
dividen en atipias, adenocarcinomas de diverso grado y otros tipos de cancer
(Figura 3.2.4).

Con respecto a la histologia, existe una clasificacion histologica, publicada
en el afio 1995, conocida como Sistema de Richart (Richart 1995) y que es
todavia el método utilizado para el diagnodstico histologico de las lesiones
cervicales. Mediante este sistema, las lesiones cervicales se clasifican en:
no util, negativo para células neoplasicas, infeccion con VPH, neoplasia
intraepitelial cervical de grado 1 (NIC 1), neoplasia intraepitelial cervical de
grado 2 (NIC 2), neoplasia intraepitelial cervical de grado 3 (NIC 3), carcinoma
in situ, carcinoma invasor, célula neoplasica de otro origen e infecciones por
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gérmenes especificos u otras observaciones. En este caso la clasificacion
de NIC 1 incluye los casos con displasia leve, la NIC 2 incluye casos con
displasia moderada y la NIC 3 incluye aquellos casos con displasia severa o
carcinoma in situ. Este sistema de clasificacion histologica se actualizo durante
los ultimos afios, para homogeneizar criterios con el sistema de clasificacion
citologica de Bethesda (Solomon et al. 2002).

INTERPRETACION/RESULTADO

Negativa para lesion intraepiteial o Malignidad
* No existe evidencia celular de neoplasia.

Hallazgos no neoplasicos (opcional):

* Variaciones celulares no neoplasicas: metaplasia escamosa, cambios
queratoticos, metaplasia tubal, atrofia y cambios asicuados al embarazo

» Cambios celulares reactivos asociados a: inflamacion (incluida reparacion
tipica), cervicitis folicular, radiacion, dispositivo intrauterino.

¢ Células glandulares en mujeres con histerectomia.
Organismos:
* Trichomonas vaginalis
* Elementos micdticos morfolégicamente compatibles con Candida
» Cambios de la microbiota vaginal sugestivos de vaginosis bacteriana.
* Bacterias de caracteristicas morfologicamente compatibles con Actinomyces
» Cambios celulares compatibles con herpes simple.
» Cambios celulares compatibles con citomegalovirus
Anormalidad en células epiteliales
Células escamosas
* Células escamosas atipicas
 Células escamosas con atipias de signado indeterminado (ASC-US).
» Células escamosas con atipias que no excluyen una lesion de alto grado
(ASC-H).
* Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LSIL): VPH / NIC 1 /
displasia leve.

* Lesion intraepitelial escamosa de ato grado (HSIL): NIC 2-3 / CIS /
displasia moderada y severa.

* Carcinoma de células escamosas
Células glandulares:
* Células glandulares atipicas

* Endocervicales, endometriales, glandulares (cuando no se puede precisar
origen).
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* Células glandulares con atipias a favor neoplasia.
» Adenocarcinoma endocervical in situ.
» Adenocarcinoma
» Endocervical, endometral, extrauterino.
* Sin especificar
« Otras neoplasias malignas (especificar)
Otro

» Células endometriales en mujeres de 45 afos de edad o mas (especificar si es
negativa para lesion intraepitelial escamosa).

Figura 3.2.4. Sistema Bethesda. Adaptado de Actualizacion en el reporte de
citologia cérvicovaginal basado en el Sistema Bethesda 2014, extraido de
(Nayar y Wilbur 2014; Solomon et al. 2002).

3.2.3.2. Diagnéstico por PCR

Alolargo delos afios se han empleado diferentes cebadores generales o consenso
para la deteccion de un amplio espectro de tipos del VPH. Los cebadores mas
utilizados para este fin son los MY09/11, PGMY, GP5+/6+ y SPF10. Estos
cebadores se hibridan al ORF L1 del VPH, en regiones conservadas o variables
de este. Luego de haber desarrollado la PCR (conociendo la presencia del
VPH) vy si se desea saber el tipo especifico del VPH presente en la muestra,
se pueden utilizar diversos métodos como: analisis con enzimas de restriccion
(RFLP, del inglés, restriction fragment length polymorphism), hibridacién
reversa (RLB, del inglés, reverse line blotting) y secuenciacion nucleotidica
del ADN amplificado (Camargo et al. 2011; Jacobs et al. 1995; Molet et al.
2019; de Roda Husman et al. 1995).

La secuenciacion es el estandar de oro para la genotipificacion del VPH, ya
que proporciona informacion util de la secuencia y de posibles mutaciones.
Pero la secuenciacion por el método de Sanger tiene una gran desventaja
ya que pueden existir infecciones multiples del VPH en una muestra; esto
conlleva a la generacion de secuencias mezcladas de distintos tipos del VPH
y su interpretacion es extremadamente dificil (Molet et al. 2019; Sanger y
Coulson 1975).

3.2.3.3. Cebadores MY

El set de cebadores MY es uno de los sistemas de amplificacion mas
frecuentemente utilizados para detectar el VPH en todo el mundo. Los
cebadores MY (MY11, sentido positivo y MY09, sentido negativo) tienen
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como diana la regién L1, generando un amplicon de 450 pb y son capaces de
detectar mas de 25 genotipos del VPH (VPH 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39,
40,42, 45, 52,53, 55, 56, 58, 59 y otros) (Depuydt et al. 2007).

3.2.3.4. Hybrid Capture 2 (HC2; Digene-Qiagen)

Este ensayo presenta alta sensibilidad para el diagnostico del VPH en mujeres
con neoplasia intraepitelial cervical (NIC) grado 2 o superior, discriminando
entre VPH-AR (VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68) y
VPH-BR (VPH 6, 11, 42, 43 y 44) (Barzon et al. 2012), pero sin la capacidad
de distinguir cada tipo individualmente. El ensayo es capaz de detectar
ADN viral en muestras de pacientes por medio de la hibridacion de sondas
de ARN (complementaria a la secuencia de cada genotipo), con sefial de
quimioluminiscencia. El ADN viral se hibrida con la sonda en una solucion,
formando un hibrido ADN-ARN. Los hibridos son capturados por anticuerpos
pegados a las paredes de una microplaca que puede reconocer especificamente
hibridos ADN-ARN. Estos hibridos que han sido inmovilizados son detectados
por reacciones que generan luminiscencias medibles por un luminémetro.

3.2.3.5. Cervista® HPV (Hologic, Inc.)

Es capaz de detectar 14 tipos del VPH-AR (VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68), sin tipificarlos individualmente. Presenta una
sensibilidad del 100% en la deteccion de NIC 3 y del 98% para las NIC 2,
comparandolo con HC2. Tiene una baja tasa de falsos- positivos y una alta
especificidad y sensibilidad para detectar el VPH 16 y 18 (Zhao et al. 2017).

3.2.3.6. Cobas 4800 HPV (Roche Diagnostics)

Es una técnica cuantitativa de PCR (qPCR), que permite la deteccion en grupo,
de 12 tipos del VPH-AR, y simultaneamente la genotipificacion individual
de los VPH 16 y VPH 18. Ha sido validada clinicamente y aprobada por la
FDA (Food and Drugs American Agency, por sus siglas en inglés) para el
diagnostico del VPH-AR. (Duan et al. 2020; Wang et al. 2020)

3.2.3.7. Abbott Real-Time High-Risk HPV (ART; Abbott Molecular)

Este ensayo cuantitativo de PCR en Tiempo Real (PCR-TR) es capaz de
detectar 12 genotipos del VPH de AR (VPH 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66 y 68) y al mismo tiempo tipificar el VPH 16 y VPH 18. Esta técnica
puede ser utilizada para la deteccion primaria y el seguimiento de casos con
citologias anormales (Poljak y Ostrbenk 2013).
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3.2.3.8. Ensayos para la genotipificacion del VPH

En los ultimos 20 afios se han desarrollado variados sistemas de deteccion y
tipificacion de los diferentes genotipos de VPH (Tabla 3.2.4).

Tabla 3.2.4.

Estuches comerciales para la tipificacion de VPH.

SISTEMAS COMERCIALES DE GENOTIPIFICACION DE VPH

Nombre del estuche  Principio Genotipos de VPH que identifica
comercial
INNO-LiPA HPV PCR Hibridacion VPH 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56,
Genotyping Extra  reversa 58, 59, 66, 68, 73, 82, 6, 11, 40, 43, 44, 54, 69, 70,
(Innogenetics) 71,74, 118,129,130
PCR Human PCR RFLP VPH 16, 18, 31, 33, 35, 52b, 58, 6, 11
Papillomavirus
Typing Set (Takara
Bio Inc.)

i PCR Hibridacion 6,11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45,
IntelliPlex™ HPV
DNA Genotyping 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 66, 68, 70, 73, 81

(CP8304), 82, 83, 131

CLART® Human ~ PCR VPH 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43,
Papillomavirus 2 Hibridacién 44, 45,51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 68,
(Genomica, Espafia) microarreglos 70, 71,72, 73, 81, 82, 83, 84, 85 y 89
Linear Array VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
genotyping HPV PCR Hibridacion 68, 6, 11, 26, 40, 42, 53, 54, 55, 61, 62, 64, 66, 67,
(Roche Molecular 69,70,71,72,73,81, 82, 83, 84,1539, CP6108,
Systems) 121,132,135,136
PapilloCheck® PCR Hibridacion VPH 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44,
(Greiner Bio One)  DNA chip 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73 y 82

Nota: Adaptado de Incorporacion de la prueba de VPH en programas de
prevencion de cancer cervicouterino. Manual para gerentes de programas de
salud (O.P.S./0.M.S. 2016).
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Inicialmente fueron sistemas basados en PCR acompafada de hibridacion
reversa o el uso de enzimas de restriccion acopladas a una PCR inicial.
Posteriormente, han aparecido estuches diagnosticos comerciales basados en
PCR-TR vy otros que emplean hibridacion asociada al uso de microarreglos de
ADN.

3.2.3.9. Anyplex™ II HPV28 detection (H28) (Seegene®, Corea del Sur)

Es un ensayo de PCR-TR capaz de detectar y genotipificar individualmente
hasta 28 genotipos del VPH en dos reacciones. Tiene potencial de mejorar
la genotipificacion del VPH utilizando las tecnologias Dual Priming
Oligonucleotide (DPO™), Tagging Oligonucleotide Cleavage and Extension
(TOCE™) y el analisis semicuantitativo (Cyclic- CMTA).

En el ensayo cada genotipo del VPH consta de una “etiqueta” o molécula
distinta, que es capaz de hibridarse y alargar una secuencia marcada en
particular. El estuche comercial posee varias etiquetas con sus respectivas
secuencias marcadas y cada una de ellas posee una temperatura de fusion
distinta. Esta particularidad permite hacer la distincion y deteccion de varios
genotipos del VPH por medio de andlisis de la temperatura de fusion en un
solo canal de lectura de fluorescencia. La temperatura de fusion ™ puede ser
medida durante diferentes puntos o ciclos en la reaccion de PCR (en los ciclos
25, 35 y 45), esto se conoce como analisis ciclico de la temperatura de fusion
(Cyclic-CMTA). La cuantificacion de las muestras de interés se determina por
medio de los puntos cyclic-CMTA, basado en la concentracion de un estandar
conocido (Cornall, Poljak, Garland, Phillips, Machalek, et al. 2017; Cornall,
Poljak, Garland, Phillips, Tan, et al. 2017; Jung et al. 2016; Pasquier et al.
2017).

El sistema de tipificacion Anyplex II HPV28 ha sido evaluado extensamente
y comparado con diversos estuches comerciales. Los resultados demuestran
que posee un nivel de especificidad y sensibilidad, igual o mayor que sistemas
similares. Recientemente, algunos estudios en Ecuador han basado sus
evaluaciones en esta prueba, proporcionando evidencias particulares de la
circulacion de VPH en el pais, como la presencia de infecciones multiples
con frecuencias relativamente mas altas que lo observado en otras regiones
(Bedoya Pilozo et al. 2022).
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3.2.4. Estado del arte sobre la enfermedad y el agente etiologico en el
Ecuador

La mayor parte de las infecciones con VPH (Virus Papiloma Humano) son
transitorias y tienen poca importancia a largo plazo. E1 70% de las infecciones
desaparecen en un afio y el 90 % en dos afios. Los VPH de bajo riesgo causa
generalmente verrugas genitales y lesiones cervicales de bajo grado y los
de alto riesgo, entre el 5% y el 10% de los casos pueden progresar a CaCU
(Cancer cérvico uterino), este proceso normalmente lleva entre 15 y 20 afios
(Sung et al. 2021).

El Cancer de cuello uterino (CaCU) es la cuarta forma de cancer mas frecuente
en las mujeres y una de las principales causas de fallecimiento por cancer
a nivel global (segundo en el grupo de mujeres entre 15 a 44 afios), con un
estimado de 528000 nuevos casos y 266000 defunciones por afio. Mas del
84% de los casos son diagnosticados en paises en vias de desarrollo, siendo
en estos paises la segunda causa de cancer, solo después del cancer de mama.
Asia acumula la vasta mayoria de casos (285000) y muertes (144000), seguido
de Africa (99000 casos y 60000 muertes) y las Américas (83000 nuevos casos
y 36000 muertes) (Bruni et al. 2021%).

En la mayoria de las poblaciones europeas y norteamericanas, las tasas de
incidencias de CaCU comienzan a incrementarse entre los 20 y 24 afios, por lo
tanto, el riesgo se incrementa alcanzando un pico usualmente alrededor de los
35 y 39 anos. El cancer cervicouterino es diagnosticado mas frecuentemente
a las edades entre 35 y 64 afios (66% de los casos) con una edad media de 49
afios (y 58 afios de muerte). En Latinoamérica, el CaCU tiene un enorme peso
para los sistemas de salud de la region, en paises como Honduras, Nicaragua,
El Salvador, Bolivia, Paraguay y Ecuador, donde representa la principal causa
de muerte por cancer (Bruni et al. 2021%; Memon y Bannister 2019; Vargas
Hernandez 2018).

212



Enfermedades infecciosas y emergentes: Ecuador

Tabla 3.2.5.
Estadistica mundial del VPH

POBLACION Mundo Paises en vias de Paises
desarrollo desarrollados
Mujeres en riesgo para desarrollar 2716830 2174580 542250

cancer cervical (Poblacién femenina
con una edad mayor o igual a 15
anos) en millones.

CARGA DEL CANCER CERVICAL

Numero anual de nuevos casos de 527624 444546 83078
cancer cervicouterino.

Tasas de incidencias de cancer 14,0 15,7 9,9
cervical estandarizadas por 100000
habitantes.

Numero anual de fallecimientos por 262672 230158 35514
cancer cervicouterino.

Tasas de mortalidad de cancer 6,8 8,3 3,3
cervical estandarizadas por 100000
habitantes.

CARGA DE LA INFECCION CERVICAL POR VPH

Prevalencia (%) de VPH 16 y/o VPH 18 entre mujeres con:

Citologia normal 3,9 3,8 3,8

Lesiones cervicales de bajo grado 25,5 24,5 25,9
(LSIL - NIC 1)

Lesiones cervicales de alto grado 51,5 46,1 53,6
(HSIL - NIC 2/NIC 3)

Cancer cervicouterino 70,0 71,9 71,5

Nota: Adaptado de Bruni y cols., 2021. Reporte del Virus del Papiloma
Humano y Enfermedades Relacionadas del Instituto Catalan de Oncologia
(Bruni et al. 2021a).

Los estudios de GLOBOCAN para Ecuador, en el afio 2020, refieren que
hubo 813 mujeres por CaCU y se diagnosticaron 1 534 nuevos casos de este
mismo cancer. Por otro lado, considerando las cifras publicadas por el Instituto
Nacional de estadisticas y Censo del Ecuador (INEC), en su pagina web (Figura
3.2.5), las cuales estan basadas en los registros de casos de tumores en la red
nacional de hospitales oncologicos de la Sociedad de Lucha Contra el Cancer
(SOLCA), desde el afio 2010 hasta el 2017, se evidencia un mantenimiento
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de la mortalidad con una tendencia al crecimiento lineal positivo (Bruni et al.
2021b; INEC-Instituto Nacional de Estadisticas y Censos 2020).

Cancer Cervicuterino en el Ecuador: mortalidad y
morbilidad 2010 - 2017 (Fuente: INEC)
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Figura3.2.5. Evolucion de lamortalidad y morbilidad del cancer cervicouterino
2010-2017. Extraido del Instituto Nacional de Estadisticas y Censos del
Ecuador (INEC-Instituto Nacional de Estadisticas y Censos 2020).

La prevalencia de VPH 16 y 18 en los casos de CaCU representa mas del 70%
del total de muestras positivas al VPH en el mundo, siendo el VPH 16 el mas
prevalente (Castellsague et al. 2016; Sanjose et al. 2010). Los genotipos mas
frecuentes como el 16, 18,31, 33, 35,45, 52 y 58, estan asociados al 90% de los
casos de carcinomas cervicales y entre un 65% y 76% de los casos con lesiones
intraepiteliales de alto grado (HSIL, high grade squamous intraepithelial
lesions, por sus siglas en inglés). La distribucion de los genotipos presenta
variaciones que pueden estar determinadas por factores étnico-geograficos
(Figura 3.2.6). Los genotipos de VPH 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 58 y 59
se encuentran con mayor frecuencia en Africa y Latinoamérica. En Indonesia
y Argelia el mas comun es el VPH 18. Los VPH 33, 39 y 59 se dan con mayor
frecuencia en Centro América y el VPH 45 en Africa Occidental (Bernard
et al. 2013; Sanjose et al. 2010).
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3.2.4.1. Epidemiologia molecular del VPH en el Ecuador

En un estudio piloto del 2008, con 71 casos de mujeres ecuatorianas con
lesiones cervicales, se evidencid que el 43,7% de la poblacion resultd positiva
para el VPH. Los tipos de VPH mas frecuentes fueron el 16 (64,5%) y el 81
(29%) seguidos por el 31, 53, 56 y 58 (Tornesello et al. 2008). En el 2009, una
investigacion en la provincia de Santa Elena evidencio una alta circulacion del
VPH en mujeres (24,2%), detectando de manera mas frecuente los tipos de
VPH de alto riesgo (VPH-AR) (16, 52, 58, 59) y bajo riesgo (VPH-BR) (62,
71, 72 y 83) (Brown et al. 2009). En ese afio, Gonzalez y Sanchez analizaron
127 mujeres mestizas de la ciudad de Quito, encontrando una prevalencia
de infeccion por VPH (67%) los genotipos de alto riesgo mas frecuentes
fueron el VPH 16 y 31 (Gonzalez-Andrade y Sanchez 2009). Una reciente
investigacion realizada en el 2016 realizada por Mejia y cols., en mujeres de
Quito, identificé como genotipos mas prevalentes en las lesiones cervicales al
VPH 16 (42%) seguido del VPH 58 (31%). Cabe sefalar, que el VPH 18 fue
encontrado solamente en el 2,4% (Mejia et al. 2016).

Sin embargo, estudios realizados en diferentes regiones del Ecuador entre
el 2014 y 2017 por diferentes investigadores, si bien presentan un perfil de
genotipos similar al trabajo anterior, el VPH 18 aparece con una frecuencia
relativamente mas alta, en especial en las muestras con lesiones cervicales
precancerosas y cancerosas (Bedoya-Pilozo 2022; Bedoya-Pilozo et al. 2018;
Dalgo Aguilar et al. 2017; Garcia Muentes et al. 2016).

En una investigacion de Bedoya y colaboradores del 2018 se estudiaron la
evolucion de las variantes de los HPV mads prevalentes y el marco temporal de
su emergencia, para ayudar a rastrear la fuente de dispersion en la region. Se
analizaron 166 muestras, incluyendo 57 y 95 casos de neoplasia intraepitelial
cervical tipo 1 (CIN1) y tipo 2/3 (CIN2/3), respectivamente, y 14 de casos
de cancer. Se encontr6 ADN de HPV en el 54,4% de las muestras de CINI,
el 74,7% de las muestras de CIN2/3 y el 78,6% de las muestras de cancer.
Los tipos HPV 16 (38,9%) y HPV 58 (19,5%) fueron los mas frecuentes. Los
factores de riesgo para el desarrollo de lesiones cervicales/cancer fueron 3 o
mas embarazos (OR = 4,3) e infeccion por HPV (O = 3,7 para HPV de alto
riesgo, OR = 3,5 para HPV 16), entre otros. En cuanto a la evolucion viral, los
aislados del HPV 16 pertenecian a los linajes A (69%) y D (31%), mientras que
los aislados del HPV 58 pertenecian unicamente al linaje A. Este estudio fue
uno de los primeros en proporcionar datos novedosos sobre la epidemiologia
y la evolucion del HPV en Ecuador, los cuales seran fundamentales en la era
de la vacunacion (Bedoya-Pilozo et al. 2018).
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El significado bioldgico de las infecciones multiples con virus del papiloma
humano de alto riesgo oncogénico (VPH-AR), pertenecientes a la familia
Alphapapillomavirus, en la carcinogénesis cervical atin es controversial. En
otro estudio reciente se estudiaron 300 mujeres, residentes en la region Litoral
del Ecuador. Se detect6 VPH en el 92,00 % (276/300) de las mujeres, con
frecuencias altas de infeccion por genotipos individuales, principalmente de
alto riesgo oncogénico. Los VPH-AR mas frecuentes fueron VPH 58 (18,17
%), 70 (8,64 %), 53 (8,34 %), 35 (7,45 %), 16 (7,37 %), 33 (6,55 %), 31 (5,58
%) y 18 (4,24 %). En el 91,66 % (253/276) de las muestras se detectaron
infecciones multiples, hasta con 13 tipos en una misma paciente, incluyendo
varias especies del género Alphapapillomavirus. La combinacion VPH16/
VPHS58 fue la mas frecuente en lesiones de alto grado (RP = 2,9; p = 0,000),
y la coinfeccion triple VPH16/VPHS58/VPH70 predominé en las mujeres con
CaCU (RP =3,5; p=10,007) (Bedoya Pilozo et al. 2022).

Si bien se existen pocos sobre la epidemiologia del VPH en los tltimos afios,
atin menos hay sobre la genética del virus y su relacion con patogenicidad y
oncogenicidad del mismo en las mujeres infectadas en el Ecuador. Considerando
este aspecto, Bedoya en 2022 (62), Zhingre y colaboradores en 2023 analizaron
la genética del VPH 16 presente en mujeres con lesiones cervicouterinas.
Se estudiaron los oncogenes E6 y E7 del VPH 16. Los SNP mas comunes
fueron E6 350G o L83V (82,6%) y E6 145T/286%/289G/335T/350G o Q14H/
F78Y/L83V (17,4%). De acuerdo con datos reportados ambas variantes son
asociadas con un mayor riesgo de cancer de cuello uterino en estudios a nivel
mundial. Por el contrario, todos los genes E7 tienen posiciones de aminoacidos
conservadas. Los arboles filogenéticos mostraron la circulacion de D (26,1%)
v A (73,9%) linajes. La frecuencia de D fue mayor que la informada en otros
estudios comparables en Ecuador y América Latina, y puede estar relacionado
con la composicion étnica de las poblaciones estudiadas. Este estudio es uno
de los primeros en contribuir a la caracterizaciéon de los potenciales factores
de riesgo para la carcinogénesis cervicouterina (Bedoya-Pilozo 2022; Zhingre
et al. 2023).

A manera de conclusion podemos decir que los VPH son virus complejos cuya
estructura, organizacion genética, diversidad taxondmica, y variantes genéticas
tienen un impacto significativo en su patogenicidad y en la epidemiologia del
CaCU. El uso de los métodos moleculares para la deteccion y tipificacion,
acompanados del uso de la citologia cervical, la colposcopia y la histologia,
asi como la informacion clinica; constituyen herramientas muy importantes en
el manejo, control y monitoreo de las pacientes infectadas. Los genotipos mas
frecuentes como el 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58, estan asociados al 90 % de
los casos de carcinomas cervicales y entre un 65 % y 76 % de los casos con
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lesiones intraepiteliales de alto grado. La distribucién de los genotipos presenta
variaciones que pueden estar determinadas por factores étnico-geograficos.

Estudios realizados en poblacion ecuatoriana demuestran la prevalencia
elevada de los VPH 16 y 58, ademas de infecciones miltiples, hasta con
13 tipos en una misma paciente, incluyendo varias especies del género
Alphapapillomavirus. La combinacion VPH 16/VPH 58 es la mas frecuente
en lesiones de alto grado, y la coinfeccion triple con VPH 16, VPH 58 y
VPH 70 predomina en las mujeres con CaCU. Se identifica en mujeres del
Ecuador la circulacion de los linajes D y A del VPH 16, mientras que para
el VPH 58 solo se detentan variantes del linaje A. La frecuencia del linaje D
del VPH 16 es mayor que la informada para otros paises de América Latina.
Conjuntamente, se detectan polimorfismos en el gen E6 del VPH 16 con
un mayor riesgo de cancer cervicouterino, segin estudios a nivel mundial.
Estos aspectos son esenciales en la caracterizacion de los factores potenciales
de riesgo para la carcinogénesis cervicouterina en mujeres ecuatorianas.
La investigacion continua sobre este virus es fundamental para mejorar los
métodos de diagndstico, prevencion y tratamiento.
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PARASITOS
4.1. Manejo clinico y epidemiologico de la leishmaniasis en el
Ecuador

Diego Morales Viteri', Paul Quintanoa'

! Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica-INSPI. Centro de
Referencia Nacional de Vectores,

4.1.1. Biologia
4.1.1.1. Biologia del vector

Los flebotomos son insectos hematdfagos que pertenecen a la familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, de importancia en salud publica al
ser identificados como vectores de parasitos del género Leishmania, bacterias
del género Bartonella y Phlebovirus (Manual de procedimientos para la

vigilancia y el control de las leishmaniasis en la Region de las Américas,
2023).

Su morfologia es caracteristica por sus patas alargadas, un par de alas
lanceoladas de casi igual longitud que el cuerpo, cuerpo de color marrén
claro revestido de pelos largos y finos que les confieren un aspecto hirsuto y
presentan un tamafo entre 2 a 3 mm de longitud, que no pueden diferenciarse a
simple vista. Estos insectos suelen llamarse comunmente como manta blanca,
mosquito palomillo, plumilla (Lucientes, Castillo, Gracia, & Peribafiez, 2005).

Los mosquitos adultos presentan un aparato bucal de tipo cortador-chupador,
con piezas bucales cortas que pueden cortar la piel seccionando capilares y
producen pequeiios charcos de sangre al momento de alimentarse. Las hembras
son hematofagas debido a que necesitan las proteinas de la sangre para la
produccion de huevos y estan relacionadas directamente con la transmision
de enfermedades. A lo largo de su vida, un flebotomo puede picar entre tres y
cinco veces, aunque la gran mayoria registra mortalidad después de la primera
ingestion de sangre. En el caso de los machos, ellos suelen alimentarse de
sustancias azucaradas que les proporciona energia para la supervivencia en
su ciclo de vida (“Phlebotomine Sand Flies — Factsheet for Experts,” 2017).

Los fleb6tomos son organismos que presentan una metamorfosis completa
(holometabolos), pasan por una etapa de huevo, cuatro estadios larvales
terrestres, estado de pupa y el adulto. Entre cada especie de vector existen
diferencias bioldgicas tinicas que son notables y se encuentran relacionados por
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aspectos ambientales de humedad y precipitacion (Manual de procedimientos
para la vigilancia y el control de las leishmaniasis en la Region de las
Américas, 2023; “Phlebotomine Sand Flies — Factsheet for Experts,” 2017).

El ciclo del vector inicia cuando las hembras ponen huevos de los que
eclosionan insectos de morfologia muy diferente a los adultos en un periodo
aproximado de 6 a 17 dias, que varia en funcion de la temperatura del suelo.
Las larvas terrestres tienen una alimentacion totalmente diferente a la de los
adultos, que es mediante la ingestion de materia organica utilizando su aparato
bucal masticador. El estadio larval tiene una duracion de 4 a 8 semanas y tiene
una variacion progresiva. Después de haber atravesado la etapa de pupa, los
individuos no se alimentan debido a una estructuracion interna del mosquito
adulto, en este periodo el tamafio es de 3 mm y puede durar entre 7 a 8 dias.
Los mosquitos adultos emergen después de 10 dias de maduracion en un
tamafio de 3 a 5 mm.

La informacion sobre datos de longevidad de los individuos es escasa para el
medio natural, sin embargo se ha registrado un tiempo de vida de 40 a 45 dias
aproximadamente en condiciones de laboratorio (Manual de procedimientos
para la vigilancia y el control de las leishmaniasis en la Region de las
Américas, 2023; “Phlebotomine Sand Flies — Factsheet for Experts,” 2017).

Las especies de vectores que se encuentran en zonas tropicales mantienen su
ciclo de vida durante todo el afio, mientras que, en las areas subtropicales,
lo pueden realizar durante los meses calidos. Los habitats pueden ir desde
areas selvaticas hasta regiones aridas. Debido al cambio de temperatura y
precipitacion se han identificado que varias areas geograficas tenian periodos
restringidos para el desarrollo de vectores, sin embargo, estos cambios han
provocado un incremento en los periodos de desarrollo de vector, existiendo
una mayor posibilidad de transmision de la enfermedad (Martinez Dueias,
Leonardo Avila, & Molano, 2019).

Su actividad es principalmente crepuscular y nocturna, aunque también
pueden estar activos durante el dia. En la naturaleza el desarrollo del vector
se da en dreas donde se acumula materia orgdnica y conserva altos niveles
de humedad como madrigueras de animales, al pie de arboles y de arbustos
(Manual de procedimientos para la vigilancia y el control de las leishmaniasis
en la Region de las Américas, 2023; Martinez Duenas et al., 2019). En
areas domiciliares el hombre ha proporcionado ambientes adecuados para
el desarrollo del vector como criaderos de animales, jardines, alcantarillas,
basureros, granjas etc. Generalmente los fleb6tomos, son insectos que vuelan
poco en modo de saltos y aproximadamente se desplazan maximo entre 100 o
200 metros de su lugar de cria. Es importante obtener datos de comportamiento
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de vectores de leishmaniasis debido a que contribuyen a identificar patrones
de transmisibilidad e implementar acciones de prevencion y control (Martinez
Dueiias et al., 2019).

4.1.1.2. Biologia del pardsito

El género Leishmania pertenece a la clase Kinetoplastea (Honigber, 1963) y la
familia Trypanosomatidae (Doflein, 1901) (Yadav, Azam, Ramesh, & Singh,
2023). El parasito se clasifica en dos grupos principales:

» Las especies del viejo mundo que ocurren en Europa, Africa y Asia
» Las especies del nuevo mundo se encuentran en América.

Existenalrededorde 53 especies de Leishmaniay se describen mas de 20 especies
patogenas para los humanos y cada especie causa diferentes manifestaciones
clinicas que van desde ulceras cutaneas, hasta lesiones mucocutineas
desfigurantes y enfermedades viscerales sistémicas potencialmente mortales
(Alemayehu & Alemayehu, 2017; Oryan & Akbari, 2016).

La especie de Leishmania determina el tipo de enfermedad que se presenta en
un area (Steverding, 2017).

* L. donovani causa leishmaniasis visceral en el sur de Asia y Africa.

* L. infantum causa esta enfermedad en el Mediterraneo, Oriente Medio,
América y partes de Asia.

* Leishmania major causa leishmaniasis cutanea en Africa, Oriente
Medio y partes de Asia.

» L. tropical provoca la enfermedad en Oriente Medio, el Mediterraneo
y partes de Asia

En la region de las Américas, la leishmaniasis cutdnea se asocia con varias
especies de Leishmania, de los subgéneros L. (Leishmania) y L. (Viannia).
Dentro del subgénero L. (Leishmania) se encuentran varias especies como
L. mexicana, L. amazonensis y L. venezuelensis. Las especies L. pifanoi
y L. garnhami se consideran sinonimos de L. mexicana y L. amazonensis,
respectivamente, aunque esta denominacion se encuentra en revision. Las
especies del subgénero L. (Viannia) son mas numerosas en el continente
americano y estan distribuidas en varios paises con registros de leishmaniasis
cutanea; algunas, como L. braziliensis presentan distribuciones geograficas
muy amplias, mientras que otras especies hasta se han registrado en
regiones especificas, como L. lindenbergi (Manual de procedimientos para
la vigilancia y el control de las leishmaniasis en la Region de las Américas,
2023; Steverding, 2017).
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En el caso de leishmaniasis visceral americana esta es provocada por L.
infantum perteneciente al complejo L. donovani. Anteriormente se reconocio a
L. chagasi como parasito responsable de la leishmaniasis visceral americana,
sin embargo, se ha descrito a esta especie como sinénimo de L. infantum.
A L. infantum, también se ha reconocido como la causante de leishmaniasis
cutanea atipica en paises como Venezuela, Costa Rica, Nicaragua, El Salvador
y Honduras (Atlas Interactivo de Leishmaniasis En Las Américas, 2020;
Manual de procedimientos para la vigilancia y el control de las leishmaniasis
en la Region de las Américas, 2023).

En la region de las Américas se han identificado las siguientes especies de
Leishmania (Tabla 4.1.1):

Tabla 4.1.1. Distribucion de especies de Leishmania en la region de las
Américas

Especie Enfermedad Distribucion Reservorio
Leishmania LV Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Perro
infantum Costa Rica, El Salvador, EE. UU.,
Guatemala, Honduras, México,
Nicaragua, Paraguay, Venezuela,
Uruguay
Leishmania LC Belice, Colombia, Costa Heteromys spp.,
Mexicana Rica, Ecuador, Guatemala, Nyctomys spp.
Honduras, México, Panamd, Republica  Ototylomys spp.,
Dominicana y Venezuela Sigmodon spp.
Oryzomys spp.
Leishmania LC Bolivia, Brasil, Colombia, Proechimys spp.
amazonensis Costa Rica, Ecuador, Guyana Francesa, Oryzomys spp. y
Panama, Perti, Suriname y Venezuela ~ Wiedomys spp.
Leishmania LC Venezuela Desconocido
venezuelensis
Leishmania LCYLMC Argentina, Belice, Bolivia, Brasil, Canis lupus familiaris
Braziliensis Colombia, Costa Rica, Ecuador, Rattus rattus
Guatemala, Honduras, Nicaragua, Akodon arviculoides
Panam4, Paraguay, Perti y Venezuela  Bolomys spp.
Nectomis spp. 'y
Thrichomys spp
Leishmania LC Brasil, Bolivia, Colombia, Choloepus spp.
Guyanensis Ecuador, Guyana Francesa, Guyana, Tamandua spp.
Perti, Suriname y Venezuela Didelphis spp. y
Proechimys spp
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Leishmania LC-LMC Colombia, Costa Rica, Bradypus griseus,
panamensis Ecuador, Honduras, Nicaragua, Choloepus hoffmanni,
Panamd y Venezuela Heteromys
desmarestianus
Leishmania LC Brasil —principalmente en la region Agouti paca
lainsoni amazonica—, Bolivia, Colombia,

Ecuador, Guyana Francesa y Suriname

Leishmania LC Brasil, principalmente en la region Cebus apella, Chiropotes
shawi amazonica, y Ecuador satanus, Nasua
nasua, Bradypus
tridactylus y Choloepus
didactylus
Leishmania naiffi LC Brasil, Ecuador, Guyana Dasypus novemcinctus
Francesa y Suriname
Leishmania LC Brasil (Estado de Para) Desconocido
Lindenbergi

Nota: Adaptacion realizada del Manual de procedimientos para la vigilancia
y control de las leishmaniasis en la region de las Américas (Manual de
procedimientos para la vigilancia y el control de las leishmaniasis en la
Region de las Américas, 2023).

4.1.1.3. Ciclo de vida

Durante su ciclo de vida, el parésito presenta dos estadios: uno en el insecto
vector como promastigote flagelado extracelular y el segundo, dentro del
huésped mamifero que puede ser el hombre, los perros y los roedores como
amastigote aflagelado e intracelular obligado.
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El parasito se desarrolla de 4 a 25 dias en los flebdtomos y se transforma en una
forma de promastigote donde se multiplican por fisidon binaria en el intestino
medio y ascienden hasta la faringe del insecto. La infeccion se transmite
principalmente durante los dias 6 a 9 después de la ingestion, cuando hay
una infeccion faringea intensa y los promastigotes se regurgitan mediante una
mordedura al huésped. El fleb6tomo puede regurgitar mas de 1000 parasitos
por picadura (Manual de procedimientos para la vigilancia y el control de las
leishmaniasis en la Region de las Américas, 2023). En las células huésped,
los amastigotes se multiplican por fision binaria e infectan nuevas células,
por la ruptura y la liberacién de amastigotes, o mediante la fagocitosis de
células infectadas y por la fusion de membranas. Los vectores pueden adquirir
nuevamente el pardsito con una nueva picadura de un mamifero infectado y
al ingerir células sanguineas mantienen el ciclo de vida de la Leishmania spp.
El periodo de incubacién depende de la especie de pardsito individual. En
determinadas zonas geograficas, el ciclo de transmision puede ser mantenido
por los animales infectados y no requiere humanos infectados (Figura 4.1.1)
(Manual de procedimientos para la vigilancia y el control de las leishmaniasis
en la Region de las Américas, 2023; Wheeler, Gluenz, & Gull, 2011).

4.1.1.4. Modos de transmision

La enfermedad inicia cuando un mosquito vector (fleb6tomo) previamente
infectado pica a un huésped incidental e inocula los parasitos. La presentacion
clinica esta estrechamente relacionada con la presencia de Leishmania spp.
En diferentes tejidos u érganos. Las infecciones por alguna de las diferentes
especies de Leishmania, en algunos casos, no desarrollan signos clinicos y
permanecen asintomaticos (infeccion subclinica), mientras otros si desarrollan
la enfermedad. Algunas personas presentan pocas manifestaciones clinicas
y una resolucion rapida; mientras que otras desarrollan sintomas graves o
lesiones cutaneas y mucosas (Vasquez, Sierra, & Rojas, 2002).

4.1.2. Epidemiologia de la enfermedad

La leishmaniasis es una enfermedad de distribucion mundial,
endémica en 99 paises y causada principalmente por mosquitos de los
géneros Phlebotomus'y Lutzomyia. Esta enfermedad se encuentra directamente
relacionada con factores de pobreza y se estima que se notifican cerca de 1
millon de casos nuevos por afio en todos los continentes excepto Australia y la
Antartida. Existen tres formas principales de leishmaniasis: la forma visceral
(LV), considerada la forma mas grave, debido a la falta de un tratamiento
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especifico y casi siempre resulta ser mortal; la leishmaniasis cutanea (LC) que
es la mas comun y se desarrolla de manera general causando ulceras cutaneas;
y, la forma mucocutanea (LMC) que afecta boca, nariz y garganta (Desjeux,
2004; Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 2024)

Mas del 80% de los casos de LV en todo el mundo han sido notificados en
paises como Brasil, Etiopia, Eritrea, India, Kenia y Sudan, sin embargo,
la enfermedad sigue siendo endémica en mas de 80 paises. Se calcula que
anualmente se producen en todo el mundo entre 50 000 y 90 000 nuevos casos
de leishmaniasis visceral, de los que solo se notifican entre un 25% y un 45%
de los mismos, lo cual puede desencadenar brotes y resultar mortal (Fleta
Zaragozano, Rodriguez Martinez, & Clavel Parrilla, 2001). En pacientes
inmunocomprometidos, los parasitos pueden persistir durante décadas después
del tratamiento y pueden reaparecer exhibiendo una reactivacion fulminante
cuando la inmunidad estd comprometida. Entre el 5 y el 50% de los casos de LV
tratados pueden desarrollar leishmaniasis dérmica post-kala-azar, dependiendo
de la ubicacion geografica, secundaria a la respuesta inmune impulsada por
interferén gamma contra el parasito dérmico (Manual de procedimientos para
la vigilancia y el control de las leishmaniasis en la Region de las Américas,
2023; Ruiz-Postigo et al., 2023).

Los casos por leishmaniasis cutanea se han concentrado en mas del 80% en
paises como Afganistan, Argelia, Brasil, Colombia, Irak, Pakistan y Siria. Se
calcula que cada afio se reportan cerca de 1 millon de nuevos casos, pero
solo 200.000 de ellos son notificados. En los ultimos afios hay un aumento
de la LC endémica en todo el mundo debido principalmente al aumento de
los conflictos con el desplazamiento forzado de la poblacion y las malas
condiciones sanitarias (Manual de procedimientos para la vigilancia y el
control de las leishmaniasis en la Region de las Américas, 2023; Yadav et al.,
2023).

En laregion de las Américas, los casos de leishmaniasis se encuentran desde el
sur de los Estados Unidos hasta el norte de Argentina, con excepcion de Chile.
Durante el periodo 2001-2020, se registraron 1.067.759 casos por LC y LMC,
con una media anual de 53 387 casos. En los ultimos 20 afios, se ha observado
una disminucién en el nimero de casos con el reporte de 39 705 casos de LC
y LM en el afio 2020 (Ruiz-Postigo et al., 2023) (4). En comparacion con
anteriores aflos, se registra una disminucién del 24% en la media de casos
entre el 2019 y el 2020, relacionado por la interrupcion total o parcial de las
actividades de vigilancia epidemiologica, asi como con la escasez o falta
de medicamentos consecuencia de la pandemia de coronavirus COVID-19
(Manual de procedimientos para la vigilancia y el control de las leishmaniasis
en la Region de las Américas, 2023). A nivel regional en el periodo 2001 —
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2020, el pais que registré el mayor promedio de casos por leishmaniasis es
Brasil (21 535), seguido por Colombia (10 183) y Perti (7 038). Sin embargo, la
enfermedad también es endémica en Nicaragua, Bolivia, Venezuela, Panama,
Honduras, Ecuador, Costa Rica, Guatemala, México, Argentina y Paraguay
(Manual de procedimientos para la vigilancia y el control de las leishmaniasis
en la Region de las Américas, 2023).

Durante el periodo 2001-2020 se registraron 67 845 casos por LV, con un
promedio anual de 3 392 casos, distribuidos en 13 paises. En este periodo,
el 96% de los casos se notificaron en Brasil, con un promedio de 3 268
notificaciones anuales, seguido por Paraguay, Colombia, y Venezuela (Manual
de procedimientos para la vigilancia y el control de las leishmaniasis en la
Region de las Américas, 2023; Yadav et al., 2023). En el caso de la LC y
LMC, reportados en el periodo 2016-2020, la leishmaniasis mucocutanea
registrd los promedios mas elevados en Paraguay (55%), Bolivia (12,8%) y
Peru (7,5%), aunque también se observaron cifras altas en Argentina (6%) y
Brasil (5%). En otros paises como Ecuador (2%), Colombia (1,1%), Honduras
(1,1%), Venezuela (Republica Bolivariana de) (0,9%), Panama (0,86%) y
Nicaragua (0,7%), la LMC presenta notificaciones poco frecuentes (Manual
de procedimientos para la vigilancia y el control de las leishmaniasis en la
Region de las Américas, 2023; Yadav et al., 2023).

4.1.2.1. Factores de riesgo

El aumento de la incidencia y prevalencia de leishmaniasis se encuentra
asociada a varios factores de riesgo que son provocados por el hombre
(Valero & Uriarte, 2020). En general la movilidad humana, la deforestacion,
la urbanizacién y la inmunosupresion conducen a alteraciones en el niimero,
rango y densidad de los vectores y reservorios, lo cual, como consecuencia,
puede aumentar la exposicion humana a mosquitos flebotomos infectados
(Oryan & Akbari, 2016).

4.1.2.2. Factores ambientales

La prevalencia y el desarrollo de los casos de leishmaniasis se encuentran
relacionados directamente a los factores ecosistémicos, condiciones
ambientales, econdmicas, sociales y culturales. El area de vegetacion y los
factores climaticos juegan un papel importante en el proceso de proliferacion
y desarrollo de los vectores, que al contacto con reservorios silvestres o
domésticos pueden iniciar con la cadena de transmision de la enfermedad
(Valero & Uriarte, 2020; Araujo et al., 2016). Los cambios en la cobertura
de la tierra, con la deforestacion, la urbanizacion y el avance del desarrollo
agricola, representan un alto nivel de riesgo en la incidencia y prevalencia
de casos por leishmaniasis. Estos cambios han provocado que los mosquitos
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vectores se adapten a nuevos ambientes e incrementen la interacciéon con
poblaciones humanas. Durante los ultimos afos se ha identificado que la
transmision de la leishmaniasis se ha ido desplazando de las zonas selvaticas
y forestales a los asentamientos domésticos y rurales, teniendo un contacto
directo de reservorios como perros y pequeios mamiferos (Oryan & Akbari,
2016; Valero & Uriarte, 2020).

4.1.2.3. Factores sociales

La leishmaniasis afecta a las personas mas pobres y a las sociedades
marginadas, especialmente en el desarrollo de la forma visceral. Las personas
que se encuentran cerca de recursos hidricos viven en casas himedas, cerca de
basura acumulada, alcantarillado y granjas de ganado, pueden tener un factor
de riesgo favorable a la transmision, debido a que son ambientes idoneos
para el desarrollo el vector y el incremento de las densidades poblacionales
relacionados a factores medioambientales. También se ha identificado que
el tipo de infraestructura de la vivienda (como casas de barro), presencia
de ganado, roedores, y perros proximos a las viviendas, son factores que
contribuyen al desarrollo de la enfermedad (Oryan & Akbari, 2016).

4.1.2.4. Migracion

La leishmaniasis se reporta cada vez mas entre los viajeros que regresan de
regiones tropicales y subtropicales, y se presenta con un amplio espectro
clinico resultando en un diagnostico inicial erréneo. Esto ha provocado que esta
enfermedad ingrese a paises donde la infeccion no se considera endémica y el
diagnéstico puede retrasarse debido al desconocimiento de la sintomatologia
de la enfermedad (De Alencar Ximenes & De Aratijo Pedrosa, 2009).

4.1.2.5. Actividades de prevencion y control de la enfermedad

Las medidas de salud publica para la eliminacion de la transmision de la
Leishmaniasis cutanea (LC), leishmaniasis visceral (LV), leishmaniasis
mucosa (LM), y leishmaniasis mucocutanea (LMC), consisten en el control
de vectores y el control de reservorios, animales domésticos y selvaticos. La
prevencion eficaz requiere educacion sanitaria sobre el riesgo de infeccion y la
epidemiologia de la transmision. Entre las medidas estan:

* Se recomienda cubrir la piel con ropa, para evitar la picadura del
vector. En algunos casos hay la posibilidad de impregnar la ropa con
un insecticida como la permetrina mediante procesos sistémicos que
identifican una dosis muy baja ante una exposicion prolongada con
la molécula, sin embargo, son parte de procesos experimentales que
identifican el impacto con la disminucion del contacto con el vector
(Davies, Kaye, Croft, & Sundar, 2003).
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El uso de repelentes contra insectos como DEET (NN-dietil-3-
metilbenzamida) en las areas expuestas de la piel es otra de las medidas
que reduce significativamente el contacto con el vector (Ibiapina et al.,
2022).

El control quimico es una medida que ha demostrado ser efectiva
en la reduccion de casos de enfermedades transmitidas por vectores,
sobre todo en situaciones epidémicas, cuando se aplica de manera
adecuada. Para el control de un brote de la enfermedad se recomienda
la aplicacion residual intradomiciliar de las paredes internas de la casa,
refugios de animales domésticos y construcciones peridomésticas; en
el caso del domicilio. Esta metodologia también puede aplicarse en las
paredes externas, aunque en este caso la residualidad es mucho menor.
Las intervenciones en areas endémicas de la enfermedad deberan ser
realizadas en tres ciclos de manera que genere un factor de proteccion
en la poblacion. El impacto adecuado de esta estrategia dependera de la
especie de fleb6tomo, dindmica poblacional estacional del vector y de las
variables climaticas y ambientales locales (“Cutaneous Leishmaniasis:
Epidemiology and Control,” n.d.; Manual de procedimientos para
la vigilancia y el control de las leishmaniasis en la Region de las
Américas, 2023).

El uso de mosquiteros impregnados con insecticidas es otra de las
opciones para reducir el contacto con el vector. Es importante considerar
el tamafio de orificio del mosquitero, ya que debe impedir el ingreso del
vector.

La modificacion medioambiental es otra de las herramientas que se
debe considerar antes del uso del control quimico. La limpieza de la
vivienda, la eliminacion de residuos organicos, la reduccion de fuentes
de humedad, la tala de arboles en el peridomicilio, producen la reduccion
de los estadios inmaduros del vector y posteriormente la del mosquito
adulto. Se debe considerar la reduccion de sitios de cria de animales
domésticos cerca del domicilio debido a que proporcionan de una fuente
alimenticia para el vector (“Cutaneous Leishmaniasis: Epidemiology
and Control,” n.d.; Manual de procedimientos para la vigilancia y el
control de las leishmaniasis en la Region de las Américas, 2023).

Para la implementacion de las estrategias de prevencion y control se requiere
de la participacion comunitaria en la que se integre el conocimiento y las
percepciones y practicas de la poblaciéon. La edu comunicacion deberd ser
realizada simultaneamente con los métodos fisicos y quimicos para mejorar
los conocimientos fundamentados sobre la transmision y esperar que la
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poblacién pueda actuar en la prevencion constante, efectiva y sostenible en el
tiempo (“Cutaneous Leishmaniasis: Epidemiology and Control,” n.d.; Manual
de procedimientos para la vigilancia y el control de las leishmaniasis en la
Region de las Américas, 2023).

En el caso de LV se ha identificado que los perros pueden ser reservorios de
la enfermedad, por lo que se recomienda la reduccion del contacto con estos
animales. Se puede utilizar también collares impregnados con deltametrina
al 4% (Manual de procedimientos para la vigilancia y el control de las
leishmaniasis en la Region de las Américas, 2023). El control de vectores es
la principal estrategia ante la falta de una vacuna especifica para prevenir la
enfermedad.

4.1.2.6. Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas dependen principalmente de la especie de
Leishmania infectante (Tabla 4.1.2). Segun el cuadro clinico, se clasifica en:

» Leishmaniasis cutdnea
* Leishmaniasis mucosa
* Leishmaniasis visceral
Tabla 4.1.2. Clasificacion de Leishmaniasis segun sus manifestaciones clinicas

'Tipo d? . . HIRERED Cuadro clinico

Leishmaniasis  involucradas
- El periodo de incubaciéon varia entre 2 semanas y 2
meses.
- El primer signo de la LC es el agrandamiento del
granuloma dérmico. Al inicio, se presenta como una
ulcera cubierta por una costa adherida a la piel que sangra

L. mexicana con facilidad al intentar desprenderla.
Leishmaniasis L. pifanoia
cutdnea L. venezuelensis - L-as lesiones se desarrollan como papulas en el sitio de la

L. amazonensis  Picadura del flebotomo y progresan hasta desarrollar

noédulos mas grandes que eventualmente se ulceran.

- Al desprender la costra, se observa la tlcera tipica, de
fondo limpio, color rosado, con tejido granuloso, de forma
redondeada con bordes regulares - elevados, indolora y
de base indurada.

L braziliensis - Es relativamente poco frecuente.

Leishmaniasis L. panamensis
cutanea L. amazonensis - S€ caracteriza por la aparicion de lesiones papulares
diseminada L. quyanensis multiples con apariencia de acné, que afectan diferentes

L. mexicana segmentos del cuerpo.
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- Se identifica por la presencia de lesiones numerosas con
L. amazonensis ~ ran contenido de parasitos.

L. mexicana - Las lesiones comienzan con papulas o placas en un
Leishmaniasis L. venezuelensis segmento de la superficie corporal, y se puede extender a
cutanea difusa L. pifanoi otras partes del sistema tegumentario.

L. braziliensis . L .
- Las lesiones son principalmente de tipo nodular y placas

que se asemejan a la lepra lepromatosa.

- La mayoria de las lesiones mucosas aparecen en los
primeros 2 afios después de haber cicatrizado la lesién
cutanea, por lo cual es sospechoso también para
leishmaniasis mucocutanea.

- El lugar afectado es generalmente la mucosa del tabique
nasal.

Leishmaniasis L. braziliensis

mucosa y L. panamensis

mucocutanea L. guyanensis - Pacientes reportan sensacion de obstruccion nasal, dolor,
costras serohematicas, rinorrea mucosanguinolenta o
hemorragia franca.

- La lesion puede progresar hasta perforar el segmento
cartilaginoso del tabique nasal e incluso puede destruir
todas las estructuras causando una grave deformidad

- Es la forma grave y mortal de la enfermedad.
- El periodo de incubaciéon es variable; sin embargo, en
general, tiene una duracién de 3 a 8 meses.

- Se caracteriza por fiebre prolongada, palidez, pérdida de
apetito, pérdida de peso y hepatoesplenomegalia. El
aumento del tamano del bazo es casi siempre mas
evidente que el del higado.

Leishmaniasis L. infantum - En el periodo evolutivo, se observa la persistencia de la
visceral ' fiebre asociada a la pérdida de peso progresiva, deterioro
del estado general, anorexia, palidez cutanea, mucosa mas
intensa, aumento del volumen abdominal y de la

hepatoesplenomegalia.

- Otros signos y sintomas secundarios pueden presentar
progresion rapida e incluyen los trastornos respiratorios,
que se presentan en pacientes debido a su estado de
inmunosupresion avanzada y que, los tornan susceptibles
a infecciones intercurrentes bacterianas o virales

Nota: Informacion obtenida de Manual de procedimientos para la vigilancia y
el control de las leishmaniasis en la Region de las Américas, 2023
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4.1.2.7. Coinfecciones de leishmaniasis cutinea, mucocutdnea y visceral

La inmunosupresion provocada por el virus del VIH provoca la progresion de
la enfermedad. No existe un perfil clinico asociado de manera exclusiva para
identificar una coinfeccion, pero se han observado manifestaciones clinicas
mas graves o inusuales. El personal de salud debe evaluar a los pacientes
con presentaciones no habituales para determinar la presencia de la infeccion
por VIH, especialmente en areas endémicas de transmision de leishmaniasis
(Manual de procedimientos para la vigilancia y el control de las leishmaniasis
en la Region de las Américas, 2023).

En el caso de la forma visceral, se presenta como una enfermedad oportunista,
debido ala disminucion del recuento de linfocitos CD4, haciendo que el parasito
se disemine por todo el organismo. Con frecuencia se observan manifestaciones
atipicas, como el compromiso pleural y del tracto gastrointestinal, el aumento
de la frecuencia de recaidas y en consecuencia, un riesgo de mortalidad
elevado (Atlas Interactivo de Leishmaniasis En Las Américas, 2020; Manual
de procedimientos para la vigilancia y el control de las leishmaniasis en la
Region de las Américas, 2023).

4.1.3. Diagnéstico

Existen multiples métodos de diagnostico que dependen de la sospecha del
tipo de leishmaniasis.

4.1.3.1. Leishmaniasis cutinea, mucosa y mucocutinea

Para el diagnostico de LC, LM y LMC, se pueden utilizar dos métodos: uno
directo mediante la obtencion de muestra mediante frotis, biopsia, aspirado
de lesiones; y, un método indirecto mediante la detecciéon de anticuerpos
de inmunoglobulina G especificos contra leishmaniasis (Atlas Interactivo
de Leishmaniasis En Las Américas, 2020; Manual de procedimientos para

la vigilancia y el control de las leishmaniasis en la Region de las Américas,
2023).

En la Tabla 4.1.3 se muestran los métodos directos e indirectos para el
diagnostico de leishmaniasis cutanea y mucocutanea.
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Tabla 4.1.3. Métodos de diagnostico para leishmaniasis cutinea, mucosa y
mucocutanea

Meétodos directos Meétodos indirectos

Material biologico

obtenido por raspado, Material bioldgico de suero de paciente,

biopsias, aspirados de Inmunofluo- no recomendado para LC. Apoyo para
Parasitologico lesiones o de ganglios rescencia  diagnostico de LM y LMC. Deteccion

linfaticos para la (IFT)  de anticuerpos especificos para

identificacion de Leishmania spp.

amastigotes

Material bioldgico

btenido d irad
obtenido de aspirados Material biologico de suero o plasma de

los pacientes mediante el uso de
ELISA  reaccion ligada a enzimas para la

de lesiones en piel o del

Cultivo g'angl'lo hnfatlc.O,
biopsias de lesiones en
la piel o mucosas para

visualizaciéon de

deteccion de anticuerpos especificos
contra Leishmania spp.

promastigotes

Material bioldgico

obtenido de biopsia
Histopatoldgico para observacion

directa de amastigotes.

Poca sensibilidad Prueba de diagnostico de alta
Intradermor- sensibilidad, utilizada como

reaccion de  herramienta de apoyo para el
Montenegro diagnostico de LM y en analisis de
o infecciones previas con el parasito. No
leishmanina esta disponible comercialmente en la
region.

Material biologico de
frotis, raspado,
hisopado, biopsia,
aspirado ya sea de

PCR lesion o del ganglio
linfatico para amplificar
y detectar el material
genético del parasito
(ADN o ARN)

Nota: Adaptacion realizada del Manual de procedimientos para la vigilancia
y control de las leishmaniasis en la region de las Américas (Manual de
procedimientos para la vigilancia y el control de las leishmaniasis en la
Region de las Américas, 2023).

El diagnostico debe ser realizado ante la sospecha de casos por leishmaniasis.
Se realiza un examen directo mediante frotis. En caso de que el examen sea
negativo, se recomiendarealizar otro frotis para remitir la muestra al laboratorio
de mayor complejidad para realizar métodos indirectos como cultivo o PCR.
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4.1.3.2. Leishmaniasis visceral

El diagnéstico sera realizado ante la sospecha de casos por LV a partir de
aspectos clinicos y epidemioldgicos (Tabla 4.1.4.). Las metodologias de toma
de muestra son invasivas y requiere de experticia médica para la toma y la
lectura de la muestra, instalaciones de servicios de salud adecuadas y apoyo
para la realizacion de transfusion de sangre y cirugia en caso de emergencia
(Manual de procedimientos para la vigilancia y el control de las leishmaniasis
en la Region de las Américas, 2023).

Tabla 4.1.4. Métodos de diagndstico para leishmaniasis visceral

Métodos directos Métodos indirectos
Material biol6gico obtenido Material biologico para
de aspirados de bazo (93- evaluar la respuesta al
99%), médula 6sea (53-86%) tratamiento porque los
Parasitologico o ganglio linfatico (53-65%),  Serologico (IFI anticuerpos contra
determina la sensibilidad, - ELISA) Leishmania spp. pueden
para la identificacion de persistir durante varios
amastigotes en examen afios después del
microscopico tratamiento.

Material biologico obtenido
de puncion de médula osea.

Cultivo Aumenta la sensibilidad del Pruebas basadas en rK39
diagndstico. Pruebas q}lg son faciles lde Arealizar,
répidas ra'pldasy econdmicas.
Material biolégico de Disponibles en paises con
PCR aspirados de médula 6sea o endemicidad.
en sangre para identificar

ADN del parasito.

Nota: Adaptacion realizada del Manual de procedimientos para la vigilancia
y control de las leishmaniasis en la region de las Américas (Manual de
procedimientos para la vigilancia y el control de las leishmaniasis en la
Region de las Américas, 2023).

4.1.3.3. Tratamiento de la enfermedad

Se debe garantizar mas de una opcion de tratamiento de leishmaniasis,
ademas de garantizar el acceso a los pacientes. Adicionalmente, es importante
considerar la condicion clinica, edad y tipo de patdégeno involucrado en la
enfermedad (Atlas Interactivo de Leishmaniasis En Las Américas, 2020)

240



Enfermedades infecciosas y emergentes: Ecuador

A continuacion, se describen los métodos de tratamiento recomendados:
* Leishmaniasis cutanea

Aplica el tratamiento local con observacion de 1 a 3 lesiones de hasta 900
mm?2 (dimension mayor: 3 cm), lesiones localizadas en cualquier zona excepto
cabeza y zonas periarticulares, ausencia de inmunodepresion y posibilidad de
seguimiento (Atlas Interactivo de Leishmaniasis En Las Américas, 2020).

Tabla 4.1.5. Tratamiento para leishmaniasis cutdinea

Tipo Forma de
Tipo paciente . Tratamiento .. i Esquema de tratamiento
POP tratamiento administracion 9
Antimoniales 3-5 infiltraciones de 1-5 ml por
pentavalentes L lesion (segtin el tamano de la
. . Inyeccion ., . .
Local intralesionales - LC , lesion; se utiliza la cantidad
e subcutanea : A
por L. braziliensis o L. necesaria para cubrir cada
amazonensis lesion.
Miltefosina en .
Adultos con acientes adultos 2,5 mg/kg/dia, con una dosis
leishmaniasis Eon maxima de 150 mg/dia,
cutanea . durante 28 dias. Se sugiere
diagndstico de LC . .
L. fraccionar las dosis y tomar el
Sistémico por Oral . ,
. medicamento después de las
L. panamensis, L. . .
. comidas para reducir los
mexicana, .
. efectos secundarios
L. guyanensis o L. . .
e gastrointestinales.
braziliensis
1,5-2,5 mg/kg/dia durante 28
Miltefosina con dias. Se sugiere fraccionar las
diagnéstico de LC dosis y tomar el medicamento
Pacientes Sistémico por L. panamensis, L. Oral después de las comidas
pediétricos guyanensis oL. para reducir los efectos
identificados braziliensis. secundarios
con gastrointestinales.
infecciones de Paromomicina con
LC LC por L. Aplicacién durante 20 dias en
Tépico  panamensis, L. Tépico la zona afectada (Baja certeza

braziliensis o L.
mexicana

de evidencia de tratamiento).
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20 Sb+5 por via intravenosa o
intramuscular. ~ Se  debe
utilizar preferentemente la via

Antimoniales Intravenosa o ntravenosay sino es posible,
Local pentavalentes con intramuscular la via intramuscular mg de
Pacientes pentoxifilina Sb+5/kg/dia durante 30 dias +
identificados oral 400
con mg de pentoxifilina cada
infecciones de 8 horas durante 30 dias.
LMY LMC ]
Intravenosa o 20 mg de Sbb/kg/dia
Local Antimoniales . en dosis Unica  diaria
oca 1 intramuscular , .
pentavalentes durante 30 dias consecutivos.

 Leishmaniasis visceral

Proporcionar el tratamiento especifico de LV ayuda a la cura del paciente (Tabla
4.1.6),disminuirelriesgo derecaidayreducirlaposibilidad de aparicion de cepas
resistentes de parasitos a los medicamentos. Se recomienda que el tratamiento
sea integral con la hidratacion y alimentacion adecuada. En caso necesario,
se debera tratar la anemia grave y tratar las infecciones concomitantes con
los agentes antiinfecciosos adecuados seglin recomendaciones hospitalarias.
El éxito de la terapia mejora la condicion general, la fiebre, involucion de
la hepatoesplenomegalia y el retorno a la normalidad de los parametros de
laboratorio (Atlas Interactivo de Leishmaniasis En Las Américas, 2020).

Tabla 4.1.6. Tratamiento para leishmaniasis visceral

Forma de

Tipo paciente Tratamiento - oz

pop administracion
Anfotericina B

liposomal. Pediatricosy  Intravenosa
adultos

Esquema de tratamiento

3 mg/kg/dia durante 7 dias hasta una
dosis total de 20 mg/kg. Pueden ser
necesarios intervalos superiores a 24
horas entre las dosis en caso de
elevacion de la creatinina

Inmunocompetentes
Antimoniales
pentavalentes o
desoxicolato de
anfotericina B Adultos
y pediatricos

Intravenosa

Antimoniales pentavalentes: 20 mg de
Sb+5/kg/dia durante 20 dias

Desoxicolato de anfotericina B:
Nifos: 1 mg/kg/dia durante 14 dias
hasta una dosis total de 800 mg.
Adultos: 1 mg/kg/dia durante 14-21
dias. Dosis diaria total de 50 mg. Dosis
maxima de 50 mg/dia. Pueden ser
necesarios intervalos superiores a 24
horas
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3 mg/kg/dia hasta 20 40 mg/kg de

dosis total.
Anfotericina B Pueden ser necesarios intervalos
. Intravenosa .
liposomal superiores a 24 horas
entre las dosis en caso de elevacion de
la creatinina.
Complejo lipidico de anfotericina B:
Inmunodeprimidos Dosis total de 30 mg/kg: 3 mg/kg/dia
Complejo durante 10 dias.
lipidico de anfotericina Desoxicolato de anfotericina B:
Boel Intravenosa * 0,7 mg/kg/dia durante 28 dias.
desoxicolato de ® Dosis maxima de 50 mg/dia.
anfotericina B Pueden ser necesarios intervalos

superiores a 24 horas entre las dosis en
caso de elevacion de la creatinina.

Anfotericina B
liposomal tras el primer
episodio de

Profilaxis secundaria leishmaniasis

- inmunodeprimidos visceral a todos los
pacientes con una cifra
de linfocitos
T CD4 <350/mm3

Intravenosa 3 mg/kg/dosis cada 2-3 semanas

4.1.4. Leishmaniasis en el Ecuador

Las leishmaniasis es un problema de salud publica en el Ecuador debido a la
amplia distribucion de ecosistemas que se encuentran principalmente en zonas
rurales, que presentan caracteristicas especificas relacionadas con el habitat,
condiciones medioambientales, el cambio de uso de suelo y el estilo de vida
de las poblaciones que habitan areas de riesgo. La enfermedad se encuentra
principalmente en las poblaciones que viven en areas remotas, rurales y
boscosas del Ecuador, donde el transporte y la atencion médica son muy
deficientes, lo que impide el acceso de los pacientes a los servicios de salud
(Hashiguchi et al., 2017).

En Ecuador se notific6 por primera vez en 1920, en la provincia de Esmeraldas,
el primer caso de leishmaniasis cutanea, cerca de la frontera con Colombia y en
1924 se registré el primer caso de leishmaniasis mucocutanea. Posteriormente
se van registrando focos de transmision en otras localidades de la region
amazonica e inician las primeras investigaciones relacionadas con la presencia
y taxonomia de vectores de leishmaniasis. En el afio 1953 se describe un
brote de leishmaniasis en la provincia de Cafiar a una altura de 800 a 1 000
msnm, correspondiente a un area de transicion interandina que cuenta con las
condiciones ecolodgicas para el desarrollo de vectores (Hashiguchi & Gémez
Landires, 1991).
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Para el afio 1989 se identifican por primera vez a L. amazonensis y L.
panamensis, obtenidos de mamiferos y seres humanos, caracterizando
la circulacion de esos parasitos hasta ese momento (Hashiguchi & Goémez
Landires, 1991).

Hasta el afio 1990 se registran avances en la investigacion clinica de casos
por leishmaniasis, asi como investigaciones en laboratorios de pruebas de
anticuerpos, recomendaciones de tratamiento, identificacion de vectores
involucrados en la transmision y la identificacion de reservorios (Hashiguchi
& Gomez Landires, 1990, 1991).

En el afio 2004 se registraron infecciones por leishmaniasis en 20 de las 22
provincias del Ecuador (anterior division politica), en areas altitudinales hasta
aproximadamente 2 700 m de altitud, principalmente en zonas rurales. De
acuerdo con el perfil geografico, se identifico un corredor endémico que se
encuentra en areas noroccidentales y que involucra nuevos asentamientos en
las provincias de Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Bolivar y Cafar. La deteccion
pasiva de casos realizada por la Autoridad Sanitaria probablemente provocaba
una subestimacion de casos, debido a los niveles de atencion en centros de
salud privados y gubernamentales (Calvopina, Armijos, & Hashiguchi, 2004).

En Ecuador, la leishmaniasis es un importante problema de salud publica
reportado en 22 de las 24 provincias del pais, en areas subtropicales de la
costa del Pacifico, areas tropicales amazonicas y areas montafiosas andinas. En
la provincia de las Islas Galapagos no se han registrado especies de mosquitos
vectores ni se han registrado casos clinicos de leishmaniasis. En el pais, la
LC es la forma clinica mas frecuente de la enfermedad, seguida de los casos
de LMC registrados principalmente en la regiéon amazonica ecuatoriana
(Inc & Berger, 2018). Las notificaciones por LC diseminada se encuentran
en las regiones del litoral norte (Esmeraldas) y sur (Guayas y Chimborazo)
de Ecuador, con la probabilidad de casos no reportados, especialmente en
las regiones amazoénicas ecuatorianas, donde la enfermedad con diversas
manifestaciones clinicas es altamente endémica, causada por las diferentes
especies de Leishmania (Morales et al., 2019). Actualmente no se ha reportado
ningun caso por leishmaniasis visceral, al igual que no se ha registrado la
presencia de los vectores competentes para la transmision de esta enfermedad
(Hashiguchi et al., 2016; Morocho-Yaguana, Jaramillo-Balcazar, Roman-
Céardenas, & Zamora-Gutiérrez, 2021).

En el pais se encuentran reportadas ocho especies de Leishmania, incriminadas
como agentes causantes de leishmaniasis cutdnea y leishmaniasis mucocutanea
y que corresponden a: Leishmania (Leishmania) mexicana, L. (L.) amazonensis
, L. (L.) mayor - like, L . (Viannia) guyanensis, L. (V.) panamensis, L. (V.)
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braziliensis, L. (V) naiffi, y L. (V.) lainsoni. En las areas de la costa del
Pacifico, la especie de parasito causante de LC se ha determinado a L. (V)
guyanensis, L. (V) panamensis , L. (V.) braziliensis y L. (L.) amazonensis.
En las zonas montafiosas andinas, L. (L.) mexicana y L. (L.) major se han
reportado como especies causantes de LC de tipo andino, de las cuales L. (L.)
mexicana es la especie dominante. En zonas amazoénicas, L. (V)) guyanensis
, L. (V) braziliensis , L. (V.) naiffi y recientemente L. (V.) lainsoni, se han
identificado como agentes causantes de LC y LMC (Hashiguchi et al., 2017;
Toalombo Espin & Coque Procel, 2021).

Actualmente, la incidencia de la enfermedad se encuentra principalmente en
las poblaciones de las zonas remotas, rurales y boscosas del Ecuador, donde los
sistemas de transporte y atenciéon médica son muy deficientes, lo que dificulta
el acceso limitado de los pacientes a la atencion médica, especialmente en
las provincias amazonicas y occidentales mas septentrionales (Morales et al.,
2019).

Durante el periodo de 2020-2023, las provincias de Pichincha, Morona
Santiago, Esmeraldas, Manabi y Santo Domingo de los Tsachilas presentaron
la mayor prevalencia de la enfermedad, con brotes esporadicos en otras
provincias. El reporte de los casos es realizado durante todo el afio, con el
aumento de la incidencia durante los primeros y ultimos meses. De las
notificaciones realizadas, aproximadamente el 97% corresponden a casos
por leishmaniasis cutanea, mientras que el 3% corresponden a notificaciones
por leishmaniasis mucocutanea (Gaceta epidemioldgica de las enfermedades
transmitidas por vectores 52/2023,2023).

En el afio 2022, se registraron 844 casos por LC y LMC, sin embargo, en
el afio 2023 se registr6 un incremento del 12%, con un total de 1,040 casos
reportados. Se pueden asociar varios factores para el incremento de casos,
probablemente por el crecimiento poblacional e invasion de areas ecoldgicas
donde se desarrollan los vectores; se debe considerar también que estas cifras
no pueden ser exactas, debido que hay varios casos que no son notificados a
tiempo o son subdiagnosticados (Gaceta epidemiologica de las enfermedades
transmitidas por vectores 52/2022, 2022). Hasta la semana epidemiologica
52 del afio 2023, se notificaron 1 040 casos por leishmaniasis cutinea y
mucocutanea con una alta incidencia en las provincias de Pichincha con 225
casos (21,6%), Morona Santiago 173 casos (16,6%), Esmeraldas 91 casos
(8,7%) y Manabi con 81 casos (7,8%), entre las provincias mas representativas.
Del total de casos registrados la distribucion de la enfermedad se observa un
maximo representativo en las edades de 20 a 49 afios, con un total de 375
casos en pacientes del género masculino y 145 casos en pacientes del género
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femenino. Durante el presente afio los casos por leishmaniasis mucocutanea
se presentaron en las provincias del Morona Santiago (42%), Orellana (14%)
y Pastaza (10.7%) (Figura 4.1.2) (Gaceta epidemiologica de las enfermedades
transmitidas por vectores 52/2023,2023).

60

— 2020
— 2021
— 2022

— 2023

o 4 8 12 18 20 24 28 3} 8 40 44 48 52
Semanas epidemiologicas
Figura 4.1.2. Epidemiologia de la leishmaniasis en el Ecuador periodo 2020

— 2023, datos provenientes de INSPI. Figura creada en R usando ggplot2.
Fuente: Este estudio

4.1.4.1. Vectores de leishmaniasis en el Ecuador

En el Ecuador se han reportado 73 especies del género Lutzomyia en diferentes
regiones del pais, identificando algunas de estas especies en la trasmision de la
leishmaniasis en el nuevo mundo, debido a su abundancia o comportamiento
antropofilico. Sin embargo, se han identificado 13 especies antropofilicas
principales Lu. gomezi, Lu. robusta, Lu. hartmanii, Lu. shannoni, Lu. trapidoi,
Lu. panamensis, Lu. maranonensis, Lu. tortura, Lu. ayacuchensis, Lu. yuilli
yuilli, Lu. migonei, Lu. flaviscutellata, y Lu. carrerai carrerai, en diferentes
provincias del Ecuador (Figura 4.1.3) (Gomez, Kato, & Hashiguchi, 2014;
Hashiguchi et al., 2017).

Se hanidentificado como vectores principales en la transmision de leishmaniasis
a Lu. trapidoi, Lu. gomezi, Lu. ayacuchensis 'y Lu. tortura (Hashiguchi et al.,
2017). Ademas, Lutzomyia (Pifanomyia) robusta también se ha implicado en
la trasmision, en la region de sierra occidental del Ecuador y Pert (Inc &
Berger, 2018).
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Figura4.1.3. Distribucion de las principales especies vectores de leishmaniasis.
Fuente: Este estudio.

Entre los factores de riesgo asociados a la transmision de leishmaniasis se
destacan la falta de saneamiento en los domicilios, las condiciones de vida
y la pobreza; siendo la poblacion rural la mas vulnerable. Otros factores que
determinan la transmision de la enfermedad son la deforestacion, el aumento
de temperatura que desplaza al vector de su habitat a zonas vulnerables y la
exposicion a zonas boscosas con la presencia de reservorios de LC (Baquero
Ullauri, 2017).

Los estudios de reservorios han sido escasos y se han identificado a tres especies
de mamiferos infectados con el parasito y considerados como reservorios
de LC, entre los cuales se encuentran el perezoso (Choloepus hoffmanni y
C.didactylus), la ardilla (Sciurus granatensis) y el cusumbo (Potos flavus),
ademas de la presencia de huéspedes alternativos (potencialmente péjaros),
que han demostrado ser un factor de riesgo critico de LC (Morales et al., 2019).
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Actualmente en el Ecuador, el Ministerio de Salud ha podido integrar las
actividades de los programas de gestion para las enfermedades transmitidas
por vectores, mediante la creacion de la Red Nacional de Laboratorios de
Entomologia, la cual ha tenido como objetivo contribuir al mejoramiento
de la capacidad técnica y operativa mediante la respuesta rapida para las
enfermedades transmitidas por vectores.

El Ecuador como Estado Miembro de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), en consonancia con la Resolucion del CE- 162/R17 de junio del 2018
(Organizacion Mundial dela Salud (OMS), 2018), se sumo alanueva generacion
de paises, con interés en establecer estrategias para la implementacion de
procesos para un manejo integrado de vectores (Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), 2018). Ademas, con el fin de alcanzar el compromiso asumido
en el Plan de Accidn para fortalecer la vigilancia y control de las leishmaniasis
en las Américas, mediante las resoluciones CD49. R19 de octubre del 2009 y
CDS55. R09 de septiembre del 2016.
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4.2. Toxoplasmosis, un desafio continuo en Salud publica

Telmo Fernandez Ronquillo’

Thomenaje postumo. Guayaquil, Ecuador.

4.2.1. Biologia

La Toxoplasmosis es la infeccion por Toxoplasma gondii, un parasito de
humanos, otros mamiferos y aves. Este agente etiologico se transmite por
ooquistes excretados en las heces del gato y por la ingestion de quistes tisulares.
La infeccion natural adquirida tiene, por lo regular, curso benigno y curacion
espontanea, pero puede ser grave cuando un niflo la adquiere por via congénita
con dafios especialmente neuroldgicos (Lashch et al., 2023; Vismarra et al.,
2022; Wingertzahn & Sharma, 2022).

4.2.1.1. Datos historicos

T. gondii fue observado por primera vez en 1908 por Splendore, en Brasil y
reportado como un nuevo protozoo parasito del conejo, pero no se identificd
0 se encontrd una ubicacion taxondmica. En este mismo afio Nicolle y
Manceaux lo aislan de un pequefio roedor el Ctenodactyllus gondii, del Africa
y por su forma de arco lo denominan Toxoplasma. Hasta 1937, este parasito se
habia aislado de diversas especies animales, pero fueron consideradas como
especies diferentes. Solo hasta este afio, Sabin y Olitsky comprobaron que
se trataba de una misma especie mediante la realizacién de experimentos de
transmision cruzada (Bokaba et al., 2022; Oliveira et al., 2023).

En 1937, Wolff y Cowen informaron del primer caso humano, y los mismos
autores diagnosticaron el segundo caso en 1939 en un recién nacido con
diagnostico de encefalitis, que ahora sabemos que es una infeccion congénita
(Dubey et al., 2021). En 1940 se inform6 del primer caso de toxoplasmosis
adquirida en un adulto, con una presentacion grave y generalizada (Dao
et al., 2023). A partir de 1950, con el desarrollo de las pruebas serologicas se
establecio que 7. gondii es capaz de producir infeccion asintomatica, como
en los casos de las madres asintomaticas que tienen hijos con enfermedad
congénita, donde ademas la gravedad de los cuadros es variable. Empezaron
a identificarse problemas oculares como coriorretinitis, iridociclitis, que hoy
se conocen son manifestaciones tardias de toxoplasmosis congénita (Bollani
et al., 2022). También se describieron diversas presentaciones clinicas
benignas, como toxoplasmosis ganglionar.
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So6lo en 1969-1970 el ciclo evolutivo fue aclarado. El parasito fue identificado
como un coccidio y se dilucida el importante papel de los gatos en la
transmision. Con la epidemia del SIDA la toxoplasmosis ha adquirido una
importancia muy grande por las graves presentaciones clinicas en estos
pacientes (Oliveira et al., 2023).

4.2.1.2. Trofozoitos

T. gondii tiene la forma de semiluna o arco, con un extremo mas agudo y el
posterior redondeado, midiendo entre 2 a 7 um de largo y 1 a 3 um en su parte
mas ancha. En examen en fresco no se ve ninguna estructura como flagelos
o cilios, asi como tampoco ningiin movimiento. Con las tinciones habituales,
como Giemsa, se observa un nticleo central préximo al polo mas ancho. En
el citoplasma de macrofagos, numerosas estructuras con igual forma son
observadas, aunque un poco mas pequeiias (Delgado et al., 2022; Roumégous
etal., 2022).

La microscopia electronica ha demostrado la presencia de varias estructuras
como el conoide que parte del extremo mas agudo hacia el interior y de donde
se originan fibrillas llamadas toxonemas y las roptrias u organelas secretoras,
que es el sitio de penetracion a la célula (Bauman et al., 2020). También se
observan varias nervaduras radiales que atraviesan toda la longitud del cuerpo
por la superficie. En el citoplasma se visualizan mitocondrias, granulaciones y
aparato de Golgi y en el nticleo, un nucléolo.

*  Quistes: denominados también quistes tisulares se desarrollan dentro
de las células y se presentan mas comunmente a nivel del musculo
esquelético, cardiaco y cerebral, aunque pueden existir en cualquier
organo y contienen centenares o miles de trofozoitos. Miden de 10 a
100 um de diametro y tienen membrana propia (CABI, 2022).

* Qoquistes: se los encuentra en las heces del gato y especies felinas
muy afines. Tienen forma ovalada y su didmetro varia de 10 a 15 um.
En el interior se ven dos esporoquistes con cuatro esporozoitos cada
uno. En su interior se pueden observar dos esporoquistes con cuatro
esporozoitos cada uno. Se excretan en grandes cantidades durante 1 a
3 semanas, tiempo durante el cual sufren maduracién o esporulacion y
luego se vuelven infecciosos. Son resistentes a las condiciones externas
y pueden sobrevivir y seguir siendo infecciosos durante varios meses a
un afio en las condiciones adecuadas de humedad y temperatura (Ahn
etal., 2019; Zhu et al., 2022).

*  Reproduccion: los trofozoitos se reproducen mediante un proceso
llamado endomitosis, en el que se forman dos células hijas dentro de
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la célula madre. La reproduccion es rapida y por eso se los denominan
taquizoitos. En los quistes la fisiéon binaria ocurre dentro del lento
proceso de reproduccidn, por eso se les llama bradizoitos. Cuando
los quistes son ingeridos por otro huésped o si se rompen dentro del
mismo huésped debido a una respuesta inmune fallida, los bradizoitos
se comportan inmediatamente como trofozoitos o elementos de rapida
replicacion. Los ooquistes son producto de la reproduccion sexual,
mediante la unién de gametocitos femeninos y masculinos que se
forman en el intestino del gato, para luego ser liberados al ambiente
(Delgado et al., 2022; Vismarra et al., 2022).

4.2.1.3. Ciclo evolutivo

Los gatos se infectan al ingerir quistes presentes en los musculos y 6rganos
de roedores o pajaros pequefios, y liberan trofozoitos, que invaden las células
epiteliales intestinales y se multiplican activamente en el citoplasma (Mendoza
Roldan & Otranto, 2023). Los trofozoitos rompen la célula e invaden el
organismo, pero también producen elementos sexuales: gametos femeninos
y masculinos que dan lugar a los ooquistes. El agua de Iluvia, la dilucion de
las heces, la manipulacion del suelo y vectores como moscas y cucarachas,
diseminan estos ooquistes en amplias zonas del ambiente, contaminando los
alimentos (pasto y heno) y el agua potable (Zhu et al., 2023). Los ooquistes
son ingeridos por una amplia variedad de especies de mamiferos y aves,
especialmente herbivoros.

Los trofozoitos de las células epiteliales intestinales se diseminan por todo el
cuerpo a través del torrente sanguineo y llegan a los tejidos. La multiplicacion
intracelular destruye la célula con la liberacion de nuevos elementos y la
invasion de otras células. Este proceso es autolimitado debido a mecanismos
inmunoldgicos y la reproduccién ocurre lentamente (Pal & Tolawak, 2023).
Los trofozoitos quedan agrupados dentro de la membrana celular, secretando
sustancias que forman una pared interna, y se forma el quiste tisular que
contiene miles de trofozoitos (Singh et al., 2020). El ciclo se cierra cuando los
humanos ingieren quistes tisulares a través de la carnivora. Los humanos, como
omnivoros, se infectan con quistes del medio ambiente y, como carnivoros,
cuando ingieren carnes infectadas que contienen quistes tisulares (Feely et al.,
1984). En ambas formas del ciclo, el proceso es el mismo, con multiplicacion
inicial en el epitelio intestinal y diseminacion linfatica-sanguinea a cualquier
organo (Pengsart et al., 2022) (Figura 4.2.1).
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Figura 4.2.1. Vias de transmision de Toxoplasma gondii. Creado en Mind the
Graph.

4.2.2. Epidemiologia y clinica

La toxoplasmosis es una zoonosis y es el protozoo mas extendido en el
mundo. 7. gondii es un parasito eurixeno ya que es capaz de multiplicarse y
desarrollarse en alrededor de 300 especies de mamiferos y 30 especies de aves.
Sin embargo, muestra una gran especificidad en su ciclo sexual, completando
unicamente el ciclo en el gato y especies estrechamente relacionadas (Afrianti
et al., 2023; Wingertzahn & Sharma, 2022). Esta amplia diseminacion se ve
facilitada por la resistencia de los ooquistes a las condiciones ambientales, ya
que permanecen viables e infecciosos durante casi un afio en suelo himedo
con temperatura adecuada. Ademas, la persistencia de quistes tisulares durante
largos periodos de tiempo en animales utilizados como alimento también
contribuye significativamente a la diseminacion (Beck et al., 2022). Los seres
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humanos pueden infectarse de forma natural con ooquistes, quistes tisulares y
mediante transmision transplacentaria (Vismarra et al., 2022).

4.2.2.1. Infeccion por ooquistes

El gato doméstico, y algunos felinos salvajes muy cercanos son los {inicos
huéspedes definitivos del 7. gondii, los cuales excretan varios millones de
ooquistes por dia. Esta excrecion suele ser un evento unico en la vida del
animal, aunque es posible que ocurran otros periodos mas cortos de eliminacion
debido a una reinfeccién y una falla del sistema inmunoldgico del animal
(Zhao et al., 2022; Zhu et al., 2023). Es necesario que el gato no sea inmune,
por lo que la produccion de ooquistes es posible en animales menores de seis
meses, cuando aun no han salido de la vivienda humana. Los ooquistes en el
ambiente maduran en condiciones de humedad, oxigenacion y temperatura,
pero son sensibles a la desecacidn, la putrefaccion dentro de la materia fecal,
la presencia de bacterias, la accion directa de la luz solar y temperaturas
extremas de frio o calor. La lluvia es fundamental para la diseminacion de
los ooquistes, evento que permite liberar los ooquistes de la materia fecal y
contribuyendo a su distribucion en zonas extensas y humedas (Bolais et al.,
2022). Los vectores como las moscas y las cucarachas las transportan de un
lugar a los alimentos, mientras que las lombrices las depositan en la superficie
del suelo. Los humanos los ingieren en agua y alimentos contaminados.

4.2.2.2. Infeccion por quistes

Los quistes, en las carnes de consumo habitual humano, resisten el paso por el
estomago y liberan trofozoitos que desencadenan la infeccion. Estas formas
evolutivas se destruyen a 60°C (Thomas et al., 2022). Las carnes de cerdo y
oveja son las que mayor porcentaje de quistes tisulares han demostrado, la
carne de vacuno también esta infectada, asi como las aves domésticas. Los
quistes permanecen viables hasta 1 mes en carnes guardadas a —4°C., pero
temperaturas mas bajas los destruyen en pocos dias (Hajimohammadi et al.,
2022).

4.2.2.3. Infeccion transplacentaria

Inicialmente, infectan las células placentarias antes de infectar al feto, es capaz
de parasitar la placenta hasta llegar al feto. Se transmite a través del torrente
sanguineo durante la fase de diseminacion de la infeccion. Esta transmision sélo
puede ocurrir si la madre adquiere la infeccion primaria durante el embarazo.
Las infecciones pasadas no proporcionan inmunidad a nuevas parasitemias y es
poco probable que cualquier reactivacion de una lesion quistica materna cause
dafio debido a la escasa y muy improbable parasitemia. En la mayoria de los
casos, la infeccion primaria materna no da como resultado un nifio infectado.
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En otros casos, puede provocar aborto, parto prematuro, muerte fetal o nifios
aparentemente asintomaticos que luego desarrollan problemas neuroldgicos o
visuales (Ariel & Singer, 2014; Heerema-McKenney, 2018; Hoo et al., 2023).

4.2.2.4. Otros mecanismos de transmision

T. gondii puede sobrevivir algin tiempo en la sangre citratada para
transfusiones sanguineas o derivados. Esto tiene particular importancia para
los pacientes que requieren transfusiones multiples. Por esta razon, el personal
del laboratorio tiene un alto riesgo de contaminarse con 7. gondii. Enun estudio
especifico realizado en Pakistan, se detecté el ADN de T. gondii en la leche no
pasteurizada de varios animales, con una seroprevalencia notable tanto en los
animales como en los seres humanos que consumen esta leche. Esto pone de
manifiesto el potencial de la leche cruda como vehiculo para la transmision de
T. gondii a los seres humanos, y subraya la importancia de una pasteurizacion
adecuada para limitar la propagacion de la infeccion (Khan et al., 2023). Sin
embargo, hasta la fecha no hay evidencias de transmision por la leche materna.

4.2.2.5. Prevalencia de la infeccion

No existen disparidades en cuanto a género o caracteristicas raciales. Sin
embargo, la prevalencia varia significativamente entre las diferentes regiones
geograficas, y las tasas mas altas se encuentran en las zonas tropicales donde
mas del 80% de los adultos ya han sido infectados. En las regiones mas frias
y montafiosas, el porcentaje oscila entre el 20 y el 40%. Las tasas aumentan
con la edad y los casos sintomaticos son muy raros (Ahaduzzaman & Hasan,
2022; Damek et al., 2023).

Los estudios de prevalencia se realizan a partir de la titulacion de anticuerpos
mediante diversas técnicas serologicas. Esto se debe a la dificultad de aislar
el parasito y a la facilidad para realizar la serologia, asi como al alto grado de
sensibilidad y especificidad alcanzado (Cakir-Koc & Ozdemir, 2018).

Elriesgodelainfeccion congénitaes exclusivo paralas mujeres nuncainfectadas
o sero-negativas y dependen de la incidencia anual de la toxoplasmosis en
esa poblacion (Dubey et al., 2021). En otras palabras, se refiere a cuantos
nuevos individuos se infectan cada afio en la comunidad y, por tanto, cual
es la probabilidad de cumplir las dos condiciones fundamentales: una mujer
embarazada seronegativa y la infeccién en ese momento. En realidad, el riesgo
es pequefio y oscila entre 2,4 y 4 por 1.000. Generalmente se puede admitir que
el riesgo de toxoplasmosis congénita es menor cuanto mas mujeres se infectan
antes del embarazo (adolescencia, infancia) (Criollo Rodriguez, 2023).
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4.2.2.6. Curso clinico

Hay una evidente diferencia clinica entre la toxoplasmosis adquirida después
del nacimiento, con la toxoplasmosis congénita.

Toxoplasmosis adquirida: La mayor parte de estos casos cursan sin
ninguna sintomatologia, se conocen que tuvieron la infecciéon por
mostrar un titulo de anticuerpos que permanece positivo por toda la
vida. Otro grupo de infectados presenta sintomatologia leve variada
(ganglionar), oligosintomaticos y pocos con cuadros generalizados
graves (Carme et al., 2002; Neves et al., 2009).

Forma ganglionar: De los cuadros sintomaticos es el mas comun, con
linfadenopatia que incluye los ganglios cervicales principalmente,
también crecen los ganglios subclaviculares, axilares y los inguinales,
asi como los mas internos, mediastinicos y mesentéricos. Generalmente
hay malestar, ligero decaimiento y febriculas, y en ocasiones se presenta
fiebre de 39°C, con postracion, mialgias, dolor de cabeza, cuadro
faringeo, amigdalitis y rash maculo papular, rara vez se acompaiia
de hepatoesplenomegalia. Los ganglios crecen moderadamente, son
duros e indoloros, aunque algunos son mas suaves, no hay supuracion
(Hammadi et al., 2023; Salazar Bermudez et al., 2023).

El cuadro clinico es usualmente autolimitado, la sintomatologia desaparece en
poco tiempo y la linfadenopatia puede persistir por varias semanas y meses.
Es importante destacar que este cuadro clinico puede ser diagnosticado como
enfermedad de Hodgkin, linfomas y tuberculosis ganglionar, ademas de otras
patologias de caracter benigno como mononucleosis infecciosa, rubéola,
impétigos del cuero cabelludo y otras.

Formas organicas: La toxoplasmosis puede presentar cuadros
de hepatitis, neumonia de diversa gravedad, meningoencefalitis,
pericarditis, miocarditis, polineuritis, patologias que se presentan solas
o en combinacién o, mas a menudo, en el curso de la toxoplasmosis
ganglionar. Son de evolucién benigna y curacion espontanea, excepto
en casos de infecciones masivas o en huéspedes inmunocomprometidos
(Daher et al., 2021; Salazar Bermudez et al., 2023).

Toxoplasmosis congenita: El destino del embarazo depende de la edad
gestacional y da lugar a aborto, parto prematuro o mortinatos. En los
casos del embarazo que llega a término, con nifios nacidos vivos, si la
infeccion ocurrié en el primer trimestre solo en el 17% de los casos
hay transmision placentaria, en el segundo trimestre aumenta al 25% y
en el tercer trimestre al 65%. La gravedad de las lesiones del nifio esta
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en relacién también con la edad de gestacion, mas graves cuando el
embrion se afecto en el primer trimestre y menos graves cuando lo fue
en el tercer trimestre (Imam et al., 2022; Slaoui & Lazhar, 2022).

Rara vez se reconoce la infeccion primaria en la madre, incluso tras un
intenso interrogatorio retrospectivo cuando se confirma que el nifio naci6
con toxoplasmosis. Las reinfecciones y reactivaciones no pueden provocar
toxoplasmosis congénita, por lo que una madre que ha tenido un hijo o un
aborto por 7. gondii no tendra otros. A menudo, los nifios infectados son
asintomaticos al nacer y algunos nunca desarrollan sintomas, mientras que
otros manifiestan sintomas, principalmente neurologicos y oculares. Las
manifestaciones neurologicas incluyen hidrocefalia, microcefalia, epilepsia,
retinocoroiditis, convulsiones, calcificaciones intracerebrales y trastornos del
LCR que suelen provocar la muerte del bebé antes de los dos afios. Los casos
tardios incluyen retraso mental, epilepsia, trastornos del aprendizaje y otros.

» Toxoplasmosis ocular: La retinocoroiditis es la manifestacion clinica
mas comun de la toxoplasmosis congénita, que puede ser asintomatica
al nacer y presentarse en la infancia, la adolescencia o incluso en adultos
jovenes (Gonzalez V. et al., 2022). La presentaciéon mas comun ocurre
entre los 4 y 10 afios, con una caracteristica lesion focal unilateral, no
dolorosa y con un centro necrotico cerca de la macula (Khapchenkova
et al., 2022). Esta lesion suele ser asintomatica en sus primeras etapas
probablemente debido a su localizacion entre los vasos sanguineos mas
gruesos. La vision se ve afectada dependiendo de la ubicacion de la
lesion, ya que muchas lesiones periféricas son asintomaticas.

En las primeras etapas hay disminucion de la agudeza visual, visién borrosa
y ceguera casi unilateral. En los casos mas benignos, la funcién se recupera
casi por completo, pero las recurrencias son comunes y la lesion se vuelve mas
extensa (Kaftandjiev & Harizanov, 2021). Cuando la macula se ve afectada,
las consecuencias son permanentes. Otras complicaciones incluyen edema de
retina, atrofia del nervio optico, inflamacion iridociliar y coroiditis panocular.
La afectacion ocular también puede ser una complicacion de la toxoplasmosis
adquirida, aunque es muy rara.

Durante el examen oftalmico la lesion aguda aparece de color blanco
amarillento, algodonosa, con margenes mal definidos y una zona de hiperemia.
Las lesiones cicatriciales mas antiguas son grisaceas con bordes bien definidos
y manchas de pigmento coroidal. Es importante observar lesiones de diferentes
edades alrededor de una lesion antigua, lo que indica reactivaciones localizadas
frecuentes (Kamal Gerges, 2021). Los pacientes con enfermedad ocular tienen
titulos de anticuerpos bajos que no se elevan con reactivaciones locales, por
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lo que es crucial enfatizar que el diagndstico clinico es esencial para iniciar
un tratamiento rdpido ante la presencia de cualquier titulo de anticuerpos,
para evitar la pérdida de la funcion ocular. Los cuadros clinicos méas comunes
son encefalitis o meningoencefalitis, miocarditis y neumonia, con un curso
fulminante y muchas veces desenlace fatal (Kalogeropoulos et al., 2022).

o Toxoplasmosis en el huésped inmunocomprometido: Los pacientes que
se han sometido a trasplantes de rifion o estan recibiendo quimioterapia
con corticosteroides o tienen afecciones como linfomas, leucemias y
otros canceres, personas con SIDA, diabetes y tuberculosis tienen més
probabilidades de desarrollar y ser invadidos por el parasito 7. gondii,
lo que lleva a una presentacion clinica generalizada y a menudo fatal
(Layton et al., 2023).

La complicacion mas comun son sintomas neurologicos siempre llamativos,
con alteraciones motoras y/o sensitivas, convulsiones, coma, manifestaciones
focales, meningitis, trastornos del habla y paralisis diversas. Las imagenes
en CT (Tomografia Computarizada) y MRI (Resonancia Magnética) varian y
pueden imitar linfomas, tumores, infiltrados o hemorragias.

4.2.2.7. Patogenia

Los sintomas iniciales y la parasitemia por diseminacion linfoide primaria
ocurren de 10 a 14 dias después de la infeccion, lo que permite identificar el
parasito en la placenta. 7. gondii puede localizarse en cualquier 6rgano e invadir
cualquier célula del cuerpo, excepto los glébulos rojos. Los quistes suelen
causar necrosis focal con reacciones inflamatorias intensas. Los anticuerpos se
hacen presentes entre los 7 a 14 dias, eliminando los trofozoitos extracelulares
y poniendo fin a la parasitemia (Vismarra et al., 2022). La respuesta inmune
también se activa con la fagocitosis y destruccion llevada a cabo por monocitos
y macrofagos (Oliveira et al., 2023). En casos de defectos inmunoldgicos, el
proceso es progresivo y puede ser fatal, causando extensas lesiones necrdticas
en el cerebro, los pulmones, el corazon, el musculo esquelético y el higado.

Tras el examen histopatologico de los ganglios linfaticos agrandados, se
muestra hiperplasia inmune con arquitectura bien conservada, marcada
reaccion linfoide y reticular, infiltracion histiocitica de los centros germinales,
ausencia de necrosis y células gigantes. Es muy dificil observar Toxoplasmas.
Los quistes tisulares, que no provocan reacciones inflamatorias, se encuentran
en los tejidos como elementos redondos que miden entre 10 y 100 um de
diametro y con centenares de bradizoitos (Ahn et al., 2019; Zhu et al., 2022).
Su ruptura origina parasitemia, siempre fugaz pues rapidamente es controlada.
Su localizacion en la retina es importante pues son la causa de la recrudescencia
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local en los nifios y adolescentes con coriorretinitis que se hace progresiva con
multiples focos de necrosis (Kaftandjiev & Harizanov, 2021; Kalogeropoulos
etal., 2022).

A nivel de la placenta se forman focos de necrosis que destruyen
microscOpicamente areas mas grandes del 6rgano. El paso del Toxoplasma a la
circulacién fetal se impide por la integridad de la capa de células de Langhans
y las defensas inmunitarias maternas (Dubey et al., 2021; Gonzalez V. et al.,
2022). En la mayoria de los casos, estas barreras previenen la infeccion del
nifio y las lesiones placentarias sanan. Por lo tanto, la infeccién materna no
necesariamente conduce a una infeccion fetal antes de la cuarta o quinta
semana, que seria el momento mas temprano en que el feto podria ser invadido.
Las lesiones en nifos infectados con toxoplasmosis congénita varian en la
extension del tejido u drgano afectado, con dafio al sistema nervioso central
en casi todos los casos (Lashch et al., 2023). Hay zonas de necrosis y reaccion
inflamatoria que curan dejando amplias secuelas. En los 6rganos fuera del SNC
la cicatrizacion y fibrosis pueden no producir manifestaciones funcionales por
la capacidad de regeneracion, no asi en el SNC, donde la inhabilidad del tejido
nervioso de regenerarse y la nobleza de su funcion, hace que la fibrosis tenga
importancia fundamental.

4.2.3. Diagnéstico

El aislamiento de 7. gondii a partir de tejidos o fluidos corporales es
extremadamente dificil, ain en la fase aguda durante la parasitemia (Zhu
et al., 2023). A partir de la placenta pueden obtenerse algunos aislamientos.
El parasito puede ser aislado solo por inoculacion en animales susceptibles,
en este caso el mas util es el raton blanco de laboratorio. El material para
estudiar se inocula en la cavidad peritoneal del animal y 7. gondii produce
una infeccion fatal en el mismo, con gran cantidad de parasitos en el liquido
peritoneal. Es poco préctico ensayar el aislamiento de 7. gondii con fines
diagnosticos, excepto en estudios de investigacion. La técnica de deteccion
de ADN (PCR) permite detectarlo en los tejidos o fluidos corporales. Es ttil
para confirmar el diagnéstico en inmunodeprimidos cuya respuesta serologica
puede ser indeterminada.

» Diagnostico serologico: Las pruebas serologicas son de gran
importancia en el diagnostico de la toxoplasmosis ya que detectan
anticuerpos antitoxoplasma. La alta sensibilidad y especificidad de
las técnicas actuales aseguran que un resultado negativo excluye el
diagnédstico de toxoplasmosis (Hammadi et al., 2023). Los anticuerpos
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aparecen entre 7y 14 dias después de la infeccion y alcanzan su respuesta
maxima entre 10 y 14 semanas. Permanecen en una “meseta” y luego
disminuyen lentamente hasta permanecer presentes en titulos bajos
durante toda la vida (cicatriz seroldgica). Los primeros anticuerpos son
de tipo IgM, que desaparecen en un plazo maximo de tres meses. Por
tanto, los anticuerpos IgM indican una infeccion reciente, mientras que
los anticuerpos IgG indican una infeccidn posterior.

Los anticuerpos IgM no atraviesan la barrera placentaria y su presencia en
el nifio es un signo de produccion propia, mientras que los anticuerpos IgG
pueden deberse al paso de los anticuerpos de lamadre. Es recomendable basar el
diagnostico de toxoplasmosis en una o dos técnicas serologicas, familiarizarse
con ellas para interpretar bien los resultados y evitar confusiones. Cabe sefialar
que es frecuente la mala interpretacion de los resultados seroldgicos, lo que
ha llevado a conductas terapéuticas inadecuadas, como abortos innecesarios,
tratamientos sin motivo y, lo méas importante, embarazos bajo gran tension
materna, a la espera de si el nifio tendrd un supuesto retraso mental. con
alteraciones neuroldgicas graves, simplemente porque la madre tiene una
serologia positiva.

* Reaccion de Sabin — Feldman (Dye Test): Sabin y Feldman es el test
estandar, aunque dificil de practicar en cualquier laboratorio, pues
hay que trabajar con toxoplasma vivo. Esta prueba mide el total de
anticuerpos sin separar si son tipo IgG o IgM.

* Reaccion de hemaglutinacion indirecta (HAI): Muy utilizada por
la facilidad de ejecuciéon en cualquier laboratorio y dar resultados
comparables con la de Sabin y Feldman. No es confiable para
diagnoéstico de infeccion temprana o la infeccion congénita pues no
separa los Ac IgM. Es necesario repetir la prueba con 2 mercaptoetanol
para establecer la presencia de IgM. Este test esta disponible en kits
completos con el antigeno de Toxoplasma adsorbido en hematies.

* Reaccion de inmunofluorescencia indirecta (IFI): Los toxoplasmas
estan adheridos a portaobjetos, produce resultados comparables con SF
y HAI, pero las dificultades técnicas impiden su uso en comparacion
con HAIL. Una utilizacion muy importante es la deteccion de Ac IgM,
especialmente en el diagndstico de toxoplasmosis congénita.

* Reaccion inmunoenzimatica (ELISA): Muy sensible y especifica,
puede también identificar los anticuerpos IgM. Los resultados son
comparables con IFI y HAI. Su uso actual estd muy difundido por la
facilidad de ejecucion técnica.
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» Intradermorreaccion (IDR): Selautiliz6 para encuestas epidemioldgicas
mas no para diagnoéstico. La lectura es de hipersensibilidad retardada a
las 48 horas. Actualmente en desuso.

MNegativo No infeccién

Titulo serolégico
(H.A) 1:1024 o menor

Infeccién pausada

Mayor 1:1024

Nuevo examen

Determinar IlgM en 8-10 dias

. Titulo mas alto
IgM Positiva al cuadruplo

\/ e  Asintomatica

Oligosintomatica
e Linfética

— |gual resultado

Toxoplasma reciente

MUJER EMBARAZADA
Analizar la fecha de infeccion :
y de parasitemia Toxoplasmosis
| aguda
Primer trimestre Segundo Tercero
I / Tratamiento E mient
Aborto terapeutico profilactico sperar nacimiento

/ Medir IgM en el nifio

Positivo Negativo
Tratamiento No infeccién

Figura 4.2.2. Conducta general para el diagnostico de la Toxoplasmosis - Guia
de diagnoéstico para embarazadas inmunocompetentes. Extraido de Medicina
Tropical 4% ed. (Fernandez-Ronquillo, 2014).

4.2.3.1. Interpretacion de resultados

* Fase aguda: Titulos altos, (HAI mayor a 1:2048, o Elisa mas de 1.1)
indica toxoplasmosis recientemente adquirida, que se confirma con la
titulacion de Ac IgM. Otra forma de confirmacion es la realizacion
de una segunda prueba serologica a las dos semanas (10 a 14 dias) de
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intervalo: una elevacion al cuadruple del titulo de anticuerpos indica
proceso agudo en actividad.

* Fase cronica: infeccion pasada, los titulos son bajos y al realizar un
segundo examen el titulo se mantiene igual. En ausencia de algin signo
clinico de actividad (febricula, malestar, decaimiento, poliadenopatia)
generalmente la interpretacion clinica como cicatriz serologica es
suficiente y no es necesario repetir la prueba.

o Toxoplasmosis congénita: El nifio debe tener un titulo de anticuerpos
igual o mayor que el de la madre, con un alto tenor de anticuerpos
IgM. En las muestras seriadas, si los anticuerpos son maternos
iran descendiendo paulatinamente y casi desaparecen en 3 meses y
definitivamente a los 9 meses; en cambio se mantienen igual o aumentan
en caso de ser produccion propia del nifio.

»  Toxoplasmosis ocular: En presencia de retinocoroiditis, compatible
con lesiones producidas por 7. gondii, cualquier titulo es significativo
para iniciar tratamiento. Los titulos son generalmente bajos, como en
toxoplasmosis cronica y no cambian aun cuando el proceso ocular
presenta actividad.

4.2.3.2. Tratamiento

» Toxoplasmosis adquirida: Generalmente no es necesario tratamiento
especifico ni aun cuando hay marcada poliadenopatia. La evolucion
de la enfermedad es benigna y autolimitante y las cadenas ganglionares
pueden tardar meses en desaparecer. En caso necesario se puede
administrar tratamiento sintomatico. En los casos con sintomatologia
mas seria, o algiin compromiso inmunoldgico, la base del tratamiento
especifico es la combinacion de sulfas con pirimetamina (Sulfadiazina,
Sulfamerazina, Sulfapirazina, Sulfametoxazole). Las sulfas se dosifican
de acuerdo con cada una de ellas y la pirimetamina a 1 mg/kg de peso,
por 3 dias, y luego la mitad de la dosis, por el tiempo necesario. Estas
drogas eliminan los taquizoitos, pero los quistes tisulares permanecen
indemnes y por eso es importante continuar hasta que se desarrolle
la respuesta inmunitaria. También se utilizan antibioticos macrélidos
(azitromicina, claritromicina y espiromicina) asi como la clindamicina.
Es imprescindible la administracion de acido folinico, presente
en cantidades adecuadas en los extractos de levadura (levadura de
cerveza), pues se produce deficiencia de este, que conduce a problemas
de trombocitopenia y leucopenia.
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» Toxoplasmosis ocular: Es necesario hacer tratamiento especifico en
presencia de lesiones oculares atribuibles a 7. gondii, siguiendo las
pautas antes mencionadas y agregando corticosteroides, a la dosis de
prednisona 1 mg./Kg de peso o dosis equivalentes de otros esteroides.
Esto evita los efectos inflamatorios de la reaccion de hipersensibilidad
y disminuye el 4rea de cicatrizacion. Los corticosteroides nunca deben
usarse solos sino en combinacion con sulfas y pirimetamina.

» Toxoplasmosis en la mujer embarazada: Desde el punto de vista de
infeccion materna y tratamiento a la madre, las consideraciones son
iguales que una toxoplasmosis adquirida. Para el feto recordemos que
la infeccion del primer trimestre puede producir lesiones muy graves en
el 17% de los casos, pero el 83% no sera infectado, de tal manera que la
situacion debe ser bien evaluada y el aborto terapéutico podria indicarse.
A partir del segundo trimestre, y mas aun en el tercer trimestre, donde
el riesgo de transmision es alto (65%), aunque las lesiones son menos
graves, esta indicado el tratamiento con sulfa y piremetamina, siempre
con acido folinico, de 3 a 10 mg. por dia o levadura fresca de 5 a 10
gr. diarios. La evaluacion inmediata del recién nacido es fundamental.

o Toxoplasmosis congénita: El tratamiento con sulfadiazina debe iniciarse
inmediatamente, ain sin la confirmacion diagndstica de la serologia y
afladir la pirimetamina cuando el diagndstico se confirma, administrando
las dos drogas por 4 a 8 semanas. El tratamiento se prolonga segin la
actividad de la enfermedad durante 3 a 6 meses, teniendo presente que
las secuelas neurologicas no son indicio de proceso activo.

4.2.3.3. Pronostico

La infeccion se cura espontaneamente en el individuo inmunocompetente, y el
prondstico es bueno, asi como en las eventuales recaidas. Para la toxoplasmosis
congénita su pronostico es reservado, pues mucho depende del control de la
infeccion y de las secuelas neuroldgicas que dardn lugar a nifios con retardo
mental de diverso grado, ceguera, convulsiones, etc.

4.2.3.4. Prevencion

La prevencion de la toxoplasmosis tiene como objetivo evitar el contagio en
las mujeres embarazadas, siendo recomendable que los nifios y adolescentes
se infectan antes de la edad gestacional como método de proteccion. Se
recomienda a las mujeres embarazadas o que puedan quedar embarazadas
repetir el mensaje: “Evita contraer toxoplasmosis, cocina bien la carne y lavate
las manos frecuentemente, evita el contacto con gatos y tierra”. Si bien la
serologia sistematica durante el embarazo es una medida buena pero costosa,
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serviria para detectar mujeres seronegativas que corren riesgo de contraer la
infeccion y aconsejarles las precauciones anteriores. Otras medidas de control
anivel de la transmision fecal-oral en gatos y tedricamente posibles en la carne
de animales, en la realidad no son practicas. La busqueda de una vacuna tiene
como objetivo proteger a grupos de especial riesgo como pacientes que se
someten a trasplantes de 6rganos y otros con algin compromiso inmunoldgico.

4.2.4. Toxoplasmosis en Ecuador

En Ecuador son escasos los estudios relacionados con prevalencia zoondtica
de T gondii, y es ain mas preocupante el conocer que el consumo de leche,
queso fresco crudo o carne infectada es de alto consumo en el pais, siendo
esto factores de riesgo que facilitan la transmision zoonotica. Los datos de
prevalencia de la enfermedad son por la ingesta de carne de cordero o el
contacto con mascotas como gatos y perros infectados con 7. gondii es atin
mas escasa en el pais, preocupa mas el hecho de que son un factor de riesgo
de infeccion particularmente en mujeres embarazadas. Se necesitan mas
estudios para dilucidar los niveles de infeccion por 7. gondii en la carne y
productos derivados de especies de artiodactilos silvestres en Ecuador. Un
reciente estudio publicado por Celi et al., en 2022, el cual tuvo como objetivo
determinar la prevalencia de ciertos parasitos en una poblacion de cabras en el
sur de Ecuador usando test seroldgicos y parasitologicos lograron determinar
que 7. gondii se ha relacionado con problemas reproductivos en las cabras, con
una prevalencia de mas del 50% en algunas granjas, lo que indica un posible
riesgo zoonodtico y un impacto econdémico en la productividad del ganado.

Una cantidad cada vez mayor de investigaciones epidemiologicas indica un
posible vinculo entre el parasito y varios cambios de comportamiento duraderos
en los huéspedes, como los humanos. En los roedores hospedadores, el 7. gondii
puede inducir diferentes cambios de comportamiento, como cambios en los
niveles de actividad, una reduccion del miedo a las cosas nuevas y una mayor
atraccion por la orina del gato, lo que, en ultima instancia, contribuye a que se
transmita al huésped final ((Webster et al., 2013)). La infeccion latente por este
parasito también ha estado relacionada con desoérdenes neuropsiquiatricos, por
ejemplo, la esquizofrenia (Flegr, 2013).

Curiosamente, un estudio realizado en el Instituto de Neurociencias de
Guayaquil, Ecuador que buscaba encontrar la relacion entre la infeccién por
T gondii y los problemas de salud mental en personas con esquizofrenia,
centrandose en como la infeccion podria reducir la depresion. Los hallazgos
sugieren que la seropositividad de 7. gondii tiene efectos especificos en
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las funciones mentales de los pacientes esquizofrénicos. Sin embargo, es
importante continuar con mas investigaciones para entender los mecanismos
subyacentes a la infeccion por este parasito y su implicacion en la salud mental.

Informes recientes sobre la toxoplasmosis congénita (TC) en Ecuador indican
una prevalencia variable entre la region de la sierra y la costa ecuatoriana.
Las tasas oscilan entre el 40 y el 50% en Riobamba y el 40% en Quito. En la
zona costera, la prevalencia es mayor, con un 74% en general y un 80,1% en
Guayaquil. El riesgo de infeccion en Guayaquil es de 2,4 por cada diez mil,
lo que lleva a una expectativa anual de 147 nifios afectados, el 65% de los
cuales no presentan sintomas. El impacto en el desarrollo infantil se manifiesta
de manera diversa e incluye trastornos neurologicos, deterioro cognitivo,
discapacidad visual, dificultades de aprendizaje, entre otras complicaciones.

El momento en que se produce el pico de seroconversion durante la
gestacion sigue sin conocerse, lo que pone de manifiesto la importancia de
este conocimiento, ya que la gravedad de las manifestaciones disminuye
con las infecciones intrauterinas en estadio avanzado. En consecuencia,
es imprescindible investigar la correlacion entre la susceptibilidad y los
intervalos de edad gestacional entre las mujeres embarazadas ya que el control
y seguimiento de la enfermedad pueden ser mal manejados. Cabe destacar que
los datos actuales sobre la prevalencia en todo el pais carecen de conclusiones
definitivas y las repercusiones del parasito en el desarrollo pediatrico no estan
completamente aclaradas. Ademas, la comprension general de la toxoplasmosis
congénita en Ecuador sigue siendo rudimentaria (Velasquez Serra et al., 2020).
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Conclusiones generales del libro y perspectivas futuras

Este libro proporciona una vision integral de diversos agentes infecciosos
de relevancia en Ecuador, abordando aspectos clave como su biologia,
patogénesis, resistencia antimicrobiana, diagnostico y epidemiologia. A lo
largo de los capitulos se analizan los siguientes organismos y sus implicancias
sanitarias para Ecuador:

Candida spp., en especial Candida albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis y 1la emergente Candida auris, se reconocen
como causantes predominantes de candidiasis invasora en contextos
hospitalarios, con un patrén creciente de resistencia a antifungicos y
alta letalidad.

Histoplasma capsulatum destaca como hongo endémico de riesgo en
individuos inmunocomprometidos y con exposicion ambiental, con
casos de histoplasmosis diseminada reportados incluso en pacientes
inmunocompetentes.

Escherichia coli, tanto en sus formas entéricas como extraintestinales,
representa un agente clave en enfermedades gastrointestinales, urinarias
y sepsis, con alta prevalencia de resistencia antimicrobiana en humanos
y animales.

Helicobacter pylori presenta una alta prevalencia y una notable
diversidad genética, con cepas portadoras de factores de virulencia
como cagA y vacA, asociadas a gastritis, tlceras y cancer gastrico. La
resistencia a antibioticos compromete la eficacia de los tratamientos
convencionales, lo que demanda estudios locales de susceptibilidad. La
falta de vigilancia sistematica limita el control efectivo de la infeccion.
Un enfoque integral es clave para reducir su impacto en la salud publica
nacional.

El complejo Mycobacterium  tuberculosis, incluyendo cepas
multirresistentes y linajes como Beijing, continia siendo un desafio
clinico y epidemioldégico en Ecuador. La implementacion de la
secuenciacion gendomica ha comenzado a mostrar su utilidad para la
vigilancia y control de brotes.

El Virus del Papiloma Humano (VPH), con predominio de los tipos 16,
58 y 70, muestra alta prevalencia de linajes oncogénicos en mujeres
ecuatorianas, especialmente en infecciones multiples. Esto subraya su
papel en la carcinogénesis cervicouterina y la necesidad de programas
de prevencién genotipicamente adaptados.
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Diversos arbovirus como Dengue virus (DENV), Zika virus (ZIKV),
Chikungunya virus (CHIKV) y Virus de la fiebre amarilla (YFV), se
encuentran en circulacion activa en el pais. La compleja interaccion
entre estos virus, el huésped humano y sus vectores plantea retos para
la inmunizacion, el diagndstico y el control vectorial.

Leishmania spp., especialmente L. mexicana, L. braziliensis, L.
infantum, entre otras, se manifiestan en formas clinicas cutaneas,
mucocutaneas y viscerales, con distribucion endémica y vinculacion a
la pobreza y condiciones ecologicas locales.

Toxoplasma gondii, parasito zoonotico ubicuo, representa un riesgo
particular para mujeres embarazadas e inmunosuprimidos, debido a su
potencial de infeccion congénita y persistencia tisular.

El uso de herramientas moleculares avanzadas como NGS y RT-qPCR
para mejorar el diagndstico de enfermedades infecciosas y emergentes,
asi como la identificacion de factores de resistencia son clave para
implementar estrategias de prevencion.

A partir de este analisis, se proponen varias lineas prioritarias de investigacion
y vigilancia:

1.

Vigilancia genémica nacional: Es imperativo consolidar plataformas
locales de secuenciacion y andlisis bioinformatico que permitan un
monitoreo continuo de los agentes infecciosos emergentes, incluyendo
resistencia antimicrobiana y variantes virales o micoticas y vectores.

Caracterizacion funcional de genes de virulencia: Deben impulsarse
estudios funcionales de genes clave implicados en la evasion inmune,
adhesion y resistencia a farmacos, particularmente en patégenos como
Candida, M. tuberculosis y arbovirus.

Interaccion huésped-patégeno: Se requiere investigacion traslacional
sobre los mecanismos de inmunoevasion y modulacion de la respuesta
innata para el desarrollo de terapias antivirales, antifungicas y vacunas
adaptadas a las condiciones locales.

Implementacion de estrategias de integracion entre salud humana,
animal y ambiental (Una Salud), considerando la zoonosis como la
toxoplasmosis, leishmaniasis y E. coli.

Desarrollo de diagnosticos y terapias nacionales: La creacion de kits
de diagnostico rapido y estrategias terapéuticas adaptadas al contexto
ecuatoriano, aprovechando blancos moleculares locales, puede reducir
la dependencia de insumos importados y mejorar la respuesta sanitaria.
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6. Fortalecimiento del sistema de vigilancia integrada: Se necesita
una articulacion mas estrecha entre el sistema de salud publica, los
laboratorios de diagnoéstico, las universidades y los organismos de
investigacion, para asegurar una respuesta efectiva, multidisciplinaria
y sostenida frente a enfermedades infecciosas.

7. Inmunizaciones: Implementar de manera integral y coordinada los
biolégicos necesarios para control y prevencion de enfermedades
infecciosa como Dengue y Chikungunya principalmente en zonas
endémicas y poblacion vulnerable.
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El aumento de las enfermedades infecciosas representa una amenaza importante
para la salud publica mundial, y Ecuador no es una excepcién. La emergencia y
reemergencia de patégenos amenaza a las poblaciones en vulnerables, agravado
por la escasez de recursos. Factores como la globalizacién, el cambio climéatico y la
plasticidad genética inherentes a los patdégenos puede comprometer los esfuerzos
de prevencién y control en el pais.

Tenemos el placer de presentarles la primera versiéon de Enfermedades infecciosas
emergentes: Ecuador, una obra estructurada en cuatro secciones que abordan la
biologia, infeccién y epidemiologia de diversos patdgenos, asi como mecanismos
de virulencia y resistencia. Ademas, se ofrece un panorama actual del estado del arte
de las enfermedades infecciosas emergentes de mayor preocupacion para el
sistema de salud de Ecuador.

Este libro estd pensado como un recurso clave para profesionales de la salud,
investigadores y estudiantes que buscan informacién completa y actualizada sobre
los patdgenos que afectan a nuestra comunidad. Esperamos que esta obra sirva
como referencia para el diagndstico, tratamiento y prevenciéon de enfermedades
infecciosas, y refuerce la importancia de la vigilancia e investigacion ante futuros
desafios sanitarios.

Esta publicacion es el resultado de un esfuerzo colaborativo de profesionales
dedicados a la investigacion basica y aplicada, que aportan informacién vital para la
salud publica en Ecuador. Agradezco profundamente a cada colaborador por su
valiosa contribucién y dedicacién en la elaboracion de una revision excepcional
dentro de sus areas de especializacién.
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