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Prevalencia serologica y
aislamiento del herpesvirus
bovino-1 (BHV-1) en hatos
ganaderos de Antioquia
y del Valle del Cauca

Ruiz-Séaenz J', Jaime J, Vera V?
INTRODUCCION

El herpesvirus bovino es un virus de genoma DNA
perteneciente a la familia herpesviridae, subfamilia
Alfaherpesvinae, el cual afecta naturalmente al bovino,
en el que provoca un amplio espectro de manifestaciones
conocidas  como  rinotraqueitis,  vulvovaginitis,
balanopostitis, conjuntivitis, aborto, enteritis y encefalitis
acarreando graves pérdidas econdmicas. En nuestro
pais, ha sido reportado desde comienzos de los 70 y
aunque existe un plan de vacunacion y prevencion de la
enfermedad, se sospecha que es uno de las principales
limitantes de las explotaciones ganaderas del pais.

OBJETIVO

Desarrollar un estudio seroldgico de la presencia del
BHV-1 en dos sistemas de produccion ganadera de leche
y carne; para posteriormente mediante inmunosupresion
terapéutica intentar aislamientos virales.

MATERIALES Y METODOS

Para ello, se realizd un estudio seroldgico transversal
en el cual se muestrearon 316 individuos no vacunados
pertenecientes a 6 diferentes haciendas ganaderas; tres de
ellas dedicadas a la produccion de leche, ubicadas en el
departamento de Antioquia y las 3 restantes dedicadas a
la ceba de ganado destinado al faenado ubicadas en el
departamento del Valle del Cauca. A los individuos se les
tom6 una muestra de sangre mediante puncion en la vena
coccigea media. Luego, las muestras fueron transportadas
refrigeradas al laboratorio donde se separaron los
sueros y se realizo la prueba de seroneutralizacion
viral en cultivo celular. A partir de dichos resultados se
escogi6 a los animales que tuvieran los mayores titulos
seroneutralizantes del hato, los cuales fueron sometidos
a inmunosupresion terapéutica con una dosis unica de
200mg de dexametazona para posteriormente tratar de
aislar el virus en muestras de estos.
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RESULTADOS

Se encontrd un 100% de prevalencia seroldgica por hato
para el BHV-1 y una prevalencia general por individuos
del 75.63%. La prevalencia para los departamentos
de Antioquia y del Valle fue del 85.51% y 69.84%
respectivamente. Se inmunosuprimieron 15 animales
del valle y 9 de Antioquia a los cuales se le tomod
muestra respiratoria, ocular y reproductiva, para un total
de 72 muestras, las cuales se llevaron a cultivo celular.
Se logro aislar virus de todas las muestras; siendo
posible recuperar virus tanto de toros como de vacas
tratadas. Se recuperaron un total de 10 cepas virales, 7
de ellas pertenecientes al departamento del valle y las
3 restantes al de Antioquia. De las cepas aisladas, 4
fueron recuperadas de tracto reproductivo y las restantes
fueron recuperadas de tracto respiratorio (Muestras
oculares y nasales). Utilizando la técnica de DICC50%
se realizd la titulacion de una de las cepas proveniente
de tracto reproductivo de un toro del valle del cauca,

encontrandose un titulo viral de 1x105.51 DICC50%.

CONCLUSIONES

Los presentes resultados se relacionan con un estado
de enzootia de la infeccion y demuestran que el
BHV-1 sigue siendo uno de los agentes de mayor
difusion en diferentes ambitos ganaderos, y que tanto
machos como hembras estan siendo afectados por esta
infeccion. Adicionalmente, si tenemos en cuenta la
larga convivencia con la infeccion en el pais permiten
cuestionar la eficacia de los sistemas de prevencion y
control de la infeccion en Colombia.

1 Grupo de Investigacion en Microbiologia y Epidemiologia,
Universidad Nacional de Colombia. Sede Bogota., E- mail:
julianruizsaenz@gmail.com

2 Grupo de Investigacion en Microbiologia y Epidemiologia,
Universidad Nacional de Colombia. Sede Bogota.

Reproduccion experimental
y caracterizacion molecular
de cepas de campo del virus
de herpesvirus bovino tipo
1 aisladas en Colombia
Jenny J. Chaparro' , Diego Piedrahita?,

Gloria C. Ramirez N.2,
Victor J. Vera A .3, Luis Carlos Villamil J.*#
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OBJETIVO

Reproducir experimentalmente, la rinotraqueitis bovina
infecciosa (IBR) a partir de una cepa de herpesvirus
bovino tipo 1 (HVB-1) aislada de un hato bovino
aparentemente sano con antecedentes de seroconversion.
Caracterizar genomicamente, la cepa empleada y 2
aislamientos colombianos de HVB-1.

MATERIALES Y METODOS

En la reproduccion experimental, se emple6 una cepa de
campo de HVB-1 (Sabana de Bogotd) y una de referencia
IOWA; fueron replicadas en células MDBK y en cornea
fetal bovina e inoculadas via respiratoria, en 7 terneros
seronegativos al virus HVB-1 y observados durante 15
dias, separandose en tres unidades: 4 animales inoculados
con cepa de campo, (dos inmunosuprimidos con 0.1
mg/kg de dexametasona); 1 ternero control positivo y 1
ternero control negativo. La dosis inoculada fue: 2X105
DITC50%/animal, (2ml por fosa nasal). Se hizo examen
clinico, prueba de anticuerpos seroneutralizantes (SN)
e intento de aislamiento viral diariamente a partir
de hisopos: nasal, conjuntival, vaginal y de suero
sanguineo y lavado prepucial. Todos los animales
fueron sacrificados y sometidos a necropsia tomandose
muestras para histopatologia e inmunoperoxidasa. Los
resultados fueron analizados utilizando estadistica
descriptiva. Se caracterizaron tres aislamientos virales
del BHV-1, con enzimas de restriccion comparandolos
con cepas de referencia (Iowa y Colorado). Se hizo:
amplificacion por PCR de glicoproteinas del BHV-1,
analisis por RFLPs.

RESULTADOS

Los animales inoculados presentaron sintomatologia
clinica, mas severos en los inmunosuprimidos: lesiones
en mucosas al 9 pi, recuperandose virus de las muestras
de hisopo nasal hasta el 10 pi; a partir del dia 8 pi,
anticuerpos neutralizantes con titulos de 1/8 a 1 /64.
Lesiones macroscopicas: en tracto respiratorio anterior,
con congestion y aumento de ganglios linfaticos
regionales. MicroscOpicamente: rinitis supurativa mixta
multifocal con edema y moderada muerte celular del
epitelio y en algunos casos pérdida de cilias, con severa
hiperplasia y expansion de los centros germinales
de los ganglios linfaticos en la zona paracortical y
regiones reticulares con infiltracion de PMN. En la
caracterizacion molecular: extraccion de DNA por
proteinasa K/SDS-Fenol Cloroformo; se amplificaron
por PCR las diferentes glicoproteinas del virus,
empleando primers que diferencian HVB-1 de otros

herpesvirus, se secuenciaron (ABI, Prim 310 APPLIED
BIOSYSTEMR) y se compararon con reportes del Gene
Bank con homologias del 100%. Sobre amplificados
de gpB, se realiz6 el PCR-RFLP, empleando Hind 111,
clasificando dos de las cepas como HVB-1.2a y una
como HVB-1.1.

CONCLUSIONES

Se comprobo el efecto patdogeno de la cepa de campo
HVB-1 y se describi6é por primera vez en Colombia,
un cuadro clinico progresivo de la enfermedad en su
forma respiratoria; los terneros inmunosuprimidos
fueron severamente afectados, lo cual sugiere un
posible efecto sinérgico entre la inmunosupresion
causada iatrogénicamente y la asociada a la infeccion
por HVB-1. La caracterizacién molecular, permitid
establecer, que las cepas corresponden a subtipos de
origen respiratorio y genital lo que implica el inicio de
un estudio de aislamiento y clasificacion de cepas de
campo por regiones naturales, para hacer mas eficientes
los programas de control de la enfermedad.

1. MV, MSc, PhDc Linea de Microbiologia y Epidemiologia,
Universidad Nacional de Colombia

2. MV, MSc, PhDc Posgrado Faculta de Medicina Veterinaria
y Zootecnia, Universidad Nacional de Colombia

3. MV, MSc, PhD Posgrado Faculta de Medicina Veterinaria
y Zootecnia, Universidad Nacional de Colombial MV, MSc,
PhD Universidad de la Salle

Correspondencia: Grupo de Investigacion en Microbiologia
y Epidemiologia. Facultad de MedicinaVeterinaria y de
Zootecnia. Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota.
E-mail: vjveraa@unal.edu.co

Relacion filogenética
y biogeografica del
virus del dengue tipo
3 en Latinoameérica

Christian Julian Villabona-Arenas, > Daniel Rafael
Miranda-Esquivel® y Raquel Elvira Ocazionez'

OBJETIVO

Determinar la relacion filogenética y biogeografica del
DENV-3 en Latinoamérica

MATERIALES Y METODOS

Se secuencio el gen de la envoltura viral de 21 cepas de
DENV-3 Colombianas aisladas en un periodo de sicte afios
(2001-2007) en los departamentos de Norte de Santander,
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Santander y Valle del Cauca. Utilizando las secuencias
locales junto con las secuencias disponibles para aislados
DENV-3 en Latinoamérica disponibles en GenBank se
llevaron a cabo analisis bajo el criterio de optimizacion
de Maxima Verosimilitud (ML) y con multiples costos
bajo el criterio de optimizacion de Parsimonia. Cepas
representativas de los distintos genotipos se usaron
como grupo externo. Para reconstruir la historia de la
distribuciéon del DENV-3 en latinoamérica, se llevo a
cabo un analisis de dispersion-vicarianza utilizando
la topologia de ML y como criterio de distribucion
las regiones geograficas donde se aislaron las cepas:
Caribe, Centroamérica, Noreste de Suramérica, Norte de
Suramérica, Pacifico y Sureste de Suramérica.

RESULTADOS

En todos los andlisis se obtuvo el mismo cladograma
en términos de agrupacion de paises. Las cepas de
Latinoamérica agruparon con la cepa de Sri-Lanka lo
cual sugiere que todas pertenecen al genotipo III. El
analisis de ML mostré que los virus que han circulado
en Latinoamérica desde 1994 pueden ser agrupados en
cinco grupos: clado I con cepas de Centroamérica y
Meéxico, clado II con las cepas restantes de México, clado
IIT Con cepas de Colombia (Departamentos de Norte de
Santander y Santander) y Venezuela, clado I'V con cepas
de Colombia (Departamento de Valle del Cauca y una
cepa de Santander) Cuba, Ecuador y Peru y clado V con
cepas de Argentina, Cuba, Bolivia, Brasil, Martinica y
Paraguay. El andlisis biogeografico mostro tres posibles
escenarios biogeograficos que representan las areas
ancestrales (areas donde se encontraba distribuido el
ancestro comun a los clados en cuestiéon) mas probables
para todas las cepas de DENV-3 en Latinoamérica. La
optimizacion para el resto de clados presentd como
areas ancestrales mas probables a Centroamérica para
los clados I, I y III, el Pacifico para el clado IV y la
unioén Caribe-Sureste de Suramérica para el clado V.

CONCLUSIONES

La proximidad geografica estuvo ligada a los grupos
resultantes en los analisis filogenéticos, por tanto,
la mayor parte de las cepas que aparecieron en un
mismo clado representaron aislados de paises vecinos
especialmente en la zonas de frontera como Colombia/
Santander-Venezuela y Colombia/Valle del Cauca/
Pacifico. En las distintas reconstrucciones ancestrales,
Centroamérica es el area ancestral mas probable y
junto con los hallazgos filogenéticos sugieren que tras
la introduccion del serotipo en esta region 1994, el
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DENV-3 se ha ido desplazando y diversificando a través
de todo el continente. Teniendo en cuenta la estructura
filogenética y la distribucion espacio-temporal de las
cepas, los datos sugieren que han ocurrido multiples
eventos biogeograficos que explican el patron de
distribucion del DENV-3 y que para entender la
dinamica del virus se requiere un enfoque regional en
vez de una perspectiva por paises.

1. Centro de Investigaciones en Enfermedades Tropicales y
Centro de Investigaciones

Epidemiolégicas, Escuela de Medicina, Universidad Industrial
de Santander, Sede

Guatiguara Km 2 Autopista Piedecuesta-Santander, Colombia
2. Grupo de Estudios en Biodiversidad, Escuela de Biologia,
Universidad Industrial de Santander, Carrera 27, calle 9
Bucaramanga-Santander, Colombia

Correspondencia: Laboratorio de Arbovirus, Centro de
Investigaciones en Enfermedades Tropicales, Universidad
Industrial de Santander. Sede Guatiguara Km 2 autopista a
Piedecuesta. Colombia. E-mail: dmiranda@uis.edu.co

Filogenia del virus fiebre
amarilla en Colombia

Jairo A. Méndez R."-2, Catalina Méndez!, Cristina
Domingo?, Gloria J. Rey!,
Juan A. Sanchez * & Antonio Tenorio™

INTRODUCCION

El virus de la fiebre amarilla pertenece a la familia
Flaviviridae, género flavivirus, y es el responsable de
una enfermedad hemorragica aguda que atn hoy en dia
afecta a mas de 200.000 personas al afio en regiones
tropicales de Africa y Sudamérica. En Colombia,
la fiebre amarilla ha desempefiado un importante
papel historico y actualmente representa una de las
enfermedades de mayor impacto para la salud publica
ya que regularmente se detectan casos selvaticos
fulminantes a pesar de las medidas de control realizadas
por el estado. Aunque la vigilancia epidemioldgica del
evento puede realizarse mediante pruebas serologicas
o viroldgicas, estas no ofrecen ninguna informacion
acerca del origen geografico o evolutivo del virus, ni
permiten determinar el genotipo viral detectado.

OBJETIVO

Realizar un andlisis filogenético de los virus fiebre
amarilla que han circulado y que circulan actualmente
en Colombia, para determinar la presencia y distribucion
de variantes genéticas.
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MATERIALES Y METODOS

Siete sueros humanos de pacientes diagnosticados con
fiebre amarilla obtenidos entre 1954 y 1974 fueron
procesados con el QlAamp Viral RNA Minikit, y 14
muestras de tejido hepatico obtenidas entre 2003 y
2008 fueron procesadas usando el reactivo Trizol-LS
para extraccion del RNA viral, el cual fue usado como
templado en una reaccion de Transcripcion Reversa (RT)
seguida de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
con iniciadores disefiados para amplificar un fragmento
de 734pb de la region prM/E. Las muestras negativas
fueron reamplificadas utilizando iniciadores internos
(PCR anidada) para obtener un producto de 692pb. Una
vez secuenciados los fragmentos, se construyeron arboles
filogenéticos utilizando el algoritomo basado en distancia
Neighbor Joining (NJ) y analsis de Méaxima Verosimilitud
(ML) incorporados en el programa PAUP* 4.0.

RESULTADOS

La topologia de los arboles construidos muestra un
agrupamiento bien definido que indica la presencia
de al menos 2 variantes génicas, una de las cuales se
relaciona estrechamente con virus africanos que no se
habian reportado previamente en Sudamérica, y otra
correspondiente al genotipo americano II que circula
principalmente en Brasil.

CONCLUSIONES

El analisis de la region génica prM/E permitiéo demostrar
la co-circulacion de 2 genotipos del virus fiebre amarilla
en diferentes areas geograficas de Colombia, lo que indica
ademas de la variabilidad de las cepas virales que circulan
en nuestro territorio, un flujo genético con paises limitrofes,
asi como la posibilidad de circulacion selvatica de cepas
ancestrales con patrones de evolucion independientes.

1 Instituto Nacional de Salud (INS), Laboratorio de Virologia,
Bogota, Colombia.

2 Universidad de los Andes, Departamento de Microbiologia,
Bogota, Colombia.

3 Laboratorio de Enfermedades Viricas Importadas, Instituto
de Salud Carlos III, Madrid, Espaifia.

4 Universidad de los Andes, laboratorio BIOMMAR, Bogota,
Colombia.

Correspondencia: Jairo A. Mendez R. Instituto Nacional de
Salud. Laboratorio de Virologia. Avenida/Calle 26 # 51-20
CAN, Bogota. E-mail: jmendez@ins.gov.co

Variantes moleculares
del ORF E7 del virus
de papiloma humano
tipo 58 en la cohorte
de Bogota, Colombia.

Reporte preliminar

Oscar Buitrago'?, Carolina Martin'?,
Antonio Huertas', Pablo Moreno', Gustavo
Hernandez®, Teresa Martinez*» Mdnica Molano'?

INTRODUCCION

El VPHS5S es el segundo tipo viral de mayor incidencia
en el &mbito Suramericano y Nacional en mujeres con
citologia normal y con lesiones de alto grado. Ademas
este virus se encuentra dentro de los ocho tipos virales
mas altamente prevalentes en cancer cervical invasivo.
A nivel mundial hay muy pocos estudios de variantes
sobre los ORF E6 y E7 del VPHS58, de los cuales
algunos han mostrado una asociacidon entre ciertas
variantes moleculares con la severidad de la neoplasia
cervical y con el riesgo de cancer cervical. Sin embargo
en el pais no se han desarrollado estudios de variantes
moleculares en E7/VPHSS.

OBJETIVO

Determinar variantes moleculares en E7/VPHS58 en
muestras de mujeres positivas para VPH58 en la linea
de base de la cohorte de Bogota, Colombia

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron cepillados cervicales de 1845 mujeres
con citologia normal pertenecientes a la linea de base
de la cohorte de Bogota, Colombia. La deteccion y
tipificacion del VPH presente en las muestras se realizd
mediante PCR utilizando los iniciadores P5+/GP6+ y
la tipificacion de 37 diferentes tipos virales se realizd
mediante un inmuno-ensayo (PCR-EIA). Se amplificd
la region E7 del VPH 58 en cepillados cervicales de
mujeres positivas para VPHS58 usando los iniciadores
E7P1- E7P2 que amplifican un fragmento de 316 pb
comprendido entre el nucle6tido 561 al 877,y que abarca
la region completa del ORF E7. Para el andlisis de las
variantes se utilizo la técnica de secuencia automatica
directa. La secuencia referencia del VPH58 se utilizo
para comparar las secuencias obtenidas.
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RESULTADOS

34 muestras mujeres fueron positivas para VPH 58. De
13 muestras que han sido analizadas para la presencia
de variantes en E7 VPH 58, 12 tienen la variante A694/
G744/A761 (94.7.), una muestra presenta la variante
A599/A694/G744/A761 (5,5%), y ninguna de las
muestras presenta la secuencia referencia del VPHSS.

CONCLUSION

En las muestras analizadas se presentaron dos variantes,
una previamente reportada en la literatura en una
poblacion Asidtica A694/G744/A761 y una nueva
variante A599/A694/G744/A761 nunca antes reportada.
Se observa poca diversidad de variantes de E7 del VPH
58 en las muestras analizadas. Se debe continuar con
los analisis de toda la cohorte para analizar el papel que
juegan estas variantes en la persistencia de la infeccion.

1. Grupo de Investigacion en Biologia del Cancer. Instituto
Nacional de Cancerologia, Bogota, Colombia.

2. Facultad de Medicina. Universidad Nacional de Colombia,
Bogota, Colombia.

3. Grupo Investigacion Epidemiolégica. Instituto Nacional de
Cancerologia, Bogota, Colombia.

Correspondencia: Calle 14 # 108-97 Casa 201, Parques
Residenciales Sabana Grande - Etapa 1B. Bogota, Colombia.
E-mail: olbuitragou@unal.edu.co; antaresmilo28@hotmail.
com

Identificacion del genotipo
y las mutaciones G1896A
y A1762T/G1764A en el
segmento precore/core
de virus de la hepatitis B
aislados de pacientes con
diagnostico de cirrosis y/o
carcinoma hepatocelular

Fabian M. Cortés-Mancera', Carmen L Loureiro?, Juan
Carlos Restrepo'?, Sergio Hoyos'*, Gonzalo Correa'?,
Helene Norder*, Flor Pujo?, Maria-Cristina Navas'.

INTRODUCCION

Ocho genotipos han sido descritos para el Virus de la
Hepatitis B (HBV), designados A-H; de los cuales
F y H son considerados genotipos autoctonos del
continenteamericano. Recientemente fue publicado un
trabajo de genotipificacion realizado en muestras de
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donantes de sangre de Bogota y Bucaramanga, en el cual
se describid una alta prevalencia del genotipo F (<80%).
De interés particular, en dos estudios separados se asocio
la infeccion por el genotipo F con mayor desarrollo de
HCC y alta tasa de mortalidad. El ciclo de replicacion
del HBV incluye una molécula intermediaria de ARN
(pgARN); dado que la transcripcion de pgARN esta
regulada por el promotor core (BCP), corriente arriba
del ORF precore/core (pre-C/C), la variante G1896A en
Pre-C y la doble mutacion en BCP (A1762T/G1764A)
resultan en alteraciones del ciclo de replicacion; algunos
autores han reportado alta frecuencia de A1762T/
G1764A en casos de HCC.

OBJETIVO

Caracterizar el genotipo y las variantes precore/core
del Virus de la Hepatitis B provenientes de pacientes
con diagndstico de cirrosis y carcinoma hepatocelular.

PACIENTES Y METODOS

Fueron incluidos 134 pacientes con diagnostico de cirrosis
y/o HCC, atendidos en la unidad de Hepatologia del
Hospital Pablo Tobén Uribe en el periodo 2005-2007. A
partir de esta poblacion, se analizaron muestras de suero
y/o explante hepatico en 15 pacientes con antigeno de
superficie positivo (HBsAg); 10 de ellos con diagnostico de
cirrosisy 5 con diagndstico de HCC y cirrosis concomitante.
Caracterizacion molecular del HBV. Inicialmente, a partir
del ADN extraido (TRIzol Ls), se evalud la presencia
del HBV mediante PCR del gen S. En aquellas muestras
positivas, se amplifico el genoma viral completo. Los
productos de PCR fueron purificados y secuenciados. Una
vez descartados eventos de recombinacion (Simplot), las
secuencias fueron alineadas con prototipos en GenBank
(Clustalx) para determinar las mutaciones en pre-C/C.
La inferencia filogenética se realizé utilizando maxima
parsimonia, Neighbor Joining (PAUP 4.0) y analisis
Bayesiano (Mr Bayes).

RESULTADOS

En 8 muestras se amplifico el gen S (5 tejidos y 3 sueros),
y en 4 de estas, el genoma viral completo. Segtin el
andlisis de la secuencia del gen S, todos los aislados se
agruparon dentro del genotipo F. El secuenciamiento del
genoma completo de 4 aislados permitié identificar el
subgenotipo F3 en 3 muestras (2 muestras de pacientes
colombianos y 1 de un paciente venezolano) y el
subgenotipo F1 en 1 muestra (origen El Salvador). De
estos aislados, uno presentd la mutacion G1896A. La
doble mutacion A1762T/G1764A se detectd en otros 2
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aislados; la presencia de esta doble mutacion corresponde
a muestras de pacientes con diagnostico de HCC.

CONCLUSIONES

Este es el primer estudio de genotipificacion del HBV
en casos de cirrosis y HCC en Colombia. El genotipo
F, subgenotipo F3 se encontrd en las 2 muestras de
pacientes colombianos. Los subgenotipos identificados
y su distribucion geografica coinciden con lo descrito en
la literatura. La deteccion de la doble mutacion A1762T/
G1764A en casos de HCC coincide con lo descrito en
otros estudios.

1. Grupo de Gastrohepatologia, Universidad de Antioquia,

2. Laboratorio de Virologia Molecular, Instituto Venezolano
de Investigaciones Cientificas,

3. Hospital Pablo Toboén Uribe.

4. Virology Department, Institute for Control Diseases, Solna,
Suecia

Correspondencia: Grupo de Gastrohepatologia. Sede de
Investigaciones Universitarias, Universidad de Antioquia.
Carrera 53 # 61-30, Torre 2, Laboratorio 434, Tel (00574)
2196567. Fax: (00574) 2196565. E-mail: fabiancortesm@

yahoo.com

Asociaciones entre virus
rabicos V3 (Desmodus
rotundus) y V4 (Tadarida
brasiliensis) con
murciélagos no hematofagos
de habitos caseros que
comparten refugio en el
departamento del Valle
del Cauca - Colombia

Constanza Nufez Mejia', Humberto Escobar Doncell 2,
Constanza Hernandez Rojas 3, Jhon Zapata Osorio * y
Andrés Paez Martinez *°.

INTRODUCCION

La transmision de rabia en murciélagos hematofagos ha
sido muy estudiada pero la transmision entre murcié¢lagos
no hematdfagos no es bien conocida, dado que depende
de las especies de murcié¢lagos involucradas y tipo de
relacion entre estas en los refugios.

OBJETIVO

Identificar las variantes de virus rabicos circulantes en las
especies de murciélagos caseros citadinos y rurales y su
asociacion con las especies de murciélagos no hematofagos.

MATERIALES Y METODOS

Las capturas de los murciélagos se realizaron utilizando
redes de niebla, entre los afios 1999-2008 en los 42
municipios del Valle del Cauca, en diferentes ambientes
urbanos y rurales con antecedentes de quejas por
mordedura de personas y animales e invasion en
edificaciones. El diagnostico del virus rabia se realizo
por Inmunofluorescencia Directa e Inoculacion en
cerebro de ratéon lactante y la tipificacion viral por
Inmunofluorescencia Indirecta usando anticuerpos
monoclonales del CDC. La identificacion taxondmica
de los murci¢lagos se realizo utilizando la clave
Walker’s Bats of the world. Todos los procedimientos
se realizaron de acuerdo a las normas de bioseguridad y
manejo ético de animales.

RESULTADOS

Se encontraron asociaciones entre los virus rabicos V3-
V4 con murciélagos insectivoros caseros. Las especies
Molossus molossus, Eptesicus brasiliensis, Myotis
nigricas, Saccopteryx bilineata, Carollia perspicillata,
Glossophaga soricina, Noctilio albiventris y Desmodus
rotundus, se encontraron compartiendo refugios como
cuevas y edificaciones. Durante los afios 1996 a 2002, los
murciélagos Molossus y Eptesicus fueron positivos para
la variante rabica V4 de Tadarida brasiliensis, principal
murciélago citadino transmisor de rabia en las Américas.
En abril de 2008, nuevamente coincidieron en un mismo
refugio urbano estas dos especies de murci¢lagos
insectivoros caseros infectados con la variante V4.

CONCLUSIONES

La dispersion y prevalencia de V3-V4 en murciélagos no
hematofagos de habitos caseros en el Departamento del Valle
del Cauca, es influenciado por la deforestacion y arquitectura
urbana que provee refugios a murciélagos citadinos y
rurales, contribuyendo al contacto corporal entre especies.
Adicionalmente, el comportamiento de los murciélagos,
aerosoles y mordeduras ocasionados entre estos intervienen
en la transmision de rabia cuando comparten refugios.

75



Resumenes

Salud ULS

1. Area de Virologia, Grupo VIREM, Universidad del Valle

2. Secretaria de Salud Departamental del Valle

3. Unidad Ejecutora de Saneamiento del Valle del Cauca

4. Laboratorio de Virologia, Instituto Nacional de Salud,
Bogota D.C 5Departamento de Ciencias Basicas, Universidad
de La Salle, Bogota D.C.

Correspondencia: Constanza Nuifiez Mejia. Calle 12B # 59-31
Bloque 14 Apto 401. E-mail: colenume@yahoo.com

Evidencia serologica de
agentes emergentes en
roedores urbanos y rurales
de Antioquia, Colombia

Juan D. Rodas', Andrés Londoiio', Victor H. Quiroz',
Javier Diaz?, Jorge E. Osorio®, Piedad Agudelo?,
Margarita Arboleda?, Silvana Levis 3

INTRODUCCION

En las ultimas tres décadas se han descubierto mas
de 20 arenavirus y 15 hantavirus en el continente
Americano. La mayoria de estos “virus emergentes”
comparten semejanzas estructurales y bioldgicas, tales
como poseer envoltura, genomas ARN segmentados
de polaridad negativa y roedores como reservorios
primarios. Entre el 2004 y 2006, se demostr6 la
presencia de IgG por una prueba de ELISA contra
virus Sin Nombre en sueros humanos, y de roedores
capturados en el departamento de Cérdoba (13,5% y
2,1% respectivamente). Coincidencialmente, en el 2006
y 2008, se presentaron en el Uraba Antioquefio 2 brotes
de sindrome pulmonar humano que se “confundieron”
con hantavirus y posteriormente se diagnosticaron como
Rickettsia rickettsii, estimulando nuestra curiosidad por
investigar la posibilidad de etiologia viral en sindromes

hemorragicos y respiratorios  “indiferenciados”
detectados en la mencionada zona.
MATERIALES Y METODOS

En agosto del 2007 iniciamos capturas de roedores en las
poblaciones de Apartado, Turbo y Necocli, utilizando
50 trampas Sherman y 15 trampas Tomahawk, con una
frecuencia de 3 noches por semana, una semana cada
mes, siguiendo evidencias de presencia de roedores o
condiciones ecologicas apropiadas para su aparicion.
Los animales capturados fueron angrados y se obtuvieron
muestras de bazo, higado, riiién y pulmoén para busqueda
de RNA viral. Simultaneamente se captaron sueros
humanos de fase aguda y convaleciente, de pacientes
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con fiebres hemorragicas negativas por extendido a
Malaria. Durante los Gltimos 6 meses hemos trabajado
en la estandarizacion de técnicas de ELISA y RT-PCR
para la deteccién de Robovirus (virus transmitidos por
roedores) y Leptospira (no discutido aqui).

RESULTADOS

En 12 salidas de campo, hemos capturado un total de
321 roedores, de los cuales 117 son Ratus rattus, 24
Ratus norvégicus, 71 Mus musculus, 87 de la subfamilia
Sigmodontinae, 18 de la familia Echymidae, 3 son
Heteromys sp y 1 mas estad atin por identificar. En breve,
con laayuda de mastozoo6logos y métodos morfométricos
determinaremos el género y la especie de los animales
capturados. Usando un ELISA rapido para deteccion de
IgG contra el virus Sin Nombre (SNV) (donacién del
Dr. Tony Schountz, Northern Colorado University),
hemos encontrado 10 roedores Sigmodontinos
positivos, de los cuales 5 también resultaron positivos a
un ELISA no comercial para anticuerpos contra el virus
Maciel (INEVH, variante apatégena de los hantavirus
suramericanos). Ninguno de los sueros reactores para
hanta, mostrd reaccion cruzada con Arenavirus (Junin),
por ELISA. 250 muestras de suero humanas, atin no han
sido evaluadas para anticuerpos.

CONCLUSIONES

Estamos desarrollando las pruebas para deteccion de g G
contra arenavirus (Junin y LCMV) y hantavirus (Maciel)
en todas las muestras restantes de roedores y humanos.
Esperamos detectar secuencias propias de Arena y
hantavirus, para establecer la presencia de roedores
persistentemente infectados y posibles diseminadores a
la poblacion humana. Pretendemos desarrollar una red
de investigacion nacional para determinar el papel que
los Robovirus podrian estar jugando en la salud publica
humana y establecer el posible sub-diagnoéstico, debido
a la carencia de pruebas, en casos humanos compatibles.

1. Grupo de Investigacion en Ciencias Veterinarias, Centauro,
Universidad de Antioquia

2. Grupo de Inmunovirologia, Universidad de Antioquia

3. School of Veterinary Medicine, Pathobiological Sciences,
University of Wisconsin

4. Instituto Colombiano de Medicina Tropical — CES, Medellin
5 Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas
(INEVH), en Pergamino, Argentina.

Correspondencia: Juan David Rodas G. Grupo de Invesitacion
en Ciencias Veterniarias, Centauro SIU. Laboratorio 233,
Telefax: 2196525. E-mail: juandavid.rodas@gmail.com
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Genotipificacion del
virus de la hepatitis C en
muestras de pacientes
multi-transfundidos

Diana di Filippo', Fabian M. Cortés-Manceral,
Mauricio Beltran?, Maria Patricia Arbelaez®, Sergio
Jaramillo?, Jorge Donado*, Maria-Cristina Navas'.

INTRODUCCION

Numerosos estudios han demostrado que la poblacion
de pacientes multi-ransfundidos representa uno de
los principales grupos de infeccion por el Virus de la
Hepatitis C (VHC). Un estudio de corte transversal
realizado en 500 pacientes multi-transfundidos
atendidos en 4 centros hospitalarios en las ciudades de
Bogota y Medellin, report6 una prevalencia general de
infeccion del 9,0%. La prevalencia por grupo fue 32,2%
en pacientes con hemofilia, 6,1% pacientes sometidos a
hemodidlisis, 7,1% pacientes con diagnostico de anemia
depranocitica o talasemia, 2,6% pacientes con sangrado
agudo y 3,4% pacientes con enfermedades oncoldgicas.

OBJETIVO

Caracterizar el genotipo y subtipo del VHC en muestras
obtenidas de pacientes multi-transfundidos de las
ciudades de Bogota y Medellin, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Se procesaron 45 muestras de suero provenientes de
pacientes multi-transfundidos anti-HCV  positivos
(Abbot Asxym). Después de la extraccion del Acido
ribonucleico (ARN) (TRIzol®), la deteccion del
genoma viral se realizo utilizando primers specificos
para laregion 5'UTR (Untranslated region) por RT-PCR
anidada. Los productos amplificados fueron digeridos
por separado en reacciones individuales con las enzimas
de restriccion Mval, Rsal, Hinfl a 37°C y BstUI a 60°C.
Los genotipos y subtipos fueron deducidos a partir de
patrones de RFLP descritos previamente por Pujol FH
y col (1997). Para confirmar estos resultados, algunos
aislados fueron evaluados por secuenciamiento y
analisis filogenético usando metodologias de méxima
verosimilitud y neighbor joining (PAUP 4.0).

RESULTADOS

En un analisis previo realizado hace 3 afios en las
mismas muestras, la frecuencia de deteccion del genoma
viral fue del 60% en las muestras anti-HCV positivas.
Sin embargo, en este estudio el ARN fue detectado en
solo 12 (26,6%) de las 45 muestras; el largo periodo de
almacenamiento podria ser la razon de este resultado.
Las 12 muestras de suero positivas por RT-PCR anidada
fueron analizadas mediante la técnica RFLP. Basados
en estos resultados, el genotipo predominante fue 1b (5,
41.68%), seguido por la (3, 25,01%), 2 (2, 16,7%) y
6¢ (2, 16,7%). De estos aislados, tres fueron analizados
por secuenciamiento automatizado, usando diferentes
métodos filogenéticos. Los resultados obtenidos fueron
concordantes con el patrén de RFLP de las tres muestras
(genotipo la, 1b y 2, respectivamente).

CONCLUSIONES

En este estudio el genotipo 1 fue el predominante, como
ha sido descrito en diversos estudios en el continente
americano; adicionalmente, describimos el genotipo 2
y como hallazgo importante el genotipo 6. En estudios
previos en diferentes ciudades de Colombia han sido
descritos los genotipos 1, 2 y 4. La confirmacion del
genotipo 6 por secuenciacion de laregion 5'UTR esta en
proceso; es de mencionar que el patron de RFLP de estas
muestras fue 100% concordante con el patrén esperado
segin el analisis bioinfomatico de un aislado de este
genotipo (HCV_6¢ th846 GeneBank). Asimismo, esta
pendiente la identificacion de los subtipos del genotipo
2 por secuenciamiento. La identificacion del genotipo
viral permite la eleccion del esquema de tratamiento
antiviral, dada la resistencia de los genotipos 1 y 4 al
tratamiento con IFN y permite conocer la epidemiologia
molecular del VHC en nuestro pais.

1. Grupo de Gastrohepatologia, Universidad de Antioquia

2. Coordinacion Bancos de Sangre, Instituto Nacional de Salud
3. Grupo de Epidemiologia, Universidad de Antioquia

4. Hospital Pablo Tobon Uribe, Medellin, Colombia
Correspondencia: Maria Cristina  Navas, Grupo de
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434, SIU, Universidad de Antioquia.

E-mail: mcnavasn@gmail.com
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Frecuencia moderada de
infeccion por el virus de
la hepatitis C en casos
de cirrosis y carcinoma
hepatocelular en 4
hospitales de Colombia

Wilson-Alfredo Rios Ocampo!, German Osorio
Sandoval'?, Beatriz Vieco?, Gonzalo Correa', Juan
Carlos Restrepo'?, Sergio Hoyos'*, Rocio Lopez*, Luis
Eduardo Bravo®, Maria-Cristina Navas'.

INTRODUCCION

Los principales factores de riesgo asociados con el
desarrollo de carcinoma Hepatocelular (HCC), el
tipo de cancer primario de higado mas comun, son la
infeccion cronica por el Virus de la Hepatitis C (HCV)
y/o Virus de la Hepatitis B (HBV), la exposicion
dietaria a aflatoxinas y el consumo de alcohol. La mayor
incidencia se presenta en paises de Africa sub-sahariana
y del este de Asia, donde la infeccién por HBV es el
principal factor de riesgo. En paises occidentales la
infeccion croénica por HCV esta emergiendo como la
causa mas comun de HCC. En Colombia se desconoce
el patron epidemioldgico del HCC.

OBJETIVO

Establecer la frecuencia del biomarcador de infeccion
por HCV por inmunohistoquimica (IHQ) en casos
de HCC registrados en el periodo 2000-2004 en
los departamentos de patologia de la Universidad
de Antioquia (UdeA), Hospital Pablo Tobén Uribe
(HPTU), Fundacion Santa Fe de Bogota (FSB) y
Hospital Universitario del Valle (HUV) y entre el 2005-
2007 en casos de cirrosis y HCC en el HPTU.

METODOLOGIA

En una primera fase del estudio se utiliz6 el anticuerpo
monoclonal humano no comercial anti-Core B12.F8
y un anticuerpo secundario anti-humano biotinilado;
la deteccion se realizo por la técnica ABC (Avidina
Biotina-Complejo peroxidasa). En la segunda fase del
estudio se utilizé un anticuerpo monoclonal comercial
anti-Core HCV aa70-90 (MILLIPORE) y el kit de
deteccion HRP Polymer & DAB Plus Chromogen
(Lab Vision Corporation). Los controles consistieron
en muestras de tejido hepatico embebido en parafina
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provenientes de casos con diagnostico de infeccion
cronica por HCV, HBV y hepatoblastoma.

RESULTADOS

De los 46 casos procesados, 8 correspondian a pacientes
extranjeros con HCC y 38 a pacientes colombianos,
26 con diagnostico de HCC y 12 con cirrosis. Durante
la primera fase del estudio con el anticuerpo B12.F8
se obtuvo un alto marcaje inespecifico producto del
anticuerpo secundario. Con el anticuerpo comercial
durante la segunda fase los resultados de estandarizacion
fueron satisfactorios. En los casos analizados de pacientes
colombianos, la proteina Core fue detectada en 2/12 casos
de cirrosis (16,67%) y en 10/26 casos de HCC (38,46 %).
La marcacion fue citoplasmatica con niveles variables de
intensidad y un porcentaje de células infectadas entre el
10 y 40% en tejido tumoral y no tumoral. Los casos de
infeccion detectados por IHQ coincidi6 en 5/10 casos de
HCC con serologia positiva anti-HCV segtn las historias
clinicas, en el resto de los casos la informacion no estaba
disponible. Conclusiones: Se ha estimado que el 25% de
los casos de HCC en el mundo son atribuibles al HCV.
Este estudio se considera un primer acercamiento que
revela una frecuencia moderada de infeccion por HCV
(12/38 (31,6%)) en los casos analizados en Colombia.
Estudios realizados en M¢éxico, Puerto Rico, Brasil y
Pert han reportado una prevalencia del 60%, 33%, 26,9%
y 0,73%, respectivamente, segiin el marcador anti-HCV
en casos de HCC. Proyecto financiado por Colciencias
(1115 041 6445) y 1a Universidad de Antioquia.
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Primer reporte de
infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana
tipo 2 (VIH 2) en la region

Caribe de Colombia
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INTRODUCCION

En Colombia la epidemiologia molecular de la infeccion
por el VIH ha sido muy poco estudiada. En este sentido
algunos trabajos anteriores reportan la circulacion de
variantes del subtipo B en la region de los Andes y en
Antioquia. Aunque el subtipo B es el principal causante
del SIDA/VIH, recientemente se han reportado casos
esporadicos de infeccion por virus de los subtipos C y F.
Estos resultados hacen que el panorama de epidemiologia
molecular de la infeccion por el VIH-1 comienza a
volverse mas complejo. Sin embargo a pesar de estos
estudios, no existian reportes oficiales de la infeccion por
VIH-2 en nuestro Pais.

OBJETIVO

Determinar si el VIH-2 circula en la region del Caribe
colombiano.

METODOLOGIA

En este estudio se incluyeron 100 muestras de plasma
de pacientes con SIDA/VIH provenientes de diferentes
localidades de la region Caribe colombiana las cuales
fueron reconfirmados mediante un estuche de Western
Blot aprobado por la FDA de los Estados Unidos para
discriminacion de VIH1 y 2. A todos se les midio la carga
viral para su posterior genotipificacion. Secuencid una
region de 1302 bp que incluye porciones de la Transcriptasa
Reversa y la Proteasa. Las secuencias obtenidas fueron
comparadas filogenéticamente con otras previamente
reportadas y consignadas en el GenBank.

RESULTADOS

De este tamizado, por western blot, se identificaron tres
aislados virales caracterizados como VIH-2. Un analisis
de secuencias de nucledtidos de un fragmento de 1302
pb del gen Pol y posterior genotipificacion, mostré que
dos de ellos fueron del subtipo A y el otro una mezcla
de subtipos A/B. Analisis filogenéticos realizados
mediante el método NJ, agruparon a los dos subtipos A
colombianos con una secuencia tipo “outgroup” (HIV-
2-31325; subtipo A).

CONCLUSION
Este es el primer reporte confirmado de la circulacion

en la region del Caribe colombiano del VIH-2 y
el unico reportado oficialmente en Colombia. Este

hallazgo pone de relieve la importancia de realizar un
estudio de epidemiologia molecular mas detallado para
determinar la dinamica poblacional de la infeccion por
el VIH-2 en nuestro Pais. Este trabajo fue cofinanciado
por COLCIENCIAS, (proyecto No 12830416511), la
Universidad del Sinu y la Universidad del Valle con el
apoyo logistico de FUNVIHDA.
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Genotipos del virus
de la hepatitis B en
poblacion donante de
sangre en Medellin

Julio C Rendon!, Fabian M Cortes!, Lucelly Rios?,
Gloria Barco®, Juan C Olarte*, Sergio Galindo?,
Maria-Cristina Navas'*

INTRODUCCION

En América se estiman alrededor de 13 millones de
portadores del virus de la hepatitis B (VHB), de los
cuales 1.2 millones habitan en Norteamérica y 11.8
millones en Latinoamérica Ocho genotipos han sido
caracterizados para VHB (A-H), con 8% de divergencia.
Los genotipos F y H son los mas divergentes y se
consideran autdctonos de América. Desde 2006 cuatro
subgenotipos del genotipo F han sido caracterizados,
cada uno con una distribucion especifica en centro y
Suramérica.Colombia presenta regiones de alta, media
y baja endemicidad para la infeccion por VHB, donde
las comunidades amerindias son la poblacion de mayor
riesgo. Un reciente estudio llevado a cabo con muestras
de donantes de sangre, en dos ciudades colombianas
Bogota y Bucaramanga reveld la presencia de los
genotipos F, A, D, C y G en poblacion donante siendo
el genotipo F el mas prevalente (86% de los casos) y

especificamente el subgenotipo F3 (82%).
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OBJETIVO

Se pretendi6 determinar los genotipos de VHB aislados
de poblacion donante de sangre en la ciudad de Medellin.

MATERIALES Y METODOS

La poblacion de estudio fueron 58 donantes de sangre
con marcadores serologicos positivos de infeccion
por VHB (HBsAg y/o anti- HBc) atendidos durante el
2007 en los bancos de sangre del Hospital Pablo Tobon
Uribe, la Clinica Leon XIII, la Cruz Roja Colombiana
Seccional Antioquia y el Laboratorio de Salud Publica
de Antioquia.Después de la extraccion del DNA viral
(Trizol®), una region del gen S fue amplificada por PCR
heminested usando los primers especificos SIR, YS1 y
YS2 previamente publicados por Zeng GB et al. Para la
identificacion de los genotipos virales fue usada la técnica
de RFLP (restriction fragment length polymosphisms)
utilizando las enzimas de restriccion Bsrl, Styl, Cfrl,
Hpall y Alwl.Adicionalmente, un total de 218 secuencias
del gen S y/o el genoma completo de VHB, disponibles en
GenBank, fueron analizadas para los sitios de restriccion
de la region comprendida entre los nucledtidos 203 y 767
usando Bioedit 7.0.9.0 (Ibis biosciences, Canada).

RESULTADOS

Durante la amplificacion del gen S de VHB se obtuvo
resultado positivo en 10/58 muestras (17.2%). Los
analisis por RFLP arrojaron patrones de corte en 7/10
muestras; sin embargo, ningin patrén fue concordante
con los publicados previamente. Luego de los analisis
computacionales, 5/7 patrones obtenidos se ajustaron
totalmente con la prediccion segiun Bioedit para el
genotipo F, subgenotipo F3. En 5 de las muestras
amplificadas, no se logrdé la genotipificacion por
ausencia de cortes con las enzimas de restriccion (3) o
porque presentaron un patrén indeterminado (2).

CONCLUSION

El F fue el tnico genotipo encontrado en nuestras
muestras, dos de las cuales fueron confirmadas
por secuenciacion, lo cual concuerda con los datos
publicados previamente. Los patrones obtenidos para el
genotipo F, son totalmente concordantes con el patron
predicho para el subgenotipo F3 obtenido usando
analisis computacional. Los analisis de restriccion
nos permite proponer un nuevo patrén de restriccion
especifico para el subgenotipo F3; sin embargo estudios
adicionales de secuenciamiento y analisis filogenético
deben ser implementados para validad estos resultados.
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Disefo, implementacion y
evaluacion de una estrategia
de intervencion en dengue
con enfoque de ECOSALUD
en un area demostrativa
de la zona urbana de Cali

Fabian Méndez Paz ', Miguel Pefna?, Beatriz Parra’,
Janeth Mosquera*, Maria Cristina Maldonado®, Carlos
Andrés Morales®, Ranulfo Gonzalez’, Yoseth Ariza®,
Genny Martinez’, Patricia Garcia'?, Diana Lucumi'!.

OBJETIVOS

General: 1dentificar e intervenir los principales factores
ambientales, socioeconémicos y politicos que interactian
en la transmision del dengue en un area demostrativa
en la ciudad de Cali. Especificos: 1) Identificar las
percepciones, conocimientos y practicas individuales,
colectivas e interinstitucionales relacionadas con la
transmision y control del dengue. 2) Caracterizar
los principales factores (entomologicos, viroldgicos,
climaticos, del crecimiento urbano y los conocimientos
de la poblacion) que influyen en la transmision del
dengue en la zona. 3) Disefiar, implementar y evaluar una
intervencion que complemente la EGI para el control del
dengue en un area demostrativa en la comuna 6 de Cali.

METODOLOGIA

El enfoque en el que se inscribe esta propuesta es
el de ECOSALUD, estda basado en los principios
de transdisciplinariedad, participacion comunitaria
y equidad. El area demostrativa seleccionada para
el proyecto estd ubicada en la comuna 6. Objetivo I:
revision documental, entrevistas a profundidad y grupos
focales realizados a personas de la comunidad y de las
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instituciones. Objetivo 2: paralarecoleccion y analisis de
informacion de condiciones de saneamiento ambiental,
informacion entomoldgica, climatica, clinica y social
se desarrollaron los siguientes procesos: recoleccion
de informacion de fuentes secundarias, una “inspeccion
sanitaria” para identificar los factores de riesgo,
sanitarios y ambientales. Actualmente se desarrollan: una
encuesta poblacional que incluye componentes clinicos,
sanitarios y sociales, una encuesta de de conocimientos
y practicas de diagndstico en los equipos de salud,
una encuesta entomoldgica de formas inmaduras y un
muestreo entomoloégico ligado a una seroprevalencia
de infeccion en humanos. Objetivo 3: Se seguiran las
bases de la planeacién participativa de la intervencion
en salud publica, en este caso el modelo para el disefio
de la intervencion sera el MAPP (Mobilizing for Action
through Planning and Partnerships), cuyo fin es mejorar
la salud y la calidad de vida a través de la movilizacion
comunitaria e intersectorial y la ejecucion y evaluacion
de estrategias de accion

RESULTADOS

Por métodos de investigacion cualitativa se lograron
identificar las representaciones individuales, sociales
e institucionales en cuanto a las causas y factores de
transmision de la enfermedad, las formas de control
y la responsabilidad de cada uno de los actores en las
estrategias de control. De otra parte, y como resultado de
una Inspeccion Sanitaria se obtuvo una descripcion de las
principales caracteristicas ambientales del peridomicilio en
el area. La revision de fuentes secundarias permitio realizar
el andlisis de la ocurrencia de dengue en la ciudad y su
relacion con variables climaticas para el periodo 2001-
2007. Como resultado de la discusion transdisciplinar se ha
construido un modelo conceptual que incluye factores que
se interrelacionan en tramas complejas de causalidad en la
dindmica de transmision del dengue: del ambiente biofisico
(crecimiento urbano desordenado y variacion climatica),
del componente sociocultural (practicas inadecuadas
y baja participacion comunitaria e intersectorial) y del
ambito econdmico y politico (las reformas a la salud y a

los regimenes de contratacion laboral).

CONCLUSIONES

Alfinal del proyecto se espera: 1. Contribuir al control del
dengue mediante el disefio de estrategias que incorporen
el enfoque de ECOSALUD. 2. Brindar evidencias
de la aplicacion del enfoque de ECOSALUD como
alternativa para investigar la complejidad del dengue
y de otros problemas en salud ambiental y desarrollar
intervenciones integrales.
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Frecuencia de infeccion por
el virus de la hepatitis B en
casos de cirrosis hepatica
y carcinoma hepatocelular
Iris Suarez', German Osorio"?, Beatriz Vieco?, Juan
Carlos Restrepo'-3, Sergio Hoyos'" * Gonzalo Correa':3,

Luis Eduardo Bravo*, Rocio Lépez®,
Maria-Cristina Navas'*

INTRODUCCION

Se estima que mas de 2 billones de individuos han sido
infectados por el virus de la hepatitis B (HBV); de estos
entre 350y 400 millones presentan infeccion persistente y
estan en riesgo de sufrir enfermedad hepatica progresiva
como cirrosis, falla hepatica y carcinoma hepatocelular.
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A nivel global, aproximadamente un tercio de los casos
de cirrosis hepatica, y la mitad de los casos de carcinoma
hepatocelular (HCC) pueden atribuirse a la infeccion
cronica por HBV. En Latinoamérica, aproximadamente
el 43% de los casos de HCC son atribuibles a HBV
(Perz, et al., 2000).

OBJETIVO

Describir la frecuencia de infeccion por HBV en casos
de HCC registrados en el periodo 2000-2004 en cuatro
hospitales de las ciudades de Bogota, Medellin y Cali,
y en casos de HCC y cirrosis hepatica registrados en el
periodo 2005-2007 en un hospital en Medellin.

MATERIALES Y METODOS

Se realizo6 la deteccion de las proteinas HBcAg (antigeno
Core)y HBx (proteina X) del HBV por inmunohistoquimica
a partir de tejido hepatico embebido en parafina, utilizando
anticuerpos monoclonales comerciales y el kit Ultravision
LP detection system HRP Polymer & DAB Plus
Chromogen (Lab Vision corporation).

RESULTADOS

Un total de 55 casos fueron incluidos en los ensayos
de inmunohistoquimica para la deteccion de la proteina
Core del HBV (12 casos de Cirrosis y 43 casos de HCC)
y 46 en los ensayos de deteccion de la proteina HBx (11
casos de cirrosis y 35 casos de HCC); De este analisis
se excluyeron 8 casos de HCC que corresponden
a pacientes extranjeros. De los casos de pacientes
Colombianos, la proteina Core fue detectada en una sola
muestra con diagndstico de cirrosis (1/12), en ninguna
de los 35 casos de HCC HbcAg fue evidenciada. La
presencia de HBx fue demostrada en 3 de los 11 casos
de cirrosis hepatica analizado (27,3%) y en 12 de 27
casos de HCC (44,4%).

CONCLUSIONES

Estos resultados sugieren que la infeccion por HBV
posiblemente corresponde a uno de los principales
factores de riesgo asociado a HCC en la poblacion de
estudio; estos hallazgos coinciden con los resultados
esperados considerando el perfil pidemiologico de
la infeccion por HBV en Colombia; sin embargo, no
son extrapolables a otras poblaciones considerando
la heterogeneidad de la endemia de la infeccion por
HBV.Son necesarios estudios complementarios en los
que se evaliien otros Marcadores de infeccidbn como
la amplificacion del genoma viral y la deteccion de la
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proteina HBx por otras técnicas como western blott. En
relacion a la cirrosis hepatica la frecuencia infeccion
por este virus corresponde al perfil epidemiologico
descrito a nivel mundial. Es el primer estudio realizado
en Colombia tendiente a describir la frecuencia de
infeccion por HBV como factor de riesgo en pacientes
con diagnostico de cirrosis hepatica y HCC.
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Evaluacion de la
competencia vectorial de
Aedes aegypti a DENV-2
provenientes de aislados

clinicos (1995-2007)

Carolina Quintero G', Marlén Martinez-Gutierrez'MSc,
Francisco Diaz 3, Marta Ospina®,
Oladier Hoyos', Andrés Uribe!, Jorge Emilio Osorio'?,
Ivan Dario Vélez!

INTRODUCCION

En gran parte del territorio Colombiano, co-circulan los
cuatro serotipos de Virus Dengue (DENV-1 a DENV-
4) durante todo el afio, ocasionando un aumento en el
numero de casos de Fiebre por Dengue (DF) y Dengue
hemorragico (DHF). Sumado a esto, las poblaciones del
vector Aedes aegypti han aumentado considerablemente
principalmente  por  factores  socio-ambientales;
poniendo en mayor riesgo de infeccion a la poblacion.
La transmision del DENV depende en gran medida de
la Competencia vectorial, definida como la habilidad
del mosquito de infectarse, y posteriormente infectar un
nuevo huésped susceptible. Esta competencia se puede
ver afectada por cambios genotipicos/fenotipicos en el
virus que son comunes debido a la alta tasa de mutacion
de éste. Estudios filogenéticos recientes indican que ha
ocurrido una variacion para DENV-2 durante la tltima
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década; estos cambios, podrian resultar en cambios
fenotipicos y con esto el aumento del potencial epidémico.

OBJETIVO

Evaluar la Competencia Vectorial en colecciones de A.
aegypti a DENV-2, aislados en Medellin durante 1995
y 2007.

METODOLOGIA

Se amplificaron la cepa de referencia S16803 y los
aislados 496/1995 y 3986/2007 de DENV-2 en cultivo
de células de insecto; tras 9 dias de infeccidn se colectaron
sobrenadantes que fueron cuantificados por ensayo de
placas y por qRT-PCR. Mosquitos del género A. aegypti
(Rockefeller) fueron retados via oral con sangre humana
mezclada con concentraciones conocidas de DENV-2. Los
controles negativos fueron alimentados s6lo con sangre. 5,
8, 12 y 14 dias post-alimentacion, se disecaron intestinos
medios y cabezas para evaluar por inmunofluorescencia la
cantidad de antigeno viral. Adicionalmente, de las cabezas
se extrajo RNA viral con el fin de cuantificar genomas
virales por qRT-PCR.

RESULTADOS PRELIMINARES

Por inmunofluorescencia, se detectaron diferencias
en los niveles de antigeno viral en los estomagos de
mosquitos alimentados con virus provenientes de
aislados clinicos, con respecto a la cepa de referencia
en dias tardios de la infeccion. Del mismo modo, la
cantidad de genoma viral, es mayor en los mosquitos
alimentados con los aislados, diferencia que se hace
considerable principalmente a los 15dpi

CONCLUSION

Existen diferencias en cuanto a los niveles de infeccion
en A. aegypti con los aislados en relacion a la cepa de
referencia, mostrando una mejor eficiencia de infeccion
que se ve reflejada en un mayor niimero de copias
genomicas detectadas en las cabezas de mosquitos
alimentados con virus provenientes de aislados clinicos.

"Programa de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales-
PECET- Universidad de Antioquia

*Universidad de Wisconsin

3Grupo de Inmunovirologia, Universidad de Antioquia
“Laboratorio Departamental de Salud de Antioquia
Correspondencia: Carrera 53 # 61-30. Sede de Investigacidon
Universitaria - SIU. Torre 2. Laboratorio 632

E-Mail: dcaro63@gmail.com

Induccion del
inmunoregulador ST2 en
células endoteliales por
suero de pacientes con
dengue esta relacionado

con el TNF-alfa

Natalia Houghton-Trivifio', Doris Salgado?, Jairo
Rodriguez?, Irene Bosch®, Jaime E.Castellanos'*

INTRODUCCION

El inmunoregulador ST2 soluble es expresado en el
endotelio en respuesta a estimulos inflamatorios como
mecanismo de control e incluso durante la infeccion por
dengue. Las células que expresan ST2, su regulacion y
funcién en el dengue no se conocen.

OBJETIVO

En este trabajo, se estudiaron los patrones de expresion
de dos isoformas de este gen (receptor soluble y anclado
amembrana ST2s y ST2L respectivamente) en un grupo
de 38 pacientes con Fiebre de dengue (FD) y Fiebre
Hemorragica por Dengue (FHD) y la regulacion de su
expresion en células endoteliales humanas (HUVEC).

MATERIALES Y METODOS

La expresiéon de las isoformas soluble y anclada
a membrana (ST2s y ST2L, respectivamente) fue
cuantificada por PCR entiempo realy ELISAen HUVEC
estimuladas con suero de pacientes en presencia de un
anticuerpo neutralizante de TNF-alfa.. El TNF-alfa
circulante fue cuantificado en los sueros.

RESULTADOS

Se encontraron altos niveles séricos de ST2s en
pacientes con FHD comparado con pacientes con FD
y voluntarios sanos (3,9+£2,4 ng/ml vs. 1,5£1,2 ng/ml
vs. 0,53+0,5 ng/ml ; r2=0,29 p = 0,001); asi como una
correlacion significativa entre los niveles de citoquinas
pro-inflamatorias TNF-alfa e IL-8 y los pacientes
con FHD (r2=0,33 p = 0,003). Por el contrario, los

83



Resumenes

Salud ULS

pacientes con FD presentaron niveles mayores de la
citoquina reguladora IL-10 (r2=0,22 p = 0,001). No se
encontrd correlacion entre la carga viral y la severidad
de la enfemedad (r2=0,09 p = 0,6). Como marcador
de activacion, se cuantifico ICAM en células HUVEC
estimuladas con sueros de los pacientes. El suero de
pacientes FDH produjo un aumento significativo en
la expresion de ICAM comparado con las células
estimuladas con sueros de pacientes FD o voluntarios
(66 vs. 32 vs. 38 p<0,05, Arbitrary Units). Usando real
time PCR, no se encontraron cambios en la expresion
de ST2s en PBMC de los pacientes (FD y FHD), sin
embargo se produjo un aumento de 10 veces en el
mRNA para ST2s en las HUVEC estimuladas con
sueros FHD (p<0,01) y un incremento significativo en
los niveles de la proteina ST2s con respecto al estimulo
con sueros FD o voluntarios (2,4+0,06 pg/ml vs. 1,8+
0,1 ng/ml vs. 1,4+ 0,2 ng/ml respectivamente, p<0.01).
La neutralizacion del TNF-alfa. en los sueros de los
pacientes disminuy6 en mas del 50% la secrecion de
ST2s y la expresion de ICAM en la células HUVEC.
Interesantemente, el tratamiento con los sueros de los
pacientes con FD y FHD indujeron una desregulacion
en la expresion de ST2L en las HUVEC. Este efecto fue
mayor cuando el TNF-alfa. fue bloqueado. Estos datos
nos indican diferencias en la regulacion de la expresion
de las dos isoformas de ST2.

CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que el TNF-alfa puede
regular la expresion de ST2s en el endotelio vascular
durante la enfermedad del dengue, ayudando a regular
negativamente la respuesta inflamatoria en los pacientes
FHD y favoreciendo el switch de citoquinas Th1 a Th2
durante la convalecencia.
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Determinacion de la
presencia y nivel de
expresion de f8-Defensinas
humanas 1y 3 en
placenta de mujeres VIH-
1 positivas y negativas

Whbeimar Aguilar Jiménez!, Wildeman Zapata Builes]1,
Maria Teresa Rugeles Lopez'.

INTRODUCCION

La epidemia del VIH-1 ha hecho evidente la existencia
de mecanismos de resistencia natural en individuos
expuestos al virus pero que permanecen sin evidencia
clinica ni seroldgica de infeccion, quienes se conocen
como expuestos seronegativos (ESN); en este grupo se
incluyen los neonatos nacidos de madres seropositivas
(SP), en los cuales se ha observado una baja tasa de
infeccion atn en ausencia de medidas preventivas, lo
que resalta la existencia de mecanismos de resistencia
en la interfase materno-fetal. Estos mecanismos
no han sido descritos en su totalidad y representan
un blanco importante de investigacion. Las beta
defensinas humanas (HBD), son péptidos catidonicos
y antimicrobianos que se producen primordialmente
en las mucosas, principal puerto de entrada del VIH-1
al organismo. Recientemente se demostré que HBD-2
y 3 son inducidas por el VIH-1 en células del epitelio
oral humano y que estos péptidos tienen la capacidad
de inhibir la replicacion del VIH-1 in Vitro. Estas
evidencias sugieren que las HBD participan en la
proteccion de la mucosa oral y posiblemente de otras
superficies mucosas durante la exposicion al VIH-1.

OBJETIVO

Determinar la presencia y el nivel de expresion de
mRNA de HBD-1 y 3 en muestras de placenta de
madres VIH-1 positivas y madres controles sanos (CS)
para dilucidar si como consecuencia de la exposicion
viral y posiblemente como un mecanismo de proteccion
del bebé se puede evidenciar diferencias en la expresion
de HBD en estos grupos.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron muestras de placenta, de 36 madres VIH-
1 positivas y 38 madres CS, se extrajo el RNA total y
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se cuantificaron las unidades relativas de transcriptos
de HBD-1 y 3 mediante RT-PCR en tiempo real. Para
excluir la participacion de otro mecanismo asociado a
la resistencia natural en los hijos nacidos de las madres
SP, se detecto la mutacion .32 en el gen CCRS por PCR.

RESULTADOS

Ningun bebé fue infectado por el VIH-1. No se
observaron individuos homocigotos para la mutacion
.32. Los madres seropositivas expresaron niveles
significativamente mayores de mRNA de HBD-1
en placenta que las madres CS. Adicionalmente, las
unidades relativas de transcriptos de mRNA de HBD-
3 en placenta fueron significativamente mas altas en
madres CS que en las madres SP.

CONCLUSIONES

La mutacion .32 no es responsable por la resistencia
al VIH-1, exhibida por este grupo de bebés ESN. La
mayor expresion de mRNA de HBD-1 en placenta de
madres seropositivas puede ser el resultado del estimulo
viral o estar asociado al fendmeno de resistencia natural
observado en los neonatos de madres SP. Ademas, la
HBD-3 podria estar siendo regulada negativamente en
placenta de mujeres SP a consecuencia de la infeccion
viral mediante mecanismos no establecidos aun.

1. Grupo de Inmunovirologia. Universidad de Antioquia
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La expresion de TLR2
y TLR4 en pacientes
infectados por el VIH-
1 es modulada por
infecciones oportunistas

Juan C. Hernandez', Georges Laurent?, Ajit Kumar?,
Danielle Hernandez-Verdun?, Silvio Urcuqui-Inchima'.

INTRODUCCION

La capacidad de activar una respuesta inmune contra los co-
patogenos asociados a la infeccion por el VIH-1, depende
de las moléculas del sistema de reconocimiento innato,

tales como los receptores tipo Toll (TLR, del inglés Toll-
like receptors). Los TLR activan la inmunidad innata y
modulan el desarrollo de la inmunidad adaptativa, para el
control de los agentes infecciosos. En la infeccion por el
VIH-1, los TLR pueden por un lado promover una respuesta
antiviral en los estadios tempranos, activando las vias de
sefalizacion que conllevan a la expresion de interferon, o
en la transcripcion del genoma viral. Sin embargo, no existe
evidencias que relacionen al VIH-1 con la modulacion
de la expresion de los TLR, como un mecanismo de la
evasion de la respuesta inmune y/o para promover su
replicacion; igualmente se desconoce el papel cumplen los
microorganismos oportunistas en este escenario.

OBJETIVO

El proposito del presente trabajo fue evaluar la expresion
de TLR2 y TLR4 en tres subpoblaciones celulares de
sangre periférica, obtenidas de individuos infectados
con VIH-1, clasificados segun la carga viral, el uso de
HAART vy la presencia de infecciones oportunistas, y en
controles sanos negativos para la infeccion por VIH-1.

MATERIALES Y METODOS

La expresion de TLR2 y TLR4 fue cuantificada por
citometria de flujo en monocitos (CD14+); células dendriticas
mieloides [mDC (CD11calto Linl-)] y plasmacitoides [pDC
(BDCA-2+ CDI123alto)]. Para los analisis estadisticos se
utilizaron las pruebas de t student y ANOVA, para comparar
la expresion de los TLR entre los diferentes grupos,
considerando significativo un valor de p<0,05.

RESULTADOS

Se encontré un aumento en la expresion de TLR2
y TLR4 en mDC, y de TLR4 en pDC, obtenidas
de pacientes infectados con VIH-1 con infecciones
oportunistas, especialmente en aquellos pacientes que
no han iniciado tratamiento antirretrovial, comparados
tanto con pacientes infectados con VIH-1 sin infecciones
oportunistas, como con los controles sanos. El aumento
de la expresion de los dos TLR fue mayor en los
pacientes co-infectados con M. tuberculosis o agentes
micdticos como Candida spp. Igualmente se observd
una correlacion positiva entre la expresion de TLR2
(determinada como intensidad media de fluorescencia)
y la carga viral en monocitos de los pacientes infectados
con VIH-1 y con infecciones oportunistas, pero no entre
la expresion de los TLR y el recuento de los linfocitos T
CDA4+, en sangre periférica.
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DISCUSION Y CONCLUSION

Estos hallazgos sugieren que la expresion en células
presentadoras de antigenos, como monocitos y DC de
sangre periférica, de los dos TLR evaluados, podria ser
modulada positivamente en individuos infectados con
VIH-1 y con infecciones oportunistas. En este caso,
la inmunosupresion causada por el VIH-1 favorece la
infeccién por microorganismos oportunistas, los cuales
podrian estimular los TLR, activando asi NF-.B, el cual
participa activamente en la transcripcion del genoma
viral. Nuestros resultados podrian estar explicando
uno de los posibles mecanismos, mediante el cual las
infecciones oportunistas aceleran la progresion a sida,
en los pacientes co-infectados.

1. Grupo Inmunovirologia - Universidad de Antioquia,
Colombia.

2. Biochemistry, Molecular Biology and Genetics — Georges
Washington University, USA.

3. Uclei and Cell Cycle - Institut Jacques Monod, Francia.
Correspondencia: Juan Hernandez, Grupo de Inmunovirologia,
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Amplificacion de la
glicoproteina E2 del virus
de la diarrea viral bovina

(BVDV) a partir de una cepa
colombiana (ICA) Para ser
empleada como transgen

en un vector adenoviral

Diana Susana Vargas'-*, Victor Julio Vera Alfonso*?,
Jairo Jaime Correa®?

INTRODUCCION

El VDVB es uno de los agentes infecciosos mas
importantes del ganado bovino con una alta prevalencia a
nivel mundial. Desde los afios noventa, se ha empezado
a desarrollar experimentalmente vacunas recombinantes
para el control de esta enfermedad. Estas vacunas permiten
trabajar Unicamente con las proteinas inmunogénicas
del virus evitando la exposicion al virus completo;
disminuyendo la probabilidad de reversion viral. Asi
mismo, se fundamentan en la busqueda de un sistema
eficiente para la expresion y presentacion de antigenos que
generen una potente inmunidad humoral y celular. Esto se
logra mediante el empleo de proteinas virales altamente
inmunogénicas como la E2, la cual contiene los epitopes
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que inducen la produccion de anticuerpos neutralizantes
posteriores a la infeccion y a la vacunacion. Los genes que
codifican para estas proteinas son introducidos dentro de
un vector que permita su expresion de forma completa,
truncada o quimérica de la E2.

OBJETIVO

Amplificar la glicoproteina E2 del BVDV en forma
completa y truncada a partir de una cepa colombiana para
su posterior insercion en un vector viral.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajaron las cepas virales ICA (cepa colombiana
obtenida previamente de un brote natural de la
enfermedad de las mucosas en la Sabana de Bogota
enl984, suministrada por el Instituto Colombiano
Agropecuario) y la cepa de referencia Singer del BVDV.
Para la amplificacion de la E2, inicialmente se amplifico
la region del genoma 5S"UTR del BVDV, la cual es una
region conservada entre los diferentes pestivirus con el
fin de determinar que las cepas trabajadas correspondian
al virus. Posteriormente, se amplifico el gen viral E2
en una version completa y una truncada mediante RT-
PCR empleando primers especificos a los cuales se les
adiciono sitios de restriccion para facilitar su posterior
insercion en un sitio especifico del vector adenoviral.

RESULTADOS

Laamplificaciéondela E2 es el paso inicial en la construccion
de un vector adenoviral para el BVDV. Se observaron
diferencias en la amplificacion de la version truncada y
completa de la proteina E2 en las cepas virales utilizadas.
La cepa colombiana ICA amplifico las dos versiones de
la proteina, a diferencia de la cepa de referencia que solo
amplifico la E2 truncada. Estas dos versiones de la cepa
colombiana se insertaran en la construccion del vector
para evaluar su posterior expresion en cultivos celulares
complementarios. El trabajo con vacunas recombinantes
permite utilizar solo una fraccion del virus, en este caso
se empled la proteina mas inmunogénica del BVDV. A
pesar de que el gen que codifica la proteina E2 es la mas
inmunodominante también es la mas hipervariable, por tal
motivo se observaron diferencias de amplificacion entre
las cepas utilizadas.

CONCLUSIONES

La amplificacion de las dos versiones de la proteina en
la cepa viral colombiana permite generar bioldgicos
mediante las técnicas recombinantes para proteger los
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animales con las cepas actuantes en el medio. Asi mismo,
se quiere ampliar el conocimiento en la metodologia
de la construccion de estas vacunas para posteriores
desarrollos empleando virus que tengan incidencia en
el sector pecuario.
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Caracterizacion de

los microambientes
cromosomicos adyacentes
a los sitios de integracion

del provirus HTLV-

1 en asintomaticos

Mercedes Salcedo-Cifuentes!, Felipe Garcia-Vallejo??,
Adalberto Sanchez?*, Irene Teascher®.

INTRODUCCION

Estudios recientes, evidencian que tanto en el HTLV-I
como en otros retrovirus humanos y no humanos,
no se integran al azar. Este proceso no aleatorio, es
dependiente de factores estructurales y funcionales de
los microambientes genomicos del ADN huésped.

OBJETIVO

Caracterizar el microambiente genomico de las
secuencias adyacentes al provirus HTLV-1.

MATERIALES Y METODOS

Se realizo el alincamiento de 80 secuencias IPCR
procedentes de sujetos portadores de HTLV-I (Query)
contra la base de datos Genome Browser de la
Universidad del California, considerando ventanas
de apertura de 100 a 500 Kb y 1 Mg. Alineamientos
con homologias = 95% vy scores estadisticamente
significativos fueron incluidas en el analisis estadistico,
para lo cual se construy6 una base de datos en EXCEL

en donde se incluyeron como variables la ubicacion
cromosomica, el nimero de genes adyacentes, el
proceso biologico en el que interviene y su ubicacion
subcelular. Adicionalmente se incluy6 el numero de
islas CpG, No de repeticiones discriminadas por tipo
secuencia repetitiva: SINEs (Alu y MIR), LINEs (L2 y
otros) y repeticiones RNA. El analisis se realizé con el
paquete estadistico SPSS 10.

RESULTADOS

Se describen secuencias adyacentes al provirus ricas en
repeticiones tipo Alu, Satélite y RNA. Las secuencias
homologas a las secuencias IPCR en estudio se ubican
preferentemente en los cromosomas 2,16,18,19, Xy Y.

CONCLUSIONES

El perfil cromosémico de las secuencias IPCR
procedentes de pacientes asintomaticos es diferente
al perfil de secuencias IPCR procedentes de pacientes
LLTCA analizadas durante la primera fase del estudio
bioinformatico. Sin embargo, comparten caracteristicas
en el tipo de secuencia y las que codifican (secuencias
génicas) tienen funciones moleculares o intervienen en
procesos biologicos semejantes.
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Epidemiologia molecular
en la region caribe de
Colombia de la resistencia
de variantes del VIH
1 a diferentes drogas
antirretrovirales

Martha C Dominguez!, Vanessa Otero?, Diane M Diaz!,
Milton Quintana? y Felipe Garcia Vallejo!
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INTRODUCCION

La emergencia de cepas resistentes a antirretrovirales es
uno de los problemas mas comunes y preocupantes de
salud ptblica mundial, pues, al igual que el amplio rango
de drogas antirretrovirales, y el uso prolongado de las
mismas, la falta de adherencia y los efectos colaterales,
son factores importantes que favorecen la aparicion de
fallas en la terapia antirretroviral en pacientes con VIH-
SIDA. La falla en el tratamiento, que generalmente se
da por la seleccion de variantes mutantes resistentes a
drogas antirretrovirales, se puede monitorear mediante
la genotipificacién. Esta se lleva a cabo mediante la
deteccion de mutaciones puntuales en la transcripta
reversa (TR) y la proteasa (Pr).

OBJETIVOS

Identificar mutaciones asociadas con resistencia a
drogas antirretrovirales en pacientes SIDA/VIH de la
costa Caribe de Colombia.

MATERIALES Y METODO

Se selecciond un grupo de 100 pacientes tratados y no
tratados, provenientes de distintos municipios de esta
region de Colombia. Todos los voluntarios incluidos
en el estudio fueron confirmados mediante la prueba
Western Blot. A todos ellos se les aplico una encuesta
epidemioldgica y se les calculd su carga viral (CV);
aquellos pacientes con cargas virales mayores de 2000
copias/ml fueron genotipificados empleando para ello el
estuche ViroSeq de ABBOTT.

RESULTADOS

Se encontré, que para la Transcriptasa Reversa,
las mutaciones mas frecuentes y que se asocian
con resistencia contra Nucledsidos Inhibidores de
Transcriptasa Reversa (NRTI) fueron M184V (37%),
L741y Q151L/M (8.7%) cada una; en menor proporcion
y confiriendo una posible resistencia la T215F(7.4%),
T691 (3.7%) y V75T(3.7%). Otras mutaciones presentes
que no confieren resistencia son G333E, G333D/E,
A62V, K219E, K219N, V1181, D67G, K70R y K219E.
En cuanto a las mutaciones relacionadas con resistencia
a No Nucleésidos Inhibidores de Transcriptasa Reversa
(NNRTI) se registraron la KI103N (37%), Y181C
(7.4%), G190A (3.7%), y G190S (3.7%); se presentaron
mutaciones menores en los residuos V179D, M230L,
P225H, A98G, V1081, K103S, K101E y V179D. Para
la Proteasa (PR) se caracterizaron mutaciones asociadas
con resistencia en los codones 150V (3.7%) y LOOM
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(3.7%), se determind la presencia de mutaciones
menos frecuentes como L63P, V771, M36l, A7IT,
A71V, M36L, L101, L70V, 154M, V82A y la 184V. Se
destaca la presencia de un paciente multirresistente
a las diferentes clases de drogas antirretrovirales;
ademas se caracterizaron dos pacientes con ausencia
de mutaciones. De igual forma se encontrd un paciente
sin antecedentes terapéuticos portador de la mutacion
V106A, documentada en la literatura como resistente
a Nevirapina. La presencia VI106A en este paciente sin
antecedentes terapéuticos parece evidenciar un caso de
transmision horizontal.

CONCLUSION

De los resultados obtenidos es posible concluir que
el conjunto de mutaciones reportadas en este trabajo
constituyen el primer marco de referencia para la region
Caribe Colombiana y en alguna medida modifica el
mapa epidemioldgico en la Costa Caribe y en Colombia.
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Posibles estrategias
virales para el
transporte intracelular
del virus dengue

Andrea 1. Trujillo-Correa!, Juan C. Gallego-Goémez':?

INTRODUCCION

El Dengue es la enfermedad viral transmitida por
artropodos mas importante a nivel mundial, ya que
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produce la fiebre hemorragica de mayor incidencia. Se
han realizado estudios epidemioldgicos y moleculares
sobre el Virus del Dengue (DENV), sin embargo
faltan estudios basicos sobre la interaccion virus—
c¢lula hospedera, cuyo conocimiento puede ayudarnos
a entender procesos basicos de la patogénesis de esta
enfermedad. El conocimiento de algunos pasos del
ciclo de replicacion del virus en la célula huésped y
de algunas caracteristicas estructurales y funcionales
de las proteinas virales, ha promovido el estudio de
diversos blancos potenciales para la accion antiviral.
La mayoria de estudios relacionados con el ciclo
infeccioso del DENV se han centrado en entender los
mecanismos moleculares de la entrada, la replicacion
y el ensamblaje. Sin embargo existen pocos estudios
que permiten comprender como las particulas virales
se mueven dentro de las células para poder llegar a los
sitios adecuados donde realizan de una forma eficiente
su replicacion. Se conoce que moléculas con un tamafio
superior a 500 KDa o 50 nm no pueden moverse
libremente, es por esta razoén que se ha demostrado que
algunos virus -desnudos o empaquetados en vesiculas-
usan el citoesqueleto para moverse intracelularmente.
Es probable que la interaccion entre el DENV y su
receptor de membrana, dispare una serie de eventos
dindmicos que, como ocurre con otros virus, generan la
reorganizacion del citoesqueleto lo que permite la entrada
de las particulas virales. Adicionalmente, la patogénesis
de este virus, se ha relacionado con un incremento en
la permeabilidad transendotelial y rompimiento de las
uniones intracelulares, debido a la reorganizacion del
citoesqueleto derivando en hemorragia y edema.

METODOLOGIA

Para analizar la interaccion de proteinas virales con
los elementos del citoesqueleto, se trataron células
Vero antes y después de la infeccion, con agentes
espolimerizantes de microtibulos (Nocodazol) y actina
(Citocalacina D). Se procesaron las células infectadas,
para microscopia avanzada de fluorescencia (IX-81
Olympus) con analisis de imagen (Image Pro Plus de
MediaCybernetics), ademas con los sobrenadantes se
cuantificaron viriones infecciosos mediante titulacion
por ensayo de plaqueo.

RESULTADO

Se demuestran que posiblemente existe una interaccion
entre el DENV y los elementos del citoesqueleto,
usando microscopia avanzada de fluorescencia se
observo colocalizacion, entre las proteinas virales con
actina y microtibulos, que podria estar implicadas

en algun paso del ciclo replicativo. Ademas con la
despolimerizacion de elementos del citoesqueleto,
cambia el patréon de distribucion subcelular de
proteinas virales con respecto al control, observandose
acumulacion principalmente en la region perinuclear
y ademas se observa un marcaje difuso menos intenso
que puede corresponder a proteina viral soluble sin
ensamblar. Esto concuerda con una disminucion de las
particulas virales infecciosas observadas por titulacion.

CONCLUSION

estos resultados sugieren que, posiblemente existe una
interaccion entre el DENV y el citoesqueleto, debido
a que las particulas virales puedes usar los filamentos
de actina y microtibulos, para su transporte en los
diferentes pasos de su ciclo vital y de esta manera
realizar una infeccion exitosa.

1. Programa de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales-
PECET. Linea Biologia Viral.

2 Grupo de Neurociencias de Antioquia. Sede de Investigacion
Universitaria-SIU. Universidad de Antioquia.
Correspondencia: Programa de Estudio y Control de
Enfermedades Tropicales-PECET Universidad de Antioquia.
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632. Tel 574 2196506. Fax: 574 2196511. E-mail: andretru@
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Reconocimiento inmune
opuesto de IgG De Suero E
Iga secretora del dominio

V1/V2 dependiente de
glicosilacion en tres
subtipos se VIH-1

Ana Ximena Zapata', Viviana Granados Gonzalez?,
Julien Claret?, Willy Berlier?, Nadine Vincent?,
Frederic Lucht?, Christiane Defontaine?,
Abraham Pinter®, Christian Genin?,

Serge Riffard? Silvio Urcuqui'

INTRODUCCION

El dominio V1/V2 de la proteina de envoltura gp120
de HIV-1 esta involucrado en el tropismo viral durante
la infeccion. Se ha sugerido que la glicosilacion
del dominio V1/V2 permite el enmascaramiento de
epitopes neutralizantes conservados y es necesaria
para mantener la funcionalidad del virus. Ademas,
participa en los cambios conformacionales tras la union
con los coreceptores y en la induccidén de anticuerpos
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neutralizantes. Sin embargo, a pesar de su importancia,
éste dominio ha sido muy poco estudiado.

OBJETIVO

Determinar el papel de la glicosilacion del dominio V1/
V2 en el reconocimiento de anticuerpos IgG de suero e
IgA secretora, dirigidos contra el dominio V1/V2.

MATERIALES Y METODOS

A partir de tres aislamientos primarios de HIV-1 de los
subtipos A, By C se amplificé por PCR la secuencia de
DNA que codifican para el dominio V1/V2 de la gp120
y el producto se clond en el vector pSecTag/FRT/VS-
HisTOPO, el cual tiene la articularidad que favorece la
secrecion de proteinas. Una vez obtenido el respectivo
contracto se utilizd para transfectar células CHO, las
cuales tienen la capacidad de glicosilar las proteinas.
La estructura de las proteinas V1/V2 recombinantes
fue verificada usando dos anticuerpos monoclonales
anti-V1/V2, uno dirigido contra epitopes lineales y el
otro contra epitopes conformacionales, dependiente de
la glicosilacion. Para la deglicosilacion, las proteinas
recombinantes se trataron con PNGasa. La presencia de
IgG de suero e IgA secretora especifica para el dominio
V1/V2 fue determinado por ELISA en 82 pacientes
infectados por VIH-1.

RESULTADOS

De los 82 pacientes infectados, 14 presentaron en suero y
en saliva de pardtida, IgG e IgA respectivamente, contra
V1/V2; es decir, los pacientes presentan anticuerpos
dirigidos contra la proteina V1/V2 glicosiladas. Cuando
los mismos ensayos se realizaron con proteinas V1/V2
deglicosiladas, se observé un incremento en la reactividad
de la IgG serica para los subtipos A y C pero no para el
subtipo B. Pero al evaluar la IgA secretora de saliva de
parotida, se observd una disminucion de la reactividad
para las proteinas recombinantes deglicosiladas, de los
tres subtipos virales. Nuestros resultados sugieren que
el reconocimiento de los sitios glicosilados del dominio
V1/V2 por la IgG sérica, es subtipo dependiente y
que la glicosilacion juega un papel importante en el
reconocimiento de los dominios VIV2.

CONCLUSION

Nuestros resultados sugieren que la glicosilacion del
dominio V1/V2 incluyen en la especificidad de los
anticuerpos producidos durante la infeccion por VIH-1,
dirigidos contra el dominio V1/V2.
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El factor nuclear
90 Interactiia con
RRE y disminuye la
replicacion del HIV-1

Claudia P. Patifio', Georges Laurent?, Danielle
Hernandez-Verdun®, Ajit Kumar?, Silvio Urcuqui-
Inchima!

INTRODUCCION

La replicacion del VIH-1 es regulada transcripcional
y post-transcripcionalmente; la proteina Rev juega un
papel importante en este proceso. Rev interactia con el
Elemento de Respuesta a Rev (RRE), un RNA presente
en los trascritos semiprocesados y sin procesar del VIH;
esta interaccion es fundamental para su exportacion
desde el ntcleo. Usando el gen reportero CAT, nuestro
grupo demostr6 que el Factor Nuclear 90 (NF90) afecta
la exportacion de ARN virales mediada por Rev. NF9O
se ha identificado como un factor transcripcional, que
regula positiva o negativamente la expresion de genes.
Presenta en su region N-Terminal (N-Ter) una sefial de
localizacion nuclear (NLS) y una de exportacion nuclear
(NES), y en la regién C-Terminal (C-Ter), dos dominios
de union a ARNdc (DRBD1 y DRBD2) y una region
carboxiterminal pobre en arginina-glicina (RG-).

OBJETIVO

Determinar si NF90 tiene afinidad por RRE y la
capacidad de inhibir la replicacion del VIH-1 in Vitro.

MATERIALES Y METODOS

El gen que codifica por NF90 y diferentes regiones del
mismo, se amplificaron por PCR y se clonaron en pmRFP.
Para los estudios de interaccion, se utilizo pGag-RRE, el
cual produce un transcrito con RRE y su exportacion hacia
el citoplasma depende de una proteina que interactiie con
RRE. Igualmente se uso pGFP/Reyv, el cual codifica por



Resumenes

Rev fusionado a pGFP. Para determinar el efecto de NF90
o sus derivadas en la replicacion del VIH-1 in vitro, se
utilizé pHIV.Env.GFP el cual codifica por las proteinas del
VIH-1 excepto la proteina de envoltura; ademas contiene el
gen que codifica por la proteina GFP. La expresion de cada
constructo se verificod transfectando células HeLa usando
el kit Lipofect-Amine Reagent (GIBCO). Veinticuatro
horas después, se evalud la transfeccion, por microscopia
de fluorescencia y en algunos casos, la expresion de las
proteinas de interés por Western Blot.

RESULTADOS

Nuestros resultados muestran que NF90 y en particular
las regiones NES, DRBD1+2 y RG(-) presentan una alta
afinidad por RRE, teniendo en cuenta que RRE es el
ligando natural de Rev, examinamos si la co-expresion
de Rev y NF90 o sus derivadas, en presencia de pGag-
RRE, incrementa o disminuye la expresion de Gag.
La co-expresion de ambas proteinas conlleva a una
fuerte disminucion de la expresion de Gag. Este efecto
inhibidor de la actividad de exportacién de Rev, fue
mayor cuando NF90 o sus derivadas se co-expresaron
en presencia de la region N-Terminal. Ademas, también
se observo una disminucién de la expresion de Rev.
Igualmente se encontré que NF90 y en particular
las regiones C-Ter, DRBD 1 y DRBD 2 afectan la
replicaciéon del VIH-1 cuando se co-expresaron en
presencia de la region N-Ter.

CONCLUSION

Nuestros resultados muestran que NF90 afecta la
replicacion del VIH-1 in vitro. El efecto es mayor
cuando se co-expresa con la region N-Ter. Dicho efecto
podria ser consecuencia de la interaccion de NF90
por RRE o un efecto en el ensamblaje del complejo
de exportacion mediado por Rev. Sin embargo, son
necesarios otros estudios que permitan entender mejor
el o los mecanismos implicados.
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Evaluacion de la actividad
funcional de los TLR, en
células mononucleares
de sangre periférica
expuestas al VIH-1

Diana Marcela Giraldo', Juan C. Hernandez',
Silvio Urcuqui-Inchima'

INTRODUCCION

Los receptores tipo Toll (TLR) intervienen en el
reconocimiento de estructuras especificas de patdégenos
e inician la respuesta inmune innata, a través de la
expresion de citoquinas proinflamatorias. Ademas
los TLR participan en la maduracion de las células
dendriticas.Estudios previos realizados en nuestro
Grupo han demostrado que el VIH-1 puede modular la
expresion de TLR2 y TLR4 en subpoblaciones de células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) obtenidas
de pacientes infectados con VIH-1. Sin embargo, se
desconoce si esa regulacion tiene o no un efecto en la
expresion de moléculas coestimuladoras y la produccion
de citoquinas proinflamatorias, que favorezcan o alteren
el establecimiento de la inmunidad innata.

OBJETIVO

Cuantificar el mRNA de las citoquinas proinflamantorias
IL-6 y TNF-a y la expresion de las moléculas
coestimuladoras CD80 y CD86, en CMSP tratadas con
agonistas de TLR2 y TLR4, expuestas o no al VIH-1.

MATERIALES Y METODOS

Inicialmente se estandariz6 las condiciones de la RT-
PCR convencional y en tiempo real (verificadas por
electroforesis en gel de agarosa) para cuantificar el
mRNA de las citoquinas proinflamatorias en CMSP
estimuladas con PMA/Ionomicina. Luego se estimuld
los CMSP con agonistas de TLR2 y TLR4 (lipoproteina
sintética -PAM,CSK- y lipopolisacarido — LPS-,
respectivamente) durante 12 y 18 horas y se cuantificd
el mRNA IL-6 y TNF-a por RT-PCR en tiempo real.
La expresion de las moléculas coestimuladoras CD80
y CD86 en monocitos, células dendriticas mieloides
(mDC) y plasmacitoides (pDC) igualmente estimuladas,
se determino por citometria de flujo.
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RESULTADOS

Se observo un incremento del mRNA de IL-6 y TNF-a
en CMSP estimuladas por 18h con PMA/Ionomicina. Al
estimular las CMSP con PAM,CSK, (agonista de TLR2)
y LPS agonista de TLR4) se observo un mayor expresion
del mRNA para IL-6 a las 12h de estimulo, pero a
las 18h disminuyé drasticamente. Por el contrario, el
incremento del mMRNA para TNF-a se mantuvo constante
en los dos tiempos evaluados. El nivel de expresion de
CD80 y CD86 se evaluo en las tres poblaciones celulares
estimuladas bajo las mismas condiciones descritas
anteriormente. Se observo un incremento de la expresion
de CD80 y CD86 en mDC y en monocitos, pero no
en pDC. Nuestros resultados sugieren que las mDC y
monocitos al ser estimulados con los agonistas de TLR2
y TLR4 adquieren un fenotipo de maduracion/activacion,
lo cual no sucede con las pDC.

CONCLUSION

La estimulacion de TLR2 y TLR4 con los agonistas
PAM,CSK, y LPS, respectivamente, activa la expresion de
citocinas proinflamatorias y la maduracion/activacion de
mDC y monocitos, indicando la funcional de los TLR. Con
base en nuestros resultados, el paso siguiente es estimular
las CMPS con VIH-1 y posteriormente tratarlas con los
agonistas de TLR2 y TLR4 y asi determinar el efecto del
VIH-1 en la actividad funcional de los dos TLR.

1 Grupo Inmunovirologia. Universidad de Antioquia
Correspondencia: Diana Marcela Giraldo, calle 65B # 39-19
Villa Hermosa, Medellin. Antioquia.

E-mail: diana2g@gmail.com

Potencial patégeno del

virus dengue serotipo 3

en el departamento de
Santander, Colombia

Angela Torres', Sergio Yebrail Gomez', Christian
Julian Villabona-Arenas?, Daniel Rafael Miranda-
Esquivel’. Raquel Elvira Ocazionez!

OBJETIVO

Investigar la predominancia relativa del virus dengue
serotipo 3 (DEN-3) en relacion con la frecuencia
del dengue hemorragico (DH), y la divergencia
genéticamente de la cepa con relacion a la severidad del
dengue y a cepas de paises de Latinoamérica.
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MATERIALES Y METODOS

Se hicieron intentos de aislamiento del virus dengue
en células de mosquito (C6/36) a partir de 600 sueros
de casos febriles, los cuales fueron captados a través
del sistema de vigilancia de la Secretaria de Salud de
Santander entre Enero del 2007 y Julio del 2008. El
virus aislado se tipificoé por RT-PCR y la frecuencia
anual de DH fue la reportada por la Secretaria de Salud
local. En casos con aislamiento se buscaron anticuerpos
IgG anti-dengue en el suero de fase aguda usando el
estuche ELISA-IgG (PANBIO E-DENIG). Se hizo
analisis filogenético usando “maximum likelihood”
y “parsimony” con 60 secuencias depositadas en
GenBanK del gen de la proteina E de VDEN-3 aislados
de casos de DH y clasico de Santander (n=10) y virus
de paises de América (n = 34) y Asia (n = 16).

RESULTADOS

Se aislaron virus DEN-1 (n =23), -2 (n=9) y -3 (n
= 15) pero no DEN-4. La infeccion primaria fue mas
frecuente en infectados con DEN-1 (89,4%) y -3
(78,5%) que con DEN-2 (55,6%). En 2007 el DEN-3
(42,2%) fue predominante seguido por DEN-1 (36,3%)
y DEN-2 (21,2%), pero en 2008 el DEN-1 (78,5%) fue
el mas aislado seguido por el DEN-2 (14,2%), en tanto
que el DEN-3 (7,1%) fue el menos prevalente. Esta
abundancia relativa de serotipos coincidié con marcado
incremento en la frecuencia del DH con respecto a afios
previos. De 4.6% (861/18.663) en 2002-2004 (DEN -3:
87,8%; -2: 5,4%; -1: 2,7%) a 25,9% (7746/2007) en
2007-2008 (DEN -1: 48,9%; -3: 31,9%; -2: 19,1%). El
analisis de secuencias mostré que: 1) virus de Santander
fueron genotipo III y 2) no hubo divergencia del gen
E en relacion con severidad del dengue, pero virus
de Santander agruparon junto a virus de Venezuela,
Nicaragua y México donde casos de DH por DEN-3
ha sido raros y aparte de aislados de Brazil, Cuba y
Paraguay donde el serotipo ha causado muertes.

CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que la presencia del DEN-3 en
Santander contribuyd en menor proporcion al incremento
del DH en 2007-2008 y al contrario el DEN-1. Cepas
DEN-3 de Santander divergieron genéticamente de
cepas del mismo serotipo asociadas a epidemias de DH
y muertes en paises vecinos.
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Deteccion del perfil de
citoquinas en liquido
cefalorraquideo de ninos
nacidos de madres
VIH-1 positivas

Mario E Archila Melendez!?, Cristhian Gomez
Castillo?, g Rugeles1, William Cornejo?, Jaime
Carrizosa?, Maria Teresa Rugeles!
Carlos Pardo-Villamizar®.

INTRODUCCION

La Infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana
tipo 1 (VIH-1) esta asociada a alteraciones inmunologicas
y neurologicas. A pesar que la infeccion por VIH-1 afecta
linfocitos y monocitos, células del sistema nervioso central
(SNC) como la microglia son susceptibles a la infeccion.
La exposicion intrauterina al VIH-1, independiente de
la transmision vertical, induce alteraciones inmunes en
neonatos. Estos cambios, particularmente en las citoquinas,
podrian afectar el desarrollo del SNC.

OBJETIVO

Establecer si el riego de exposicion al VIH-1 durante el
embarazo en nifios nacidos de madres VIH-1-positivas
influencia el perfil de citoquinas y quimoquinas.
Determinar si anormalidades en este perfil influencia el
neurodesarrollo de estos nifios.

MATERIALES Y METODOS

Estudio prospectivo, observacional de nifios expuestos
y no expuestos al VIH-1 in utero. Todas las madres
recibieron antirretrovirales durante el embarazo, parto y

fueron sometidas a cesarea electiva. Todos los infantes
recibieron antirretrovirales orales durante las primeras seis
semanas de vida y fueron alimentados con sucedanco de
leche materna. El neurodesarrollo fue evaluado solo en el
grupo de nifios expuestos mediante la escala de desarrollo
infantil de Bayley, BSID [T a los 3, 6, 9, 12, 18 y 24 meses
de edad. El liquido cefalorraquideo (LCR) se obtuvo en el
grupo de nifios expuestos al mes y doce meses de edad, las
cuales fueron almacenadas a -80°C hasta su utilizacion.
De igual forma fueron recolectadas muestras de LCR
al mes de edad, de infantes hijos de madres con ELISA
negativo para VIH-1 y sin evidencia de inflamacion o
infeccion del SNC. El analisis de proteinas se realizd
con tecnologia de citometria de flujo con micro-perlas
para la deteccion multiple de citoquinas y quimoquinas
(Luminex®). El analisis de resultados se realizé con el
paquete estadistico SPSS. Basados en los parametros de
normalidad se realizé la prueba paramétrica t de student y
no paramétrica de Mann Whitney. Resultados: Se tomaron
15 muestras de LCR al mes y 12 a los doce meses de
edad en el grupo expuesto y 37 muestras al mes de nifios
no expuestos. Encontramos un incremento significativo
en la concentracion de la proteina quimo-atrayente-1
(MCP-1), al mes de edad en LCR de los nifios expuestos
comparado con el grupo de no expuestos p = 0,04. No
hubo diferencia significativa en las concentraciones
de otras citoquinas incluyendo las citoquinas pro-
inflamatorias IL-1., IL-6, IL-5 e IL-7. Al correlacionar
la concentracion de MCP-1 al mes de edad en LCR de
niflos expuestos con el neurodesarrollo, encontramos
que los niflos con retraso en el indice de desarrollo
psicomotor mostraban niveles significativamente mas
bajos que los nifios sin retraso (p = 0,024). Conclusiones:
Los resultados sugieren que existe un incremento de la
quimoquina MCP-1 en nifios expuestos al VIH-1 durante
la gestacion y este incremento puede estar asociado a
anormalidades del sistema neuroinmmune que influencia
el desarrollo del SNC. Estudios futuros deben clarificar el
papel del la MCP-1 como factor modulador neuronal, su
influencia en el neurodesarrollo y su uso potencial como
biomarcador de anormalidades del desarrollo.

Fuente de Financiamiento: Colciencias cédigo 1008
81088
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El Mimetismo molecular de
la proteina tax del HTLV
I y su asociacion con la
patogénesis de la PET/MAH

Martha C. Dominguez, Juliana Soto, Miyerlandy
Torres, Gina Guerra, Oscar M Tamayo, Adalberto
Sanchez y Felipe Garcia Vallejo

INTRODUCCION

Los virus comparten sitios antigénicos con componentes
normales de las células hospederas; este fenomeno, que se
denomina mimetismo molecular, juega papel importante
en la patogénesis de algunas enfermedades de origen
viral. La Paraparesia Espastica Tropical/Mielopatia
asociada al HTLV-I (PET/MAH) es una mieolopatia
inflamatoria cronica de la médula espinal, caracterizada
por reclutamiento perivascular de células monoculares
acompaiada por infiltracion linfocitaria parenquimal. Sin
embargo a pesar de muchos estudios previos, todavia su
patogénesis no es completamente entendida.

OBJETIVOS

Obtener evidencias que el mimetismo molecular de la
proteina Tax, es parte de la patogénesis de la PET/MAH.

METODOLOGIA

A partir de muestras de plasma de 37 pacientes PET/
MAH, 10 ATL (Leucemia de Células T del Adulto), 22
individuos portadores asintomaticos y 20 seronegativos
para el HTLV-I, se determinaron niveles plasmaticos de
anticuerpos ANA y ACL-2 y niveles de IFN-. e IL-4. Se
efectuaron andlisis de western blot a proteinas extraidas
de distintos tejidos del SNC y de otros tejidos con un
anticuerpo monoclonal de Tax (LT4). Adicionalmente,
mediante inmunohistoquimica, se confirmoé lalocalizacion
dentro de médula espinal de rata de la reaccion cruzada
con el monoclonal LT4. Mediante experimentos de
“Phage Display” utilizando una biblioteca de fagémidos
que expresan secuencias de 12 aminoacidos combinadas
al azar, se seleccionaron clones que tuvieron una fuerte
reaccion cruzada con el monoclonal anti-Taxp40 LT4.
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El 70,2% y el 83,8% de los pacientes PET/MAH
fueron reactivos para anticuerpos ANA y ACL-
2 respectivamente en contraste con los ATL y los
seropositivos asintomaticos (P< 0,001). Ademas,
el 70,3 (P<0,001) y el 43,2% de los pacientes PET/
MAH tuvieron niveles detectables de IFN-. and IL-4
respectivamente. Se determind la reactividad cruzada
con el anticuerpo monoclonal anti-tax LT4p40 en
una proteina de PMr 33-35 Kda exclusivamente de
preparaciones de proteinas de componentes celulares
de médula espinal de humanos y de ratas. El anticuerpo
LT4 anti tax-p40 y plasmas de PET/MAH mostraron
la reaccion cruzada con PMr 33-35 Kda obtenida del
nucleo de neuronas de la médula espinal de ratas Wistar
sanas. Por inmunohistoquimica se determind que la
reaccion cruzada con el anti-tax LT4 se localizo en el
nuicleo de neuronas de la region dorsal (lamina V), en
la intermedia lateral y medial (lamina VII) y ventral
lateral y medial (Lamina IX). En la region toracica y
lumbosacra se distinguieron morfoloégicamente, dos
grupos de neuronas motoras grandes que mostraron
la reactividad cruzada con LT4. La secuenciacion de
fagémidos recombinantes que reaccionaron con LT4
y su posterior traduccion mediante el codigo nuclear,
mostré una secuencia consenso SNANYTTPFMPG.
Aplicando métodos de alineamiento y modelacion
tridimensional, se encontrd que tres proteinas del SNC,
comparten alta homologia con el péptido motivo, una de
ellas se localiza en el nticleo de neuronas.

RESULTADOS

CONCLUSION

En su conjunto los resultados demuestran la existencia
del mimetismo molecular entre la proteina Tax del
HTLV-I y proteinas nucleares de neuronas del SNC.
Ademas son una evidencia poderosa que este mimetismo
molecular juega un papel central el en la patogénesis
de la PET/MAH. Este trabajo fue cofinanciado por
Colciencias y la Universidad del Valle.

Laboratorio de Biologia Molecular y Patogénesis.
Departamento de Ciencias Fisiologicas, Escuela de Ciencias
Basicas. Facultad de Salud. Universidad del Valle. Cali.
E-mail: labiomol@gmail.com

Correspondencia: Martha C Dominguez. Laboratotio
de Biologia molecular y Patogenesis, DEpartamento de
Ciencieas Fisiologicas. Escuela de Ciencias Basicas . Facultad
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Evaluacion In Vitro
de secuencias de rna
interferente contra
blancos estratégicos
del gen Nef del virus de
la inmunodeficiencia
humana tipo 1.

Lenis Alvarez', Maria Eugenia Cardona '2, Abdalla M
Jama?, C.I Edvard Smith? H Jose Arteaga '

OBJETIVO

Disenar y generar secuencias de RNA interferente
(RNAI) contra blancos estratégicos del gen nef del VIH-
1 con baja probabilidad de generar mutantes resistente
al efecto interferente, y evaluacion in vitro del efecto
inhibitorio de la expresion de dicho gen con miras a
posibles aplicaciones de Terapia Génetica contra la
infeccion por VIH-1.

MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron como blanco, secuencias del gen nef del
VIH-1, cepa HXB2 (GenBank K03455) que codifican
para regiones altamente conservadas de la proteina e
indispensables para interacciones funcionales de esta
con proteinas celulares, basandose en la homologia
con las secuencias consenso de VIH-1 presentes en la
base de datos del Laboratorio Los Alamos*. Los RNAI
se disefiaron utilizando la herramienta siSearch **. Se
generaron vectores de expresion utilizando un plasmido
retroviral (pRetro.super) para la transferencia a células
de mamifero de unidades genéticas codificadoras
de RNAs en forma de pinza (shRNAs del inglés
short hairpin RNA) bajo el control transcripcional
del promotor HI. Los shRNAs son transcriptos de
una secuencia de DNA de 64 pb, la cual contiene un
oligonucleétido de 19 pb en orientacion tanto sentido
como antisentido, separados por un espaciador de 9 pb.
Estos vectores liberan RNAI a partir de los shRNAs. La
funcionalidad de los vectores y la eficiencia de los RNAi
generados, se evalud en ensayos de cotransfeccion
de células 293T, con un plasmido portador de un gen
reportero, codificador de una proteina de fusiéon de una
forma desestabilizada de la GFP y Nef bajo el control
transcripcional de una variable disregulada del promotor

CMV, dotado de alta actividad transcripcional. Esto
permite simular condiciones de inhibicion contra una
alta expresion del gen blanco. El nivel de inhibicion se
evaluo 72 horas después mediante Citometria de Flujo.

RESULTADOS

De acuerdo a los criterios propuestos fueron identificadas
3 regiones blanco: (i) sefial de miristilacion; (ii) sitio de
union de la proteina Nef a dominios SH3 de proteinas
involucradas en sefializacion celular; (iii) region rica en
Prolina de unién a Kinasas de la familia Src. Contra cada
region se generdé mas de una molécula de shRNA. Como
controles se diseflaron 3 shRNAs contra regiones no
conservadas. Adicionalmente, se construyd un shRNA
que codifica para un microRNA propio del VIH-1. En
los experimentos de cotransfeccion se identificaron 8
vectores que mostraron inhibiciones entre el 20 y 54%
de la expresion del gen reportero sobrexpresado.

DISCUSION

Se ha demostrado ampliamente el efecto inhibitorio
de la replicacion del VIH-1 mediado por RNAi
contra diversas regiones del genoma viral. Uno de
los principales obstaculos para una aplicacion de esta
tecnologia en terapia genetica contra la infeccion
de VIH-1 es la generacion de mutantes resistente al
efecto del RNAI, debido a la alta tasa de replicacion
y mutacion del virus. Puesto que esta aproximacion
requiere complementariedad del RNAi con su blanco.
El gen nef ha sido también ampliamente evaluado con
resultados similares.

Nuestra estrategia consiste en disefiar moléculas de
RNAI contra secuencias conservadas y criticas para
la funcionalidad de la proteina Nef, de tal manera que
debido a la multifuncionalidad de esta proteina, el
tratamiento con RNAI pudiera conducir a la aparicion
de mutantes disfuncionales de baja virulencia. Nuestros
vectores estan siendo evaluados in vitro en lineas
celulares establemente modificadas y cronicamente
infectadas con VIH-1.

Departamento de Ciencias Basicas. Grupo de Inmunologia
y Medicina Molecular, Universidad Industrial de Santander.
Bucaramanga, Colombia.

Department of laboratory medicine, Clinical Research Center,
Karolinska Institutet, Sweden.

Correspondencia: Carrera 32 # 29-31- oficina 206,
Departamento de Ciencias Basicas, Facultad de Salud.
Universidad Industrial de Santander. Bucaramanga

Email contacto: lenis.alvarez@gmail.com
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Efecto de la administracion
de metilprednisolona sobre
el nivel de citocinas en
pacientes con sindrome
febril agudo tipo dengue

Carolina Coronel-Ruiz', Luis Angel Villar-Centeno?,
Ruth Arali Martinez-Vega®,
Fredi Alexander Diaz-Quijano®.

OBJETIVO

Determinar si en individuos con sindrome febril agudo
tipo dengue los niveles de citocinas (IL-1f3, IL-6, IL-8,
TNF-a) difieren en el grupo que recibe Metilprednisolona
comparado con los grupos control.

MATERIALES Y METODOS

Ensayo Clinico Factorial 2x2, en >5 aflos con sindrome
febril agudo tipo dengue de <120 horas de evolucion
sin signos de extravasacion plasmatica, de la zona
Metropolitana de Bucaramanga. Se realizo aleatorizacion
estratificada por edad (<15/>15 afos) y recuento
plaquetario (<100.000/>100.000plaquetas/mm?®) a una
de 4 combinaciones (Metilprednisolona-N-acetilcisteina,
Metilprednisolona-placebo, N-acetilcisteina-placebo,
placebo-placebo). Se tomo suero en la evaluacion basal
(pre-intervencion) y entre las 48 y 72 horas postintervencion
y se almacend a -70°C hasta el momento de determinacion
de los niveles de citocinas a través de ensayo
inmunométrico enzimatico secuencial en fase solida por
quimioluminiscencia. El diagnéstico de dengue se hizo con
pruebas de ELISA IgM para dengue en muestras pareadas,
aislamiento viral o RT-PCR. Se compar6 el nivel de IL-6 y
de TNF-a del grupo de Metilprednisolona-placebo contra
los grupos N-acetilcisteina-placebo y placebo-placebo
preintervencion y postintervencion. Adicionalmente, se
compararon en estos mismos grupos los niveles basales de
IL-1f de IL-8.

RESULTADOS

Se realizo la determinacion de IL-6 en 92 pacientes
(24% Metilprednisolona, 75% Control) y TNF-a en 84
pacientes (29% Metilprednisolona, 71% Control). A 80
de los 92 pacientes, se les determino los niveles de IL-1
y de IL-8 (29% Metilprednisolona, 71% Control). No se
evidenci6 asociacion entre la intervencion y los niveles
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de citocinas. Se encontro asociacion entre los niveles
de citocinas basales y los niveles de plaquetas durante
el seguimiento, asi: IL-1P se asocid positivamente con
el recuento a las 72 horas postintervencion, de igual
manera la IL-8 se encontrd asociada en los tres dias
siguientes a la intervencion; mientras que el TNF-a y
la IL-6 se relacionaron de forma inversa con el recuento
de plaquetas a las 24 horas, y a las 48 y 72 horas
postintervencion, respectivamente (p<0,05).

Ajustando por el nivel citocinas, el recuento plaquetario
basal, la edad y el generd, el uso de Metilprednisolona
se asocio a un mayor nivel de plaquetas a las 24 y 48
horas postintervencion.

CONCLUSION

Los farmacos evaluados no se asociaron a un
cambio en los niveles de citocinas. Sin embargo, su
medicion temprana parece tener utilidad pronostica.
Adicionalmente, se observé un aumento de las plaquetas
en los pacientes que recibieron Metilprednisolona.

! Bacteriologa. Estudiante de Maestria en Ciencias Basicas
Biomédicas. Universidad Industrial de Santander.

2MD, MSc. Profesor Titular, Escuela de Medicina. Universidad
Industrial de Santander.

3 MD, MSc. Centro de Investigaciones Epidemiologicas.
Universidad Industrial de Santander.

Correspondencia: Carrera 32 # 29-31 Tercer piso, Oficina
304. Centro de Investigaciones Epidemioldgicas. Facultad
de Salud. Universidad Industrial de Santander. Bucaramanga.
Colombia. E-mail: caritocruiz@hotmail.com

Estudio de las
subpoblaciones de
linfocitos T en pacientes
con enfermedad por
virus dengue

Gerardo A. Libreros!, Fabian Méndez? ,
Beatriz Parra' y Anilza Bonelo!

INTRODUCCION

El Dengue Hemorragico (FHD), enfermedad causada
por el Virus Dengue (VD), es considerado un problema
de salud ptblica en paises tropicales y subtropicales.
Actualmente no se cuenta con tratamiento antiviral ni con
vacuna contra FHD y los mecanismos fisiopatoldgicos
no son comprendidos completamente; sin embargo,
se propone que es una inmunopatologia inducida
principalmente durante las infecciones secundarias
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por VD. No es claro el papel de la respuesta inmune
en la proteccion o en la patogénesis de la enfermedad,
en particular, las subpoblaciones de LT, que se activan
durante la fase aguda de la enfermedad. La mayoria de
estudios al respecto provienen de analisis de marcadores
de activacion celular solubles en el plasma de pacientes
del sudeste asiatico.

OBJETIVOS

Caracterizar el fenotipo de activacion de las
subpoblaciones de LT durante la enfermedad por VD
y examinar mecanismos de generacion de Linfocitos T
Doble Positivo durante la fase aguda de la enfermedad.

METODOLOGIA

Estudio descriptivo en el que se analizaron por
citometria de flujo marcadores fenotipicos de LT en
52 pacientes con dengue, 30 dengue clasico y 22
Dengue hemorragico. Se determinaron los porcentajes
de LT CD4+ y LT CD8+, la frecuencia (%) y nivel de
expresion (MFI) de la molécula CD69. La activacion
inmunologica de los LT CD8+ se determiné por la
inversion en la relacion CD4/CD8 y las diferencias en
el nivel de expresion de la molécula CD69 (MFI) entre
las subpoblaciones de LT. Finalmente, para explicar
la presencia de LTDP durante dengue, se analizé la
relacion existente entre el fenotipo activado de los LT
CD8+ y el estado de infeccion (latente o reactivado)
por herpesvirus en dichos pacientes mediante ELISA
IgG especifica a HHV-6, EBV y CMV o Deteccion Del
Genoma En Sangre Y Plasma Mediante PCR Anidado.

RESULTADOS

Se demostré una mayor activacion de la subpoblacion
de LT CD8+ que de LT CD4+ durante la fase aguda
del dengue, evidenciado por la inversion en la relacion
CD4/CD8 y un incremento significativo en la frecuencia
de LT CD8+CD69+ y del MFI de CD69, durante
la fase sintomdtica de la enfermedad comparado
con los LT CD4+. Se determind que el fenotipo de
los LTDP presentes en dengue corresponde a LT
CD8altoCD4bajo, lo que sugiere que estas células se
originaron posiblemente a partir de LT CD8+ activados.
No se encontrd relacion entre la presencia de LTDP
y la infeccion latente o reactivada por herpesvirus;
sin embargo, se pudo demostrar una relacion entre
la presencia y porcentaje de LTDP y la magnitud de
activacion de los LT CD8+ medido por la relacion CD4/
CDS8 vy la frecuencia de LT CD8+ CD69+.

CONCLUSIONES

Los resultados son consistentes con la hipdtesis de que
durante la fase aguda de la infeccion por VD existe
una mayor activacion de la subpoblacion de LT CD8+
comparado con los LT CD4+. La presencia de LTDP
durante la fase sintomatica del dengue esta relacionada
con la activacion inmunoldgica de los LT CD8+ y este
fenémeno es mas frecuente en los individuos con la
forma severa de la enfermedad.

1. Grupo Virem. Virus Emergentes y Enfermedad. Universidad
del Valle

2. Grupo GESP. Grupo de Epidemiologia y Salud Poblacional.
Universidad del Valle

Correspondencia: ~ Anilza  Bonelo. Grupo  VIREM,
Departamento de Microbiologia. Edificio 120. Escuela de
Ciencias Basicas. Facultad de Salud, Universidad del Valle.
Calle 4B # 36-00. Sede de San Fernando. Cali. Colombia.

E-mail: anbonelo@yahoo.com

Analisis fenotipico de
linfocitos T dobles positivos
(LTDP) de sangre periférica
en pacientes con dengue

Gerardo A. Libreros!, Rodrigo Zambrano', Mario Barbosa!,
Fabian Méndez? , Beatriz Parra' y Anilza Bonelo!

INTRODUCCION

El Dengue Hemorragico (FHD), enfermedad
causada por el Virus Dengue (VD), es considerado
un problema de salud publica en paises tropicales y
subtropicales del mundo. Actualmente no se cuenta
con tratamiento antiviral ni con una vacuna contra esta
enfermedad. Los mecanismos fisiopatoldgicos de FHD
no son comprendidos completamente, sin embargo,
se propone que es una inmunopatologia inducida
principalmente durante las infecciones secundarias por
VD. No es claro el papel que cumplen los diferentes
componentes de la respuesta inmune en la proteccion
o en la patogénesis de la enfermedad, en particular las
diferentes subpoblaciones de LT, que se activan durante
la fase de sintomas de la enfermedad. Los Linfocitos
T Dobles Positivos (LTDP) son una subpoblacion de
Linfocitos T de sangre periférica que se encuentran
aumentados en la mayoria de individuos con Dengue
Hemorragico (FHD). Estas células se han encontrado
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con mayor frecuencia durante la fase de defervescencia
del dengue; periodo que coincide con el aumento en la
permeabilidad vascular caracteristico del FHD. Hasta
el momento se desconoce el papel de los LTDP en la
patogénesis de FHD o en la eliminacién del virus

OBJETIVO

Este trabajo pretende caracterizar el fenotipo de los
LTDP de sangre periférica en pacientes con Dengue y
relacionarlo con las funciones que estas células podrian
desempeiiar In vivo.

METODOLOGIA

Se realizo la captacion y toma de muestra de sangre
periférica de 12 pacientes con la enfermedad por VD.
Las muestras de sangre completa o PBMC de dichos
pacientes se tifleron para determinar la expresion de
moléculas de activacion como HLA DR; CD56; CD28
y CD69. Moléculas de asentamiento a nodulos linfoides
como CD62L y CCR7. Marcadores efectores y de
memoria como CD45RO Y CD45 RA y marcadores de
maduracién como CDla y marcador de diferenciacion
como CD57. Todos estos marcadores se tifieron con las
moléculas CD3; CD4 y CDS.

RESULTADO

Los LTDP en sangre periférica de pacientes con dengue
expresan marcadores de LT de memoria efectora
(CCR7- CD62L bajo CD45RA- CD45RO+). LTDP
en dengue expresan marcadores de activacion celular
(HLADR+, CD28+) en igual o mayor proporcion que
los LT CD4+ y LT CD8+ Simples Positivos. LTDP
no expresan CDla por lo que no son LT inmaduros
liberados prematuramente del timo. LTDP tienen un
mayor nivel de diferenciacion que LT CD4+y LT CD8+
de acuerdo a su expresion de CD57

CONCLUSION

Los LTDP de sangre periférica de pacientes con
la enfermedad por VD son Linfocitos maduros,
diferenciados, activados y de memoria efectora que
podrian estar contribuyendo a la patogénesis del Dengue.

Los autores del trabajo” Analisis Fenotipico de Linfocitos
T Dobles Positivos (LTDP) de Sangre Periférica en
Pacientes con Dengue” autorizamos publicar el resumen
del trabajo en la revista VIDA de la UIS.
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Rubricas genomicas de la
integracion del virus de
la Inmunodeficiencia
Humana Tipo 1 (VIH-1)

Angela Peiia, Juliana Soto, Mercedes Salcedo,
Adalberto Sanchez, Martha C.
Dominguez y Felipe Garcia Vallejo.

INTRODUCCION

La mayor parte del genoma de la célula hospedera
es accesible a la integracién retroviral; sin embargo,
actualmente se propone que este proceso no es aleatorio.
Estudios previos, muestran que el ADN del VIH-1 se
integra preferentemente dentro de regiones del genoma
celular que tienen una elevada actividad transcripcional
y una alta densidad génica. Sin embargo, alin no se
conocen detalladamente las caracteristicas estructurales y
funcionales de la cromatina celular asociada a zonas con
una mayor frecuencia de integracion proviral.

OBJETIVOS

Caracterizar el ambiente genomico de regiones del ADN
humano que presentan una alta frecuencia de integracion
del VIH-1. Metodologia: Utilizando el programa BLAT
del Genome Browser de la Universidad de California en
Santa Cruz (UCSC), para obtener informacion de genes
identificados (RefSeq), su localizacion cromosomica,
funciébn génica, proceso molecular asociado 'y
localizacion celular; ademas de secuencias repetitivas
(LINEs, SINEs, y otras), se analizaron 300 secuencias
con extremos LTR-VIH flanqueantes provenientes de
macrofagos, células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) y células Jurkat infectadas con el virus. Todas
las secuencias de nucledtidos empleadas en este trabajo,
estan depositadas en el GenBank (NCBI). A partir
de esta informacién se hizo un paseo cromosdémico
(“chromosome walking”) en una extension de 20
Kb en cromatina asociada con elevada frecuencia de
integraciones (“hotspot”).
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos no mostraron diferencias
significativas en el patron de integracion proviral en
los cromosomas de los tres tipos celulares estudiados
(p>0.05). Con excepcion del cromosoma Y, se detectd
al menos una integracion en el resto de cromosomas. El
45% (118/263) del total de los provirus se localizaron
en los cromosomas de los grupos A (1, 2, 3) (60/263),
B (4) (17/263) y C (7, 12) (41/263). De un total de 148
genes referenciados en el GO, el 52,4% codifica por
proteinas cuya funcion es la union a otras moléculas y el
21,5% por enzimas. El 30% de los productos génicos se
localizan en el citoplasma, el 26% en el ntcleo y el 24%
en sistemas membranosos. Se encontraron diferencias
significativas en las frecuencias de integracion en
regiones que contienen genes asociados al ciclo celular,
a transduccion de sefales y a transporte en células Jurkat
con respecto a los otros dos tipos celulares (p<0,01). La
integracion en secuencias repetitivas fue de 42.3%y 44%
para LINEs y SINEs respectivamente. Adicionalmente,
se detectaron 6 zonas preferenciales de integracion
localizadas en los cromosomas 2, 6, 8, 12 y 17. Estas
se caracterizaron por tener una alta densidad génica,
un elevado porcentaje de islas CpG y de secuencias
repetidas, mostrando que corresponden a porciones de
activa transcripcion en donde la cromatina sufre una
remodelacion generando zonas descondensadas.

CONCLUSIONES

Este estudio permitié analizar comparativamente,
desde el punto de vista gendmico, las caracteristicas
del proceso de zonas de alta frecuencia de integracion
en tres tipos distintos de células. Las diferencias
encontradas establecerian una base para entender, a
nivel gendomico, los mecanismos moleculares asociados
con la patogénesis del SIDA/VIH.

Laboratorio de Biologia Molecular y Patogénesis.
Departamento de Ciencias Fisiologicas. Escuela de Ciencias
Basicas. Facultad de Salud. Universidad del Valle. Cali.
Colombia. E-mail labiomol@gmail.com

Correspondencia: Juliana Soto. Laboratorio de Biologia
Molecular y Patogénesis. Departamento de Ciencias
Fisiologicas. Escuela de Ciencias Basicas. Facultad de
Salud, Universidad del Valle. Calle 4B # 36-00. Sede de San
Francisco. Cali. Colombia. E-mail: dendroapsis@gmail.com

Genomica de la
integracion retroviral

Felipe Garcia Vallejol

INTRODUCCION

El desciframiento del genoma humano aunado al
conocimiento progresivo de su estructura y funcion, ha
permitido estudiar el proceso de integracion del ADN
viral y la naturaleza de sus blancos gendmicos en las
células hospederas de manera mas amplia y sistémica.
Actualmente se postula que la integracién del ADN viral
en el genoma celular depende de algunas caracteristicas
de la cromatina que definen sitios con mayor posibilidad
de integracion.

OBJETIVOS

Utilizando dos modelos de retrovirus humanos: el
HTLV-ly el VIH-1, obtener evidencias sobre las
caracteristicas del Genoma humano que favorecen la
integracion retroviral.

METODOLOGIA

Mediante amplificacion por IPCR o LMPCR vy
secuenciacion del ADN humano flanqueantes a
secuencias LTR de estos provirus (300 para el VIH-
1 y 90 para el HTLV-I), se han realizado estudios
de caracterizacion de esta cromatina, de los genes
asociados, de sus funciones, localizaciéon y proceso
molecular en el que participan, ademds de identificar
las secuencias repetidas y las potenciales regiones de
activa transcripcion de genes.

RESULTADOS

Nuestros resultados muestran que el VIH-1 se integra
preferencialmente en de regiones del ADN de la célula
infectada que tienen una alta actividad transcripcional
y una elevada densidad génica. De un total de 148
genes referenciados en el GO, el 52,4% codifica por
proteinas cuya funcion es la union a otras moléculas y el
21,5% por enzimas. E1 30% de los productos génicos se
localizan en el citoplasma, el 26% en el nucleo y el 24%
en sistemas membranosos. Se encontraron diferencias
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significativas en las frecuencias de integracion en
regiones que contienen genes asociados al ciclo celular,
a transduccion de sefales y a transporte en células Jurkat
con respecto a los otros dos tipos celulares (p<0,01).
Con el fin de caracterizar y probar esta hipétesis en
el caso de la infeccion por el HTLV-I asociada con la
PET/MAH, se hizo un estudio bioinformatico en 90
secuencias IPCR procedentes de DNA de linfocitos
de sangre periférica (PBMC) de pacientes PET/MAH
y portadores asintomaticos naturalmente infectados.
Los analisis mostraron que en los PET/MAH existe
una integracion preferencial en los cromosomas 19
(18,5%), 10 y 16 (6,8%). Se encontraron diferencias
significativas entre los sitios de integracion entre
los pacientes PET/MAH y los asintomaticos. En los
PET/MAH las regiones flanqueantes a los sitios de
integracion son regiones codificantes para los genes
JuncB, ZNF282, ZNF274 y ZNF754, ASNA (proteina
de transporte y translocacion de ATP), h\MSH2 y MLH1
(genes de reparacion de ADN), GPSN2 (Glicoproteina
Sinaptica 2) y DB1 (proteina de enlace a acetilcolina);
en los portadores asintomaticos el genoma adyacente
correspondié a regiones de repeticion tipo Alu, L1,
(CA)n y secuencias MIR. Se demostrd que existe una
integracion zonal diferencial como una caracteristica de
la PET/MAH.

CONCLUSION

Nuestros analisis permitieron establecer diferencias
en los “estilos de integracion” en los dos modelos
estudiados. Ademas dan una base para entender, a nivel
gendmico, los mecanismos moleculares asociados con
la patogénesis del SIDA/VIH y de la PET/MAH.
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Inhibicion de secrecion y
redistribucion subcelular
de proteinas del virus
dengue por remodelacion
del citoesqueleto de
actina en células tratadas
con lovastatina

Alexandra Cuartas-Lopez!. Juan C. Gallego-Goémez'-2.

OBJETIVO

Determinar si el bloqueo la enzima HMG-CoA inhibe
significativamente la infeccion con el virus Dengue.

MATERIALES Y METODOS

Cultivos de lineas celulares

Células Vero fueron cultivadas a 37°C con 5% de CO,
en medio DMEM suplementado con Suero Fetal Bovino
a diferentes concentraciones, vitaminas, aminoacidos,
L-glutamina, y bicarbonato de sodio. El medio de
cultivo correspondiente a los ensayos de transfeccion
no se suplementa con penicilina/estreptomicina..

Ensayo Inhibicion de la HMG-CoA con Lovastatina en
celulas infectadas o transfectadas con pCAGGS-NS4B

ypCAGGS-ENV de DENV-2.
Células previamente infectadas con DENV-2 o
transfectadas con los plasmidos pCAGGS-NS4B

y pCAGGS-ENV, fueron tratadas con diferentes
concentracionesy tiempos con Lovastatina para observar
el efecto en la inhibicion del virus vy distribucion
subcelular.

Las transfecciones se realizaron usando Lipofectamina
(Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del
fabricante, usando los plasmidos pCAGGS, los cuales
tienen clonados los genes completos de las proteinas
estructurales y no estructurales del Virus Dengue,
fusionados al gen de Hemaglutinina.

Microscopia avanzada de fluorescencia.

Las células transfectadas o infectadas y las células control,
fueron lavadas con tampdn de citoesqueleto y fijadas con
paraformaldehido, en condiciones de preservacion de los
elementos del citoesqueleto. Después fueron marcadas
con anticuerpos especificos unidos a diferentes fluoroforos.
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES

En el presente estudio se evalué por microscopia
avanzada de fluorescencia (Olympus IX-81 con software
analisis imagen Image Pro Plus de MediaCybernetics),
el efecto de la inhibicion de la HMG-CoA en células
Vero infectadas con DENV-2 o que expresan las
proteinas NS4B o Envoltura del virus, evaluando
ademas su efecto e interaccion con diferentes elementos
del citoesqueleto.

Se observo pérdida del centro organizador de microtubulos
y remodelacion de actina. Se observéd disminucion de la
infeccion en células tratadas con Lovastatina. Igualmente
se observaron diferentes patrones de expresion de las
proteinas NS4B y Envoltura, las cuales difieren entre cada
proteina y con respecto al control. Al tratar las células
con Lovastatina, se observa un cambio en el patron de
expresion de éstas de manera dosis dependiente, alterando
su distribucion subcelular, inhibiéndose la secrecion de
NS4B de la célula, mientras que con la proteina Envoltura
se observa una redistribucion citosolica.

La accion antiviral de las estatinas podria explicarse en
parte por su accion inhibitoria del trafico de vesiculas,
mediante la inhibicion de proteinas Rabs, afectando
tanto los pasos de entrada y llegada hasta los sitios de
replicacion, asi como la salida del virus desde éstos
sitios hacia la membrana celular y salida por exocitosis.
Es necesario realizar estudios complementarios que
permitan confirmar estos hallazgos, para el mejor
entendimiento de la Biologia del Virus Dengue, y de
ésta manera poder evaluar otros posible blancos para
bloquear su ciclo replicativo.

La identificacion de procesos y rutas celulares claves
usados por el virus Dengue en su ciclo de vida, asi como
de los productos génicos virales implicados en éstos
procesos, permitira definir potenciales blancos celulares
que afectan la replicacion e infeccion exitosa del virus,
con la minima capacidad de escape debido a la alta tasa
de mutacion de su genoma RNA.

! Programa de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales-
PECET. Linea Biologia Viral.

2 Grupo de Neurociencia de Antioquia. Linea Neurobiologia.
Sede de Investigacion Universitaria-SIU. Universidad de
Antioquia
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Viral Vector Core and Gene Therapy Neurosciences Group
of antioquia. PECET (Programa de Estudio y Control de
Enfermedades Tropicales) Sede de Investigacion Universitaria.
SIU. Calle 62 # 52-59, Torre 2 piso 6. Laboratorio 632. E-mail:

juanc.galegomez(@gmail.com; milecuartas@gmail.com

La infeccion con virus
dengue disminuye la
expresion de TLR4

Silvia Torres', Juan C. Herndndez', Francisco Javier
Diaz', Silvio Urcuqui-Inchima'

INTRODUCCION

La infeccion por el virus Dengue (DENV) desencadena
un amplio espectro de sintomatologia clinica que va
desde una fiebre indiferenciada (Dengue clésico),
hasta manifestaciones severas y potencialmente
fatales como el Dengue Hemorrdgico y el sindrome de
choque por Dengue (DH/SCD). La aparicion del DH/
SCD esta asociada con un desbalance en la respuesta
inmune, caracterizada por alta produccion de citocinas/
quimocinas, que favorecen el dafio celular (endotelio),
aumentando la permeabilidad vascular. Los mecanismos
que inducen la cascada de citocinas en el DH/SCD, son
controversiales, y el papel de la inmunidad innata en
este proceso, en especial el de los receptores tipo Toll
(TLR), no ha sido bien establecido. Los TLR participan
activamente en el reconocimiento de ciertas moléculas
presentes en los agentes patogenos y desencadenan vias
de sefalizacion, que conllevan a la expresion de citocinas
proinflamatorias. Dadas las caracteristicas del dengue,
como los altos niveles de citocinas proinflamatorias, es
posible que los TLR jueguen un papel fundamental en
dichas alteraciones.

OBJETIVO

Evaluar el nivel de expresion de TLR2 y TLR4 en
monocitos (Mon), células dendriticas mieloides (mDC)
y plasmacitoides (pDC) de pacientes con DENV en fase
de viremia, de convalecencia y en controles sanos.

MATERIALES Y METODOS

A partir de sangre venosa periférica de 11 individuos
con infeccion confirmada por dengue y de 13 individuos
control, se separan las células mononucleares por
gradiente de densidad y se determind por citometria
de flujo el nivel de expresion de TLR2 y TLR4 en tres
subpoblaciones celulares (Mon, pDC, mDC). Ademas, a
partir de células mononucleares, se cuantifico el nivel de
ARNm de los dos receptores por RT-PCR en tiempo real.
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RESULTADOS es insuficiente para prevenir la enfermedad, y que por el
contrario, esta puede revertir su patogenicidad ¢ inducir
Nuestros resultados muestran una disminucion  la presentacion de la enfermedad.

significativa en la expresion de TLR4 en mDC y pDC
obtenidas de los individuos infectados con DENV en
fase de viremia, comparando con los niveles expresados
en fase de convalecencia y con los niveles de expresion
en los individuos control. Un resultado similar se
observo a nivel de ARNm.

CONCLUSION Y DISCUSION

Los resultados sugieren que el DENV es capaz de regular
negativamente la expresion (proteina y ARNm) de TLR4
en CD, en la fase de viremia. Segun nuestros resultados,
dicho comportamiento solo se observa para el TLR4,
ya que no se observo el mismo comportamiento para
TLR2. Es probable que la disminucion en la expresion
de TLR4 esté relacionada con la presencia del virus.
Sin embargo, es necesario profundizar en este tipo de
estudios de tal manera que se pueda inferir ademas, si
existe una relacion directa entre los niveles de expresion
de dicho receptor y las manifestaciones clinicas de la
enfermedad.

'Grupo Inmunovirologia - Universidad de
Colombia.

Correspondencia: Calle 62 # 52-59, Laboratorio 532. Sede
de Investigacion de la Universidad de Antioquia, Medellin.
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Cuantificacion relativa y
absoluta del virus de la
enfermedad de gumboro por
medio RT - PCR en tiempo
real en aves vacunadas

Javier Andrés Jaimes Olaya® ¢,
Victor Julio Vera Alfonso!’

INTRODUCCION

El virus de la enfermedad de Gumboro (IBDV por su
sigla en inglés), es el agente causal de una enfermedad
inmunosupresiva severa en aves de produccion,
especialmente en edades jovenes. Dada la amplia
distribucion del agente en nuestro medio a pesar de
la vacunacion, y al hecho de que algunos diagnosticos
clinicos a nivel molecular realizados en el pais, se
encuentran muy relacionados con cepas vacunales, existe
una creencia entre los avicultores de que la vacunacion
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OBJETIVO

Determinar la carga relativa y absoluta del IBDV, en
animales vacunados y antenidos en condiciones semi —
controladas, por medio de RT — PCR en tiempo real, y
el efecto patogeno de esta vacunacion sobre la bursa.

MATERIALES Y METODOS

Para este estudio se tomaron 72 pollos hembras de
la estirpe Ross 308, las cuales fueron alojadas bajo
condiciones de semi — aislamiento, y divididas en tres
grupos experimentales. El primer grupo fue vacunado
con el IBDV cepa Lukert los dias 8 y 16 de vida; el
grupo 2 con cepa Lukert al dia 8 y cepa Winterfield 2512
al dia 16; y el grupo 3 no fue vacunado y se constituyo en
el grupo control. Se tomaron tejidos bursales cada 3 dias
durante los primeros 21 dias de vida para ser analizadas
por RT — PCR en tiempo real y por histopatologia. Se
realizé la cuantificacion absoluta y relativa de la carga
viral. La primera, se realizo en comparacion a una curva
patréon del virus; y la segunda, en comparacion con un
gen de expresion constitutiva (subunidad ribosomal 28s
de Gallus gallus).

RESULTADOS

Se encontré que la cantidad de virus presente en los
animales posterior a la vacunacién, no fue suficiente
para ser detectada y cuantificada con la técnica de RT —
PCR en tiempo real, lo cual se debe a la poca cantidad
de virus presente en la vacuna, la cual solo puede ser
detectada por esta técnica hasta una dilucion de 1/100
(para el caso de vacunas para 1000 dosis). Al mismo
tiempo, se comprobd que el efecto patdgeno de la
vacuna sobre la bursa es minimo, y solo se presentd en
forma leve luego de la vacunacion con una cepa de tipo
intermedia plus (cepa Winterfield 2512).

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo, permiticron demostrar
que el efecto patogeno de la vacunacion sobre las aves
es minimo, principalmente debido a la poca cantidad
de virus que es administrada a los animales con la
vacuna, al mismo tiempo de que se demostré que la
técnica de RT — PCR en tiempo real, es adecuada para
la deteccidn del virus, solo cuando este se encuentra en
concentraciones altas.
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Identificacion del genoma
del virus de bronquitis
infecciosa aviar (VBI)
en granjas avicolas de
pollo de engorde con
antecedentes de presencia
de la enfermedad en
el departamento de
Cundinamarca.

Diana Claudia Marcela Alvarez Espejo’,
Victor Julio Vera Alfonso'?

INTRODUCCION

El virus de la Bronquitis Infecciosa Aviar (VBI) es una
entidad perteneciente al genero Coronavirus, causante
de una enfermedad altamente contagiosa que ocasiona
grandes pérdidas econdmicas en sistemas de produccion
de pollo de engorde representadas por la disminucion
en la ganancia de peso, eficiencia alimenticia, altas
tasas de morbilidad, decomisos en planta de beneficio
y costos por vacunaciones. Actualmente, es una de
las principales enfermedades presentes en las granjas
avicolas de Cundinamarca con un niimero incierto de
cepas diferentes del serotipo vacunal, conllevando a una
baja proteccién inmune de las aves y demostrando la
alta variabilidad del virus. En Colombia, aunque solo
se ha realizado una investigacion donde se detectaron y
caracterizaron cepas del VBI en el 2003, se desconoce la
situacion actual de la enfermedad en el pais.

OBJETIVO

Identificar el VBI mediante el uso de la prueba RT-
PCR, amplificando el gen S1 del VBI a partir de
muestras de traquea, pulmon, rifién y tonsila cecal de
aves con sospecha de infeccion viral, las cuales fueron
provenientes de cinco granjas de los municipios de

Fusagasuga, Silvania y Arbelaez (Cundinamarca),
regiones donde se concentra un gran numero de granjas
avicolas en el pais.

MATERIALES Y METODOS

Los sistemas de  produccién  seleccionados
presentaron historia, resultados seroldgicos y lesiones
histopatologicas compatibles con la enfermedad. Estas
granjas demostraron similitud en las condiciones de
manejo y alimentacion, recibiendo una sola vacuna
contra el VBI el primer dia de edad, en la incubadora
por aspersion. Se tomaron cinco aves de cada granja
al dia 7, 14, 28 y al final del ciclo (aproximadamente
los dias 39 — 45), para un total de 100 aves. Las aves
fueron examinadas a través de un diagnostico integral
compuesto del examen clinico y necropsia. Empleando
la técnica RT-PCR, se amplificd la region hipervariable
de la proteina S1 del virus de VBI a partir de las muestras
tomadas a la necropsia. Los productos se visualizaron
por medio de una electroforesis en gel de agarosa al 1%,
donde se observo el amplificado de 1720 pares de bases.

RESULTADOS

Se identifico el agente viral en dos de las cinco granjas
seleccionadas, ubicadas en el municipio de Silvania, en
muestras de traquea y pulmoén de los dias 14, 28 de edad.
No se detecto el virus en las muestras de rifidon y tonsila
cecal de las aves muestreadas, asi como no se identifico
el agente viral en las granjas ubicadas en los municipios
de Fusagasuga y Arbelaez.

CONCLUSIONES

Se confirmo la presencia de una infeccion viral aguda ya
que se detectd el genoma viral en muestras de traquea
y pulmon en los dias 14 y 28, en el 40% de las granjas
seleccionadas. La ausencia de deteccion del VBI en
muestras de tonsila cecal y rifion, descarta la presencia de
una enfermedad crénica en las aves muestreadas y reitera la
ausencia de serotipos nefropatogénicos en Cundinamarca.
Con el fin de caracterizar las cepas del virus detectadas, se
realizard RLFP y secuenciacion de nucledtidos.

! Laboratorio de Virologia. Facultad de Medicina Veterinaria

y de Zootecnia. Universidad Nacional de Colombia, Sede
Bogota.

2 Instituto de Genética. Universidad Nacional de Colombia,
Sede Bogota.
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Serotipificacion de
virus dengue por PCR
en tiempo real

Marlén Martinez-Gutiérrez', Carolina Quintero-Gil
C!, Jeanette Prada-Arismendy?, Jaime E. Castellanos?,
Doris Salgado®, Marta Ospina®, Jorge E. Osorio'”.

INTRODUCCION

Se postula que hay una relacion directa entre la carga
viral y la severidad de las enfermedades producidas por
el Virus Dengue (DENV), por lo que es necesario mejorar
las técnicas diagnosticas que permitan la identificacion
y cuantificaciéon rapida del virus. Por la tanto nuestro
objetivo fue adecuar una técnica de PCR en tiempo
real (QRT-PCR) para la cuantificacion de DENV en
sobrenadantes de cultivo celular y sueros de pacientes.

METODOLOGIA

Se hizo extraccion de RNA a partir de sueros de pacientes
del Huila y de Antioquia y de sobrenadantes de células
infectadas con cepas de Referencia de DENV (1-4), los
cuales sirvieron como control de la técnica. Posteriormente
se hizo RT-PCR. Los amplificados fueron verificados por
electroforesis y las bandas fueron purificadas y clonadas
para la construccion de los plasmidos correspondientes
para la cuantificacion qRT-PCR usando SYBR-Green.
Los controles positivos fueron sobrenadantes infectados
titulados por ensayo de plaqueo y monocapas procesadas
por inmunofluorescencia. En total se procesaron 21
sueros de pacientes.

RESULTADOS Y CONCLUSION

Se encontr6 marcaje especifico para cada virus
de referencia (DENV-1 a -4) por ensayo de
inmunofluorescencia. Los titulos de los sobrenadantes
recolectados, concuerdan con la carga viral obtenida por el
ensayo de qRT-PCR. Los sueros negativos mostraron CT
mayores a 30, mientras los sueros positivos presentaron
CT entre 10 y 25, de acuerdo a la carga viral. El potencial
de la técnica como herramienta diagnostica se evalud en
sueros de pacientes de Antioquia y del Huila, con cuadros
clinicos sospechosos de Dengue. En total se evaluaron 21
sueros, logrnado identificar cada uno de los 4 serotipos
en ellos. En conclusion, la PCR cuantitativa utilizando
primers especificos reportados previamente, es especifica
para cada uno de los 4 serotipos virales y permite la
cuantificacion de virus en sobrenadantes y sueros.
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Diagnostico,
serotipificacion y
cuantificacion de la
infeccion por dengue
virus por PCR en
tiempo real usando un
sOlo par de primers

Silvia Torres!, Juan Guillermo Betancur!, Juan Carlos
Hernandez!, Francisco Javier Diaz!, Diana Marcela
Giraldo', Silvio Urcuqui-Inchima’

INTRODUCCION

Debido a la diferencia en la virulencia y en las
complicaciones asociadas con los cuatro serotipos
existentes del virus dengue, existe la necesidad de poder
iagnosticar, serotipificar y cuantificar de forma rapida y
confiable el tipo de dengue causante de la enfermedad;
esto permitird suministrar un tratamiento adecuado
al paciente. Existen metodologias que permiten
serotipificar el virus por PCR, pero se necesitan ensayos
independientes para cada uno de los serotipos, ya que
requieren primers especificos para cada uno de ellos.

OBJETIVO

Estandarizar una metodologia que permita diagnosticar,
cuantificar y serotipificar la infeccion por virus dengue;
ademas que permita el diagnostico de la infeccion a
partir de suero de pacientes en fase de viremia.

MATERIALES Y METODOS

A partir de aislados de referencia y locales de virus
dengue, se purifico ARN total y se sintetiz6 ADNc.
Luego se estandarizaron las condiciones para amplificar
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por PCR en tiempo real y utilizando SYBR Green y
un solo par de primers, una secuencia de alrededor de
95pb de la region no codificante 3° de los 4 serotipos del
virus. La técnica se basa en el analisis de la temperatura
“melting” del fragmento amplificado, que es especifica
para cada uno de los serotipos (Chutinimitkul et al,
2005). Usando diluciones de un plasmido que contiene
la 3’°UTR de cada uno de los serotipos se construyen
curvas de calibracion, que permiten cuantificar el ARN
viral presente en cada muestra a partir del valor CT. Se
establece la correspondencia entre la zuantificacion y el
titulo obtenido por Unidades Formadoras de Placa. Una
vez estandarizada la técnica, se utiliza para muestras
obtenidas directamente de pacientes en fase de viremia,
lo que permitirda determinar su efectividad como
herramienta de diagnostico.

RESULTADOS

La técnica permite serotipificar DENV2 y DENV3,
cuyas temperaturas “melting” son de 80.1°C y 82°C
respectivamente y coinciden con las reportadas. Sin
embargo, se bserva segun el articulo de referencia que la
temperatura de DENV1 corresponde a la de DENV4 y
viceversa. Por tanto, se estd realizando nuevos ensayos
que nos permitan determinar si dicho comportamiento
es consecuencia de un error o, en realidad es el patron
tipico para esos dos serotipos en la regiéon o a una
diferencia en la region amplificada entre las cepas
reportadas y las nuestras. [gualmente se esta realizando
los ensayos de cuantificacion, de tal manera que se
puedan comparar con los obtenidos por plaqueo, para
DENV?2, que corresponde a 2.7 X104 UFP/ mL.

CONCLUSIONES

La técnica permite diagnosticar y serotipificar DENV2
y DENV3, usando solo un par de primers. Estamos
tratando de obtener el mismo resultado para los otros
dos serotipos. Se realizaran los ensayos para determinar
el titulo viral una vez se construyan las curvas de
calibracion y se establezca la correspondencia entre
la cantidad de ARN presente en la muestra y el titulo
viral obtenido por plaqueo. Se espera poder extrapolar
los resultados obtenidos in vitro a muestras obtenidas
de pacientes en fase de viremia, poder diagnosticar,
serotipificar y cuantificar el virus causante de la
enfermedad en unas pocas horas.

1.Grupo Inmunovirologia - Universidad de Antioquia,
Colombia.

Correspondencia: Cra 53 # 61-30. Lab 532. Sede de
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Deteccion serologica
del herpesvirus equino
(EHV 1 Y 4) en caballos
de trabajo procedentes
de los llanos orientales

Edwin Camilo Tequia "3, Victor Julio Vera®?,
Jairo Jaime **

INTRODUCCION

La Rinoneumonitis Equina es producida por el EHV 1y
4. La enfermedad es endémica en Norteamérica, Europa
y Australia, originando pérdidas econdmicas como
consecuencia de los brotes ocasionando enfermedad
respiratoria aguda, abortos, muerte neonatal y
recientemente se ha establecido una cepa del EHV1
capaz de causar mieloencefalopatia. En Colombia
en el 2001 se presento un brote epidémico de abortos
en una explotacion equina con previa importacion
de ejemplares donde se logrd realizar el aislamiento
viral. En un trabajo realizado durante el 2007 en los
departamentos de Antioquia y Meta se establecid una
alta seroprevalencia para el EHV4 en equinos destinados
para el coleo y la produccion intensiva.

OBJETIVO

El presente trabajo tiene por objeto determinar la
seroprevalencia del EHV 1y 4 en equinos provenientes
de los municipios Acacias, Castilla la Nueva, Cumaral,
Granada, San Martin y Villavicencio (Meta), con el fin
de establecer la respuesta inmune al virus ocasionada
por la infeccion natural.

MATERIALES Y METODOS

Se muestrearon 100 animales provenientes de Acacias,
Castilla la Nueva, Cumaral, Granada, San Martin y
Villavicencio (Meta) cuya actividad zootécnica es
la vaqueria. A cada uno de los animales se muestred
por puncion de la vena yugular usando el sistema
Vacutainer® en tubos sin anticoagulante. Los sueros
fueron separados en el laboratorio de Virologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de
la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota y
congelados a -20°C hasta el momento de procesarlos. Se
realizé una prueba de Elisa indirecta para la deteccion
de anticuerpos contra los dos virus (EHV 1 y 4) usando
el kit para diagnostico SVANOVIR® EHV1/EHV4-Ab
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ELISA, el cual permite detectar anticuerpos contra la
glicoproteina G (gG) de EHV1 y EHV4 en muestras de
suero, la prueba fue leida a través del Lector Stat Fax®
3200 Microplate Reader.

RESULTADOS

De los 100 animales muestreados el, 82% fueron
positivos para la presencia de anticuerpos contra el
EHV4 y tan solo el 6% para infeccion mixta con ambos
virus. Del total de los animales positivos a EHV4, el
66.6% correspondié a hembras y el 33.4% machos;
para los animales positivos a HV1, 5 de los 6 animales
eran hembras. La seroprevalencia para el EHV4 por
grupo etareo fue de 85.19% para adultos y 14.81% para
animales menores a un afio de edad.

CONCLUSIONES.

La prevalencia obtenida en el presente estudio es
comparable a los reportes previos en regiones en la
que la infeccion por EHV4 y EHVI1 es enzoodtica y
para el EHV4 esta usualmente establecida en adultos.
La prevalencia para el virus indica la dispersion de
la enfermedad mas alld de los equinos de pista y
competencia evaluados previamente en el pais. La
reactivacion viral ocasionada por inmunosupresion en
animales seropositivos constituye la principal fuente
de dispersion del virus a animales sanos. El presente
trabajo hace parte de la identificacion del virus por
técnicas moleculares y al intento de aislamiento viral.
Aproximaciones a la enfermedad como la encontrada en
el presente estudio, son de facil interpretacion donde la
vacunacion no esta establecida.

1 Médico veterinario, estudiante de Maestria; ectequiar@unal.
edu.co

2 Médico Veterinario, MSc, PhD.

3 Grupo de Microbiologia y Epidemiologia, Universidad
Nacional de Colombia, Facultad de Medicina Veterinaria y de
Zootecnia

Correspondencia: Grupo de Investigacion en Microbiologia
y Epidemiologia. Facultad de Medicina Veterinaria y de
Zootecnia. Universidad Nacional de Colombia. Sede Bogota.
E-mail: ectequiar@unal.edu.co; vjveraa@unal.edu.co;
jjaimec@unal.edu.co

Los virus como indicadores
de contaminacion del agua

Andrey Payan Gonzalez. MSc. PhD!
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De acuerdo con la OMS la sexta parte de la poblacion
mundial no dispone de agua segura de suministro, lo
que favorece que las infecciones transmitidas por este
elemento sean de las mas prevalentes entre la poblacion.
La reciente entrada en vigencia de la Nueva Ley de
Aguas Subterraneas en EEUU pone de manifiesto en
el creciente interés que los organismos encargados de
vigilar la salud de las comunidades asignan al monitoreo
especifico los virus en el agua. De las diferentes fuentes
de abastecimiento de agua que se emplean en el mundo
las mas expuestas a la contaminacion fecal tanto de
origen puntual como difuso son las aguas superficiales.
Este tipo de contaminacion acarrea amenazas serias
para la salud de las comunidades y se reconoce como la
principal causa de sindromes gastroentéricos

INTRODUCCION

debidos a agentes infecciosos. De entre todas las
posibles causas de diarreas infecciosas se reconoce que
los virus juegan un papel predominante alrededor del
mundo, tanto en paises industrializados como en vias de
desarrollo. Los virus Norwalk y Norwalk-Like virus son
reconocidos como la principal causa de enfermedades
transmitidas por agua a nivel mundial.

Los organismos encargados de la vigilancia de la
calidad del agua con destino al consumo humano se
enfrentan a la dificil situacion de escoger la mejor forma
de determinar la presencia de virus en este recurso.
En términos generales, actualmente, se reconoce que
es mejor estimar la calidad microbioldgica del agua a
través de indicadores que por la determinacion directa de
la presencia de los patogenos. No obstante los métodos
aplicados a muestras ambientales para la determinacion
de la presencia virus de procedencia fecal en aguas
se han topado con varias inconvenientes. Entre estos
destacan que los indicadores bacterianos usualmente
empleados para estimar la contaminacion fecal del
liquido no siempre se corresponden con la presencia
concomitante de virus en las mismas muestras.

Debido a lo anterior se sigue investigando acerca de
la mejor forma de deteccion de los virus patdogenos en
agua. En la mayoria de los casos las técnicas apuntan a
la deteccion de microorganismo por métodos de cultivo
o por métodos moleculares.

Sin embargo hasta la fecha no se dispone una
metodologia eficaz, que pueda ser aplicada facilmente,
de bajo costo y que permita el monitoreo de la presencia
de virus potencialmente patdégenos en los diferentes
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tipos de agua. La adopcion de los bacteriofagos como
modelos de virus entéricos en agua en varios paises
se muestra como una herramienta prometedora, ya
que aprovecha caracteristicas comunes que comparten
los dos microorganismos y que permiten estimar mas
cercanamente el riesgo de infeccion viral por esta via.
. Aunque estudios preliminares muestran una buena
correlacion que permitiria el uso de ciertos tipos de fagos
como indicadores de la presencia de virus entéricos
en aguas, aun hace falta mas desarrollo en esta area,
principalmente en la estandarizacion de las técnicas, la
busqueda de nuevos fagos y de modelos predictivos.

1 Escuela de Bacteriologia. Universidad del Valle, Cali.
Correspondencia: Escuela de Bacteriologia y Laboratorio
Clinico. Universidad del Valle. Calle 4B # 36-00. Sede de
San Fernando. Cali. Colombia.

E-mail: anpayan@hotmail.com

Deteccion en suero de
la proteina viral Ns1
para la confirmacion por
laboratorio del dengue

en etapa temprana

Sergio Yebrail Gomez', Luis Carlos Orozco?, Rosa
Margarita Gélvez', Raquel Ocazionez'.

OBJETIVO

Comparar la frecuencia a la que se confirma el dengue
en casos febriles detectando NS1 y anticuerpos IgM
en suero de fase aguda y determinar si la misma varia
en relacion con la presencia de anticuerpos IgG anti-
dengue y el serotipo del virus.

MATERIALES Y METODOS

Mediante un muestreo retrospectivo se incluyeron
151 sueros de pacientes con dengue confirmado
por aislamiento del virus y que fueron colectados
entre el 1°. y 5° dia de sintomas. El virus se aislo en
células de mosquito (C6/36) y se tipifico por PCR. El
serotipo-1, -2, -3 y -4 se identifico en 27, 52, 64 y 8 de
los aislados, respectivamente. Los sueros se procesaron
simultdneamente para buscar NSI1 vy anticuerpos
anti-dengue IgM e IgG usando los estuches ELISA-

NS1 (PANBIO E-DENIP), MAC-ELISA (PANBIO
E-DENIM) y ELISA-IgG (PANBIO E-DENIG),
respectivamente. La presencia de anticuerpos IgG se
interpretd como infeccion secundaria. Como controles
se incluyeron 25 sueros de casos febriles en quienes
el dengue se descartd por serologia negativa en suero
pareado e intento no-exitoso de aislamiento del virus.

RESULTADOS

La proteina NS1 se detectd en 85% (IC 95%, 78.2 —
90.4) de casos con aislamiento del virus mientras que
los anticuerpos IgM en 43.8% (IC 95%, 35.6 — 52.3).
Los wvalores ROC fueron 0.90 (IC95% 0.85-0.95)
y 0.69 (IC95% 0.64-0.75) con ELISA-NSI y MAC-
ELISA, respectivamente y las diferencias fueron
significativas (P<0.001). Anticuerpos IgG anti-dengue
no se detectaron en 89.4%, 78.5%, 55.6% y 12.5% de
sueros de casos infectados con el serotipo-1, -3, -2 y
-4, respectivamente. La NS1 se detect6 con mayor
frecuencia en sueros con resultado negativo para
anticuerpos IgG que con resultado positivo: 91.5%
versus 64% (p=0.0000 .2 exacto). La frecuencia a la que
se detectd NS1 varié dependiendo del virus, en sueros
con el serotipo-1, -2, -3 y -4 fue 81.5%, 79.6%, 95.2% y
50% (p=0.0000 .2 exacto).

CONCLUSIONES

La presencia sérica de la proteina NS1 confirmé dengue
en 85% de los casos usando una tnica muestra de suero
colectada durante la fase febril. 2) la frecuencia a la cual
se confirm6 dengue por MAC-ELISA se incrementd
1.9 veces cuando se reemplazo por ELISA-NSI. 3) la
sensibilidad del ELISA-NS1 fue mayor en infecciones
primarias y por ende en infectados con los serotipos 1y 3.

Fuente de Financiamiento: Universidad Industrial
de Santander proyecto # 5636-2007 y parcialmente
por la Gobernacioén de Santander, Secretaria de Salud,
proyecto # 2007-068-000-0070.
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