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MESAS REDONDAS: MR

Aportes de la inmunologia al conocimiento de
parasito. CARDONI R. coordinadora

MR1. Oligonucleotidos adyuvantes de larespuestainmune
contraTrypanosomacruzi. CORRAL, R.S.

Laboratorio de Virologia, Hospital de Nifios Ricardo
Gutiérrez, Buenos Aires.

Se ha comprobado que oligodesoxinucle6tidos sintéticos
qgue contienen dinucleétidos CPs no metilados dentro de un
contexto particular de bases (CpG-ODN) son capaces de in-
ducir la activacion de linfocitos B, células NK y monocitos, asi
como la secrecién de inmunoglobulinas y citoquinas de res-
puesta TH1. Considerando la participaciéon de estos mecanis-
mos en la resistencia a la infeccién experimental aguda por T.
cruzi, se evalué en un modelo murino el potencial de CpG-ODN
como adyuvante para la inmunizacién con antigenos de este
parasito. Grupos de 10 ratones BALB/c (sesgo a TH2), fueron
inmunizados por via intramuscular (2 dosis con intervalo de una
semana) con antigeno homogeneizado total de T. cruzi (HT)
mezclado con: a) CpG-ODN (10 6 100 mg/dosis) de 18
nucledtidos con 2 motivos estimulatorios 5° GACGTT 3, sin-
tetizado con uniones fésforotioato, b) ODN sin CpG (igual do-
sis); ¢) hidroxido de aluminio (alum, 25 mg/dosis).Los anima-
les que recibieron HT con CpG-ODN presentaron por ELISA
titulos de anticuerpos séricos especificos para T. cruzi entre 5
y 20 veces mayores que aquellos inmunizados con HT sola-
mente o en combinacién con ODN carentes de motivos CpG.
Estos titulos se mantuvieron al menos hasta 12 semanas des-
pués de la dltima inmunizacion. El isotipo predominante de
inmunoglobulinas fue 1gG2a (relacionado con respuesta TH1)
en los ratones inmunizados con HT y CpG-ODN (P<0,05, t de
Student), mientras que en el grupo tratado con alum como
adyuvante del HT fue IgG1 (asociado con respuesta TH2).Para
verificar el efecto estimulatorio de CpG-ODN sobre la inmuni-
dad celular se realizé una prueba de hipersensibilidad retarda-
da (HR). A las 3 semanas post-inmunizacién se inocularon 50
mg de HT en la almohadilla plantar de miembro posterior de
animales de cada grupo inmunizado y se midi6 el grado de
induracién provocada a las 24 y 48 hs. Se observé que el
antigeno soélo evocaba una respuesta HR significativa (P <
0,001, ANOVA) en los ratones que habian recibido CpG-ODN
como adyuvante de HT. Por otra parte, en dicho grupo de ani-
males se indujo un perfil de citoquinas TH1. Se verificd por
ELISA en sobrenadante de cultivo de 72 hs que los esplenocitos
obtenidos de animales a los 8 dias de la Ultima inmunizacion
con HT y CpG-ODN secretaban principalmente IFN-g (52,4 +/-
3,9 ng/ml) e IL-12 (703,6 +/- 99,3 pg/ml) con escasa produc-
cion de IL-4 (4,3 +/- 1,2 pg/ml). El efecto inmunoestimulatorio
fue dependiente de la dosis de CpG-ODN administrada. Los
niveles de IFN-ge IL-12 producidos por ratones inmunizados
con HT y CpG-ODN fueron significativamente mayores (P <
0,001 y P < 0,0001, t de Student, respectivamente) que los
correspondientes a animales que recibieron ODN no CpG. Los
niveles séricos de IFN-ge IL-12 en el grupo que recibié CpG-
ODN también fueron significativamente (P < 0,0001) mayores
gue los observados en ratones inmunizados con HT solo o co-
administrado con alum u ODN sin capacidad inmunoes-
timulante. Para establecer si HT+CpG-ODN era capaz de in-
ducir inmunoproteccion contra la infeccién por T. cruzi, se rea-
lizé en los distintos grupos un desafio por via intraperitoneal
con 5000 tripomastigotes sanguineos de cepa RA/ratén a los

30 dias de la ultima inmunizacién. Se comprobé que en los
animales inmunizados con HT+CpG-ODN existia una reduccion
significativa en el pico de parasitemia (P < <0,005, Wilcoxon)
y en la mortalidad (P < 0,05, X?) en comparacion con el grupo
al que se habia co-administrado HT y ODN no CpG. Se con-
cluye que los resultados obtenidos reflejan la capacidad de los
CpG-ODN para modular hacia una respuesta predominante de
tipo TH1 contra antigenos de T. cruzi, capaz de contribuir a una
inmunoproteccién parcial frente a un desafio letal con tripo-
mastigotes, lo cual los convierte en potenciales adyuvantes de
vacunas a ser ensayadas.

MR2. Compromiso de larespuestainmune en laevolucion
delainfeccién por Trypanosoma cruzi. GEA, S.

Inmunologia, F. de Cs. Quimicas. U N C. Cérdoba. E-mail:
sgea@bioclin.fcg.unc.edu.ar.

La participacion de la respuesta inmune desencadenada por
el Trypanosoma cruzi ha sido involucrada en la generacion de
las lesiones encontradas en la Enfermedad de Chagas. Sin
embargo, los mecanismos inmunolégicos y los antigenos del
parésito involucrados en ella son poco conocidos. En nuestro
laboratorio al estudiar la respuesta inmune a cruzipaina indu-
cida por la infecciéon, demostramos que anticuerpos anti-
cruzipaina purificados del suero de pacientes chagasicos, se
unen a miosina. Ademas, linfocitos de sangre periférica de estos
pacientes proliferan al ser estimulados con péptidos derivados
de cruzipaina que presentan homologia en la secuencia de
amino&cidos con miosina. Utilizando un modelo experimental
inmunizando ratones BALB/c con cruzipaina, observamos que
anticuerpos (Ac) IgG provenientes de ratones inmunizados se
unen a un antigeno de 210 kDa presente en extractos de mus-
culo esquelético singénico rico en miosina (ME). La absorcién
de los sueros con miosina purificada, fue capaz de eliminar
totalmente dicha reactividad. En paralelo, se observo un incre-
mento en la actividad plasméatica de creatin kinasa, marcador
bioquimico de dafio muscular. El examen histolégico de mus-
culo esquelético de ratones inmunizados revel6 la presencia de
infiltrados inflamatorios focales y degeneracion de las fibras
musculares. Ensayos de proliferacion de células de bazo pro-
venientes de estos ratones fueron positivos al ser estimuladas
con ME y miosina purificada. Estudios funcionales mediante
electromiografia de los ratones inmunizados revelaron altera-
ciones significativas con incremento en la duracién del poten-
cial de unidad motora, sugiriendo un compromiso muscular en
los animales inmunizados. Paralelamente, inmunoglobulinas de
ratones inmunizados se fijaron a un antigeno de 223 kDa pre-
sente en un extracto de corazén singénico rico en miosina
(Cor). Se realizé el andlisis de la secuencia de aminoéacidos de
péptidos seleccionados de dicha proteina obtenidos por clivaje
proteolitico. Esta proteina fue identificada mediante una base
de datos de SWISSPROT como la cadena pesada de la miosina
cardiaca de raton, isoforma alpha. El perfil de isotipos 1gG ob-
tenido por Western blot, revel6 la presencia de todos los isotipos
de IgG reactivos con cruzipaina y miosina. La mayor reactividad
con cruzipaina fue observada con el isotipo IgG1 mientras que
el isotipo IgG2a fue el mas reactivo con miosina. Registros
electrocardiograficos de los ratones inmunizados revelaron al-
teraciones en la conduccion intraventricular y bradicardia. Es-
tudios ultraestructurales realizados por microscopia electréni-
ca, revelaron alteraciones severas con adelgazamiento de las
fibras, acortamiento del sarcémero y pérdida de la estriacién
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normal en el tejido cardiaco de ratones inmunizados. Ademas,
las células de bazo estimuladas con Cor, proliferaron signifi-
cativamente respecto de los controles. La transferencia de las
células de bazo de estos ratones fue capaz de transferir las
alteraciones electrocardiogréaficas observadas previamente. Por
otra parte, la transferencia placentaria de sangre de madres
inmunizadas a sus crias también fue capaz de transferir anor-
malidades electrocardiograficas. Estos resultados fuertemente
sugieren un rol patogénico de la respuesta inmune humoral y
celular generada por cruzipaina el cual se manifiesta con com-
promiso muscular esquelético y cardiaco acompafiado de
disfuncion organica.

MR3. Mecanismos deresistenciaen lainfeccion experimen-
tal con distintas cepas de Trypanosomacruzi. PETRAY,
PB.

Laboratorio de Virologia, Hospital de Nifios Ricardo
Gutiérrez, Gallo 1330, 1425 Buenos Aires.

Nuestro interés se centré en la investigacién de mecanis-
mos inmunoldgicos involucrados en la resistencia frente al
T.cruzi. Se estudid el efecto de la administracion in vivo de
AcMo contra IFNge IL4 sobre la resistencia de ratones Balb/c
frente a la infeccion con cepas de diferentes caracteristicas
biolégicas: RA y Tulahuén, virulentas para el ratén y con capaci-
dad para infectar fagocitos y CA-I, no letal y miotrépica. El blo-
queo del IFNgin-crementé la susceptibilidad de animales infec-
tados con RA y Tulahuén pero no alter6 el curso de la infec-
cién con CA-l. La neutralizacion de IL-4 favorecio la resisten-
cia de los animales infectados con RA y Tulahuén pero no afec-
t6 el curso de la parasitemia en los infectados con CA-I: el IFNg
y la IL4 serian producidos durante la infeccién participando en
la modulacion de la resistencia frente a RA y Tulahuén. Sien-
do el IFNguna sefal relevante para activar fagocitos, se inves-
tigd su producciéon por esplenaocitos de ratones infectados: sélo
los provenientes de animales infectados con RA y Tulahuén
liberaron niveles significativamente mayores de IFNg que los
controles. A fin de evaluar uno de los parametros de respues-
ta inmune celular, se desarroll6 un ensayo de linfoproliferacion
frente a mitdbgenos: RA y Tulahuén indujeron una marcada in-
hibicién de la linfoproliferacién durante la fase aguda de infec-
cién, en cambio, en el caso de CA-l, el indice de inhibicion fue
significativamente menor. La produccién de IL2 por esplenocitos
también estuvo notoriamente deprimida durante el periodo agu-
do de infeccién con las tres cepas, aunque en el caso de CA-
I, pareceria menos pronunciada. Al investigar la funcionalidad
de los fagocitos peritoneales analizando produccién de NO, se
encontro que la infeccién aguda con las tres cepas indujo libe-
racion de NO, asociada a expresion de iNOS. La cinética de
la sintesis fue similar entre las tres. El IFNg esta involucrado
en la estimulacion de la liberacion de NO por los macréfagos,
sin embargo no se encontrd correlacién entre los niveles de pro-
duccién de NO y la induccién diferencial de IFNg por las tres
cepas. Se investigé la participacion del NO en la inhibicion de
la linfoproliferacion inducida por T.cruzi: la presencia de L-
NMMA (inhibidor de NOS) en los cultivos de esplenocitos res-
tauré parcialmente la linfopro-liferaciéon de células de animales
infectados con CA-I, sin efecto sobre la depresién inducida por
RA 'y Tulahuén. La inhibicién de NOS por administracién in vivo
de L-NAME disminuyé la produccion endégena de NO y la re-
sistencia de los ratones frente a la infeccién aguda con las tres
cepas. Asimismo, no provocé una disminucion de las lesiones
inflamatorias en musculo esquelético, corazon e higado: el NO
no participaria en la génesis de la patologia tisular observada
en la enfermedad de Chagas. La incubacién in vitro de
tripomastigotes RA, Tulahuén y CA-I con SNAP (liberador de
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NO), permiti6 comprobar un efecto téxico directo del NO so-
bre el parasito, a concentraciones biolé-gicamente relevantes.
Para comprobar o descartar una participacién del NO en el
control de la carga parasitaria durante la etapa crénica de in-
feccion, se realizaron experimentos de transferencia pasiva de
células. Los animales fueron protegidos frente al desafio con
T.cruzi por transferencia de esplenocitos de raton crénico
enriquecidos en linfocitos T, presentando ademas mayores ni-
veles de NO?* sérico que los controles transferidos con linfocitos
T de ratones no inmunes. La administracion de L-NAME anul6
la transferencia de resistencia: el NO participaria también en
los mecanismos inmunes desplegados por linfocitos T duran-
te la fase cronica de infeccion.

MR4. Intervencioninmunoldgicaen lainfeccion experimen-
tal con Trypanosoma cruzi en ratas. REVELLI S,
PIAGGIO E, WIETZERBIN J, BOTTASSO O.

Instituto de Inmunologia, Fac. de Cs. Médicas de Rosa-
rio; Instituto Curie de Paris, Francia.

La Enfermedad de Chagas aguda ocasiona un grado varia-
ble de afectacién cardiaca y neurolégica que generalmente
remite con la administracion del tratamiento especifico con
benznidazol (BZL), que puede resultar toxico para el huésped.
Quisimos determinar si el BZL modificaba la funcionalidad de
células parasitadas por el Trypanosoma cruzi como los
macrofagos. Para ello se cultivaron macréfagos murinos (RAW
264.7) estimulados con: LPS (100 ng/pozo), en presencia o
ausencia de interferon gamma (IFN-g) murino recombinante
(500 Ul/pozo) y el agregado o no de BZL (0.1 mM, 05 mM o 1
mM). En sobrenadantes de 24 hs de cultivo se evaluaron el
oxido nitrico (NO), factor de necrosis tumoral alfa (FNT-a), e
interleucinas-1b, IL-6 e IL-10. La acumulacion de nitrito (NO,)
como indicador de la sintesis de NO fue maxima tras la
estimulacién con LPS + IFN-g, logrando niveles intermedios al
agregarse LPS o IFN-g La sintesis de nitritos fue siempre
menor cuando se agregaba BZL. En lo referente al FNT-a, el
LPS constituy6 el estimulo mas potente para su produccion si-
guiéndole el LPS+IFN-g, e IFN-gs6lo. El BZL resulto inhibitorio
para la produccién de FNT-a, pero su efecto fue menos noto-
rio. El estimulo mas importante para la produccién de IL-6 fue
el LPS+IFN-g, luego el LPS, y muy por debajo el IFN-g. La adi-
cion de BZL al cultivo resulté en un descenso significativo de
la IL-6. Al igual que la IL-6, el LPS+IFN-gindujeron los niveles
mas altos de IL-10, mientras que el LPS o el IFN-g en forma
aislada actuaron como estimuladores menos potentes. La ac-
cion bloqueante del BZL sobre la sintesis de IL-10 sélo se ve-
rificé en las células estimuladas con LPS o IFN-g Similarmente,
para la IL-1b, la inhibicién provocada por el tratamiento con BZL
fue evidente al utilizarse un poderoso inductor como el LPS, y
el BZL a su més alta concentracion. Dado que el BZL inhibia
la sintesis de NO, se estudi6 la transcripcion de la enzima res-
ponsable de su sintesis, la iINOS. La deteccién por Northern
Blot y RT-PCR del ARNm de la iNOS de los macro6fagos culti-
vados indicaron que el BZL inhibia su transcripcién. En un paso
siguiente estudiamos si los efectos inhibitorios del BZL sobre
la sintesis de NO también se daban in vivo. Para ello se traba-
j6 en un modelo experimental en ratas desarro-llado en nues-
tro laboratorio que presenta una fase aguda de infeccién que
se autoresuelve. Los animales se infectaron al destete con 10°
tripomastigotes de la cepa Tulahuén y 7 dias después se so-
metieron a alguno de los siguientes tratamientos durante 15
dias: BZL, a una dosis subo6ptima de 5 mg/kg/dia; IFN-g (20.000
U/dia) o ambos. El tratamiento con IFN-g tenia un doble pro-
pésito: determinar si al combinarlo con BZL desarrollaba una
accion sinérgica para el control de la infeccion aguda, y anali-
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zar si el BZL modificaba la produccién de algunos mediadores
gue se originan cuando los animales son tratados con esta
citocina. Los resultados sefialan que la administracion simul-
tanea de BZL mas IFN- g no confiere un efecto superior. La
presencia de nitrato en suero, que se halla significativamente
elevado en las ratas con infeccion y mas aln en aquellas tra-
tadas con IFN-g, deja de observarse si el animal también reci-
be BZL. En base a todo lo expuesto se propone que sumada
a su accion tripanomicida, el BZL también modificaria la sinte-
sis de mediadores biolégicamente relevantes en la inmuno-
patogénesis de la infeccién con T. cruzi.

Inmunomodulacion en infecciones parasitarias.
CARLOMAGNO M. coordinadora

MRS5. Activadores policlonales del T. cruziy su relacién con
el desarrollo de lainfeccion. GRUPPI A. —

Depto de Bioquimica Clinica - Fac de Ciencias Quimicas
- UNC. Ala 1 Pab. Argentina. Ciudad Universitaria.5000
Cérdoba e-mail: agruppi@biclon.fcq.unc.edu.ar.

La fase aguda de la infeccién producida por T. cruzi esta
caracterizada por dos fenémenos aparentemente opuestos: la
activacién policlonal y la inmunosupresion. La activacion
policlonal estd caracterizada por una intensa proliferacién y
transformacion blastica de linfocitos T y B. Ha sido demostra-
da que la mayoria de los linfocitos (Li) estimulados en la in-
feccién con el T. cruzi no son especificos para antigenos (Ags)
parasitarios y una proporcién de ellos serian autorreactivos. En
la busqueda de Ags parasitarios involucrados en la induccion
de activacion policlonal, observamos que Ags alcalinos, obte-
nidos del citosol de epimastigotes del T. cruzi (FI), se com-
portan como mitégenos policlonales de LiB murinos normales.
Estos Ags son capaces de estimular (in vitro) la secrecién de
IgM reactiva con actina, miosina, mioglobina y tiroglobulina, pero
no con FI; como asi también de 1gG1 e IgG3 (Montes y col.,
1996 Scand J Immunol.44, 93-100). En los sobrenadantes de
cultivo detectamos 11-10, IL-6, IL-4 e INFg. No detectamos IL-
2, lo que se correlacioné con la ausencia de proliferacion de
LiT frente a Fl. Los LiT estimulados con FI no expresan mar-
cadores de activacion como CD25 ni CD40L. Fl estimula la pro-
liferacion de las células B en ausencia de LiT (actda como un
Ag T- independiente) pero necesita de la presencia de células
accesorias para ejercer su funcién y lo hace a través del BCR
(Montes y col.,1999 Scand J Immunol.50, 159-166). Ademas
hemos identificado dentro de Fl una proteina de aproximada-
mente 30 kDa (no identificada hasta el presente) y una de 47
kDa, que tiene una secuencia N-terminal idéntica a la Glutamato
dehidrogenasa (GDH) del T. cruzi (Zufiiga y col. 1999 Clinical
Immunology Oct, 81:89) responsables del fendmeno descripto.
La GDH, al igual que FI, no es capaz de inducir memoria
inmunoldgica ya gue no es capaz de inducir anticuerpos de tipo
1gG en pacientes crénicos. Por otra parte es importante sefia-
lar que el sistema inmune tiene una remarcable capacidad para
mantener un estado de equilibrio, a pesar de la constante ex-
posicion a Ags propios y luego de responder a diversos Ags
extrafios. Los mecanismos que actian sobre los LiB para fre-
nar la activacion policlonal y conducir a una respuesta especi-
fica no han sido dilucidados. Previamente ha sido reportado que
los Li de los animales infectados con T. cruzi son hipores-
pondedores a estimulos mitogénicos (LPS y Ags parasitarios).
En nuestro laboratorio hemos observado que la hiporespuesta
de los LiB de animales infectados con T. cruzi frente a LPS se
correlaciona con un elevado grado de activacion celular y
apoptosis. Observamos que los LiB de estos animales presen-

tan apoptosis in vivo e in vitro. Los LiB de los animales infec-
tados son capaces de proliferar espontaneamente, como asi
también de secretar IgM y cuando son estimulados con LPS
disminuye la blastogénesis espontanea. El estimulo con LPS
produce un arresto en la fase G0/G1 del ciclo celular (Zufiiga
y col. 1999 Clin Exp Immunol. En prensa) indicando que cuan-
do un estimulo actda sobre los Li B activados se frena su pro-
liferacion. Consideramos que los LiB con distinto grado de ac-
tivacion pueden responder diferente a un mismo Ag y que las
caracteristicas del Ag pueden condicionar la sobrevida de ésta
célula. Para comenzar a discernir esto, separamos los LiB de
los animales infectados, en gradiente de Percoll, y obtuvimos
fracciones de LiB de baja y alta densidad. La poblacion de Li
B de baja densidad esta mas activada, presenta un aumento
en la expresion de Ags clase Il del MHC y mayor proliferacion
espontanea. Los LiB de baja densidad presentan ademéas ma-
yor expresion de Fas y FasL. Probablemente la via Fas/FasL
esté gatillando los incrementados niveles de apoptosis obser-
vados. Estos datos explicarian porque la activacién policlonal
y la inmunosupresion pueden coexistir en la misma fase de la
infeccion con el T. cruzi.

MR6. Modulation of hostimmuneresponse by E. granulosus
glycans and susceptibility to hydatid infection. NIETO
A, BAZ A, DEMATTEIS S, HERNANDEZ A and MiIGUEZ
M.

Cétedra de Inmunologia; Facultad de Quimica; Universi-
dad de la Republica Montevideo; Uruguay.

Infection by E. granulosus of its intermediate host produces
cystic hydatid disease, a chronic, asymptomatic, generally long-
lasting, parasitic infection. The chronically infected intermediate
host develops, in most cases, cellular and humoral specific
responses (1-6) that do not protect the host against the
established metacestode (hydatid cyst) (7). Diversion of the
antibody response by carbohydrates has been described as an
evasion mechanism in other helminths (8). In the particular case
of Schistosoma mansoni glycans elicit antibody isotypes which
block the potentially protective effector function of other isotypes
(9,10). Proliferation of IgM- and 1gG3-producing murine B-1 cells
induced by S. mansoni carbohydrates has been described both
in vitro (11) and in vivo (12). Data from our lab suggest that E.
granulosus carbohydrates are immunodominant in natural (13)
and experimental infections (4,5). We have also observed a
major PSC-specific IgG2 response in hydatid patients (14) and
1gG3 in chronic mouse infection (5), as well as significant
production of specific IgM and 1gG3 by peritoneal cells from
infected mice (6) in early infection, suggesting a T-independent
stimulation of B1-cells. Collectively, these data suggest some
kind of modulation of the immune response by the parasitic
carbohydrates. To analyze this, we started investigating the
profiles of cytokines and IgG subclasses produced during early
mouse infection. We found that splenocytes stimulated in vitro
with protoscolex somatic antigens (PSA), obtained as early as
the first week post-infection, secreted high levels of IL-4, IL-5
and IL-10 and none of g-IFN. These mice produced high specific
IgM and IgG1, but low 1gG2a, IgG2b and 1gG3 titers. We also
showed that g-IFN/LPS activated macrophages, hydrogen
peroxide and nitric oxide were able to kill PSC in vitro (6) in a
dose dependent manner. These results indicate a strong
polarization to a Th2-type response in the early infection and
that activated macrophages (usually associated with Thl-type
responses) could be an effector mechanism to kill PSC. These
experiments describe the induction of a Th2-type polarization
in infected mice, however the cellular response produced by
cells in close contact with the developing protoscoleces remains
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unknown. Th1/Th2-type polarization could be associated with
resistance/susceptibility in some parasitic infections, however
the polarization depends on the physiological compartments
where it is measured.Therefore, to conclude on the role of Thl/
Th2-type polarization in susceptibility/resistance to parasitic
infections, it is crucial to analyze the cytokines secreted not
only in spleen but also locally in the site where the parasite is
developing. In the case of mice infected with E. granulosus we
have observed that a granulomatous reaction is developed in
the peritoneal cavity and liver (6). Thus, we consider it important
to analyze the pattern of cytokines produced not only by
splenocytes, but also by cells present within those granulomas.
Furthermore, we found high levels of IgG4 and IgE in cystic
hydatid patients in which the ratios of IL-5/ g-IFN produced by
specifically stimulated PBMC were significantly higher than by
PHA-stimulated ones (15). These results are consistent with
those observed in mice and suggest that the Th2-type polarized
response may be related to susceptibility. Further research is
needed to clarify this point as well as the role that carbohydrates
may play in regulating Th1/Th2 balance. Protection (78%) of
mice from cystic hydatid infection using PSC somatic antigen
(PSA) was reported (16). We observed a similar protection
using a detergent extract from the surface of PSC (17) and
showed that the antibodies produced by protected mice did not
recognize carbohydrates. Therefore, we have deglycosylated
PSC surface using EndoF and immunized mice with the
deglycosylated PSC (DGP), as well as with the carbohydrate-
rich supernatant from EndoF treatment (CHP) and with several
control immunogens including dead PSC (DPSC). We showed
that CHP is mitogenic, immunodominant and elicits low avidity
antibodies (18). We also found that CHP-immunized mice were
more susceptible to infection in a dose-dependent way, while
those DGP-immunized showed 100% protection (19). These
results suggest that EndoF-releasable carbohydrates from the
PSC surface elicit an immune response linked to increased
susceptibility while that elicited by DGP is associated with
resistance. Thus, analysis of the correlation between these
contrasting roles in susceptibility of CHP and DGP with their
roles in Th1/Th2-type polarization may provide relevant data
related to immune evasion by E. granulosus. CHP contains
mainly carbohydrates and lipids which run in the front in SDS-
PAGE (18), but no structures have been defined for any of its
constituents. Fractionation and rigorous characterization of the
CHP glycans will provide an excellent approach to the analysis
of the correlation between structure and function of these
carbohydrates. We have carried out a preliminary charac-
terization of the N-glycans from E. granulosus PSC and cyst
membranes (20) and showed that they are mainly core
fucosylated non-charged structures having complex-type
antennae composed of N-acetyllactosamine (lacNAc) building
blocks, some of which are capped with alpha-linked galactose.
We also found a small proportion of high mannose structures
and truncated di-and trimannosyl core structures. We plan to
use the general strategies (21, 22) implemented in the above
studies complemented by new methodology to rigorously
characterize the major glycans in CHP.
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MR7. Inmunodulaciéon en Distomatosis experimental.
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La inmunobiologia de las infecciones por helmintos difieren
de las infecciones por protozoarios principalmente porque los
metazoarios son mas grandes y no se reproducen en el hués-
ped vertebrado. Las diferencias en el tamafio restringe las vias
por las cuales el huésped puede montar una respuesta inmu-
ne efectiva y la falta de replicacién influye en las estrategias
de sobrevida tanto del huésped como del parasito. Fasciola
hepatica es un trematodes que vive en los canaliculos biliares
del hombre y del ganado ovino y bovino principalmente. Es
hermafrodita y en su ciclo de vida involucra a un molusco como
huésped intermediario. Los huevos, liberados del cuerpo con
las heces, en contacto con el agua incuban el primer estado
larval: miracidio. Este pequefio organismo ciliado tiene fuerza
limitada de sobrevida y debe contactar con la especie correcta
de caracol acuatico para que el ciclo continte. Al penetrar en
el caracol pierde la epidermis ciliada. El esporoquiste perma-
nentemente divide células embriogénicas y se diferencia a las
formas larvales proximas (por miracidio que penetra en el ca-
racol emergen entre 200 000 y 500 000 cercarias). Las
cercarias permanecen enquistadas en las plantas acuaticas.
Luego de la ingestion de las metacercarias por el huésped fi-
nal, el pasaje de intestino a peritoneo, penetracion en higado y
localizacion en los canaliculos biliares, se producen cambios
en la estructura y en las propiedades fisiolégicas del tegumen-
to que recubre al parasito. Es a través del tegumento que el
parésito se relaciona intimamente con el huésped vy alli se en-
cuentran las glicoproteinas de secrecion. Distintos autores han
involucrado a estos productos de excrecion - secrecion (PES)
en la evasion de la respuesta inmune (RI) del huésped para
poder sobrevivir. En F. hepética se han descripto mecanismos
de regulacion de la RI por los PES tales como el recambio del
glicocalix del tequmento del parasito, recambio y excrecion del
complejo antigeno - anticuerpo del tegumento y la liberacién de
enzimas similares a papaina o catepsina B. Con estos antece-
dentes decidimos conocer la participacion de los PES de F.
hepética en la modulacion de la RI celular y la generacion de
algun probable mecanismo evasor. Observamos que los PES
inducen alteraciones funcionales de las células presentadoras
de antigenos, disminuyen la fagocitosis y alteran la capacidad
presentadora de antigenos tanto en células presentadoras de
antigenos provenientes de animales infectados como de ratas
normales inoculadas intraperitonealmente con los PES. La ino-
culacion de los PES en ratas induce poblaciones celulares
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esplénicas con actividad supresora de la respuesta de hiper-
sensibilidad de tipo demorado a antigenos propios y extrafios,
suprimiendo también la respuesta blastogénica de las células
mononucleares de bazo (Cmb) de ratas normales a mitégenos,
con participacion de peréxido de hidrogeno y anién superéxido.
Durante el estudio de la progresion de la infeccion de ratas, con
30 metacercarias de F. hepéatica por via oral, durante 60 dias
pudimos observar disminucién transitoria de la respuesta
proliferativa a Con A y variacion en la produccion de 6xido ni-
trico (NO) por células peritoneales (CP) entre los dias 7 y 14
pos-infeccidon. Concomitantemente se encuentra aumentada la
IL-10 y disminuida la IL-2

La disminucién de la produccién de NO por CP, que se pro-
duce durante la migracién del parasito por peritoneo, podria
sugerir la existencia de un mecanismo para evitar su accién
téxica. También se puede considerar la posibilidad de que el
parasito estimule la liberacion de citoquinas que inhiban la pro-
duccion de NO como la IL-10. Estos fendmenos se pueden in-
terpretar como un mecanismo del parasito para evitar la accién
téxica del metabolito nitrogenado, responsable de la muerte de
larvas de otros helmintos como Schistosoma mansoni. Se co-
noce la susceptibilidad de diversos microorganismos al NO, el
cual se produce durante la infeccion y el pico de produccion
se correlaciona con el control de la infeccion. Ademas los
inhibidores de la 6xido nitrico sintetasa exacerban la enferme-
dad. Por otra parte, cuando los reactivos intermediarios del ni-
trégeno (RIN) son producidos en exceso pueden ser citotdxicos
para las células del huésped causando patologias y aun la
muerte. ¢ Qué factores pueden determinar si la produccion de
los RIN es protectora o patdgena para el huésped?. Todo de-
pendera de la interrelacién huésped parasito, porque los para-
sitos manipulando las citoquinas pueden mediar la Rl del hués-
ped. Un perfil Th2 suprime la produccion de 6xido nitrico. La
liberacion de los PES durante su fase de migracion por perito-
neo y comienzo de la penetracion en higado generaria en
macroéfagos peritoneales disminucion en la produccion de NO,
alteracion en la fagocitosis y en la capacidad presentadora de
antigenos, permitiendo al parasito evitar la RI contra él. Por otra
parte, el estudio de los PES en geles de poliacrilamida reveld
una composicién compleja con un rango de bandas compren-
dido entre 14 y 150 kDa. La separacién de las bandas en 4 frac-
ciones y su posterior ensayo en cultivos de Cmb demostraron
que la fraccion comprendida entre 12 y 24 kDa ejercieron una
accion supresora sobre la respuesta proliferativa a Con A, simi-
lar al efecto observado con los PES totales. Dentro de la frac-
cién supresora se identificaron dos bandas que demostraron
homologia con la glutatién transferasa de F hepética constituti-
va. La forma dimérica de estas proteinas suprimieron la respues-
ta proliferativa y la produccion de NO. En la actualidad estamos
estudiando la capacidad de diferentes antigenos del parasito,
totales y/o fraccionados para balancear la respuesta Thl - Th2
a favor del huésped, generando mecanismos de proteccion.

MR8. Respuesta inmune mediada por glicosilfosfati-
dilinositol (GPI) de Plasmodium falciparum sobre cé-
lulas NKT. HANSEN D Y SCHOFIELD L.

The Walter and Eliza Hall Institute of Medical Research,
Melbourne, Australia.

Las células NKT son una subpoblacion de linfocitos CD4*
o0 CD48, NK1* que presentan caracteristicas fenotipicas y fun-
cionales diferentes de los linfocitos T convencionales. Estas
células producen grandes cantidades de IL-4 e IFN-g cuando
son estimuladas inespecificamente con anticuerpos anti-CD3
o especificamente con ciertos glicolipidos en contexto de mo-
léculas CD1d que constituyen un nuevo linaje de moléculas

presentadoras de antigeno diferente de las moléculas del com-
plejo mayor de histocompatibilidad. Se ha descripto que los
glicosilfosfatidilinositoles (GPI) de distintos parasitos protozoos
son capaces de estimular la proliferacion de células NKT de
ratones previamente expuestos al parasito. En el presente tra-
bajo se estudié la capacidad del GPI de Plasmodium de esti-
mular la proliferacion y la produccién de citoquinas en células
NKT provenientes de animales naive. Esplenocitos de ratones
deficientes en moléculas del complejo mayor de histocompa-
tibilidad de clase Il (clase II”) naive o inmunizados con
esquizontes de P. falciparum fueron estimulados con GPI de
Plasmodium y se analiz6 el porcentaje de células NK1*,CD4*
y la produccién de IL-4 e IFN-gen los sobrenadantes de culti-
vo. Después de 3 dias de estimulacion, el GPI (10 nM) fue
capaz de estimular la proliferacion y la produccion de citoquinas
tanto en las células NKT de animales inmunes como en las de
animales naive, indicando que a diferencia de lo descripto para
linfocitos T convencionales, la presensibilizacién in vivo no es
un requisito para la estimulacion in vitro de esta poblacion ce-
lular. Este hecho sugiere que las células NKT podrian partici-
par en estadios tempranos durante la defensa contra infeccio-
nes, jugando un rol intermedio entre la inmunidad innata y la
adquirida. Sin embargo la funcion de esta poblacion celular in
vivo no ha sido completamente esclarecida. Se ha postulado
que las células NKT podrian estar involucradas en la regula-
cion del balance Th1/Th2 y en el control de enfermedades pro-
inflamatorias. Dado que el sindrome de malaria cerebral esta
mediado por una fuerte respuesta inflamatoria, estudiamos tam-
bién el rol de las células NKT en éste modelo experimental.
Para esto, se evalué la susceptibilidad a la infeccién con el
parasito Plasmodium berghei ANKA en ratones Balb/c (re-
sistentes) y ratones Balb/c deficientes en moléculas CD1d
(CD1"). Un grupo de ratones C57BI/6 (susceptibles) fue
incluido como control positivo de malaria cerebral. El 100 % de
estos animales mostraron sintomas clinicos y murieron entre
los dias 6 a 10 post-infeccion (p.i.) con niveles de parasitemia
inferiores al 10%. Los ratones Balb/c no desarrollaron malaria
cerebral y el 90% de los animales sobrevivieron después de 3
semanas de infeccion. En contraste los ratones Balb/c CD1"
mostraron sintomas de malaria cerebral y el 50% de los ani-
males murieron entre los dias 8 a 11 p.i. con niveles de
parasitemia comparables a los encontrados en los ratones
C57BI/6. Al dia 7 p.i los ratones Balb/c CD1" mostraron un
marcado aumento en el porcentaje de células CD4* produciendo
IFN-g (Th1) con respecto a los ratones Balb/c salvajes. Toma-
dos en conjunto estos resultados sugieren que durante la in-
feccion con P. berghei ANKA, las células NKT jugarian un rol
protectivo contra el desarrollo de la malaria cerebral, probable-
mente favoreciendo el desarrollo de respuestas Th2 capaces
de inhibir la respuesta inflamatoria causada durante la infec-
cion con el parasito. La capacidad del GPI de activar células
NKT abre la posibilidad de su uso en la inmunomodulaciéon de
esta poblacion celular hacia la obtencién de una respuesta
protectiva contra el sindrome de malaria cerebral.

Expresiones de moléculas en infecciones parasi-
tarias. ISOLA ED coordinadora

MR9. Estructura y funcién de la trans-sialidasa de
Trypanosoma cruzi. LEGUIZAMON MS! Y
CAMPETELLA O2.

‘Depto. de Microbiologia, Facultad de Medicina, UBA. 2Inst
de Investigaciones Biotecnol6gica, Univ. Nac. De San Mar-
tin. Argentina.
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T. cruzi requiere de epitopes sialilados para interaccionar
con la célula huésped. Sin embargo es incapaz de efectuar
sintesis de novo de &cido sidlico debiendo adquirirlo del me-
dio. Para ello expresa una actividad Unica de tripanosomas:
la trans-sialidasa (TS). Esta enzima es capaz de transferir di-
rectamente entre macromoléculas residuos sialil alfa (2-3) a
galactosas terminales unidas en beta. De esta manera el
tripomastigote queda capacitado para efectuar adhesion/inva-
sion de células de mamifero. La caracterizacion bioquimica
de los productos naturales y el clonado de los genes
codificantes, demostré que existen dos formas activas de la
TS: una expresada en tripomastigotes y otra en cultivos de
epimastigotes tardios (a punto de diferenciarse en tripo-
mastigotes). La forma presente en tripomastigotes se encuen-
tra anclada a su superficie por glicosilfosfatidilinositol lo que
permite su liberacién al medio, siendo detectada en sangre de
animales y pacientes infectados. La forma expresada en
epimastigotes posee anclaje integral de membrana. Estos
genes estan incluidos en una superfamilia conteniendo cen-
tenares de genes codificantes para proteinas estrechamente
relacionadas pero carecientes de actividad enzimatica
(Campetella et al. 1992). La TS de tripomastigotes tiene aso-
ciado en su extremo C-terminal una repeticién en tAndem al-
tamente inmunogénica conocida como SAPA (por “Shed Acute
Phase Antigen”). Recientemente se ha podido establecer que
estas repeticiones participan en la permanencia en sangre de
la TS (Buscaglia et al. 1998, 1999). En sueros de pacientes y
de animales sobrevivientes a la infeccién, se encuentran
anticuerpos neutralizantes de la actividad de TS y su detec-
cién ha permitido desarrollar un ensayo de diagndstico alta-
mente sensible (Leguizamén MS, et al 1994, 1997, 1998).
Algunas de las proteinas inactivas incluidas dentro de la fa-
milia de la TS son capaces de ligar galactosas terminales
unidas en beta, es decir, los aceptores naturales del residuo
de acido sialico transferido (Cremona ML et al, 1999). La ac-
tividad biologica de la TS en sangre esta en estudio pero se
ha comprobado su participacion en la induccion de apoptosis
en células del sistema inmune in vivo (Leguizamén MS et al,
1999). Para ello se requiere actividad enzimatica dado que las
moléculas enzimaticamente inactivas, aunque capaces de
interaccionar con galactosas terminales no inducen apoptosis
indicando que es necesaria la movilizacion de residuos de &ci-
do sialico. A partir de la estructura 3D de la sialidasa de T.
rangeli, la cual posee una homologia mayor al 80% con la TS,
se pudo establecer la interaccién de determinados residuos
aminoacidicos en la catélisis y se pudo modelar la distribu-
cion de epitopes identificados por bibliotecas combinatorias.

Buscaglia CA et al, J. Infect. Dis. 177: 431 (1998); Buscaglia
CA et al. Blood 93: 2025 (1999); Campetella O et al., Parasitol.
Today 8: 378 (1992).;Cremona ML et al, Glycobiology 9: 581
(1999);Leguizamén MS, et al, J. Infect. Dis. 170: 1570 (1994)

Leguizamén M.S et al. J. Infec. Dis. 175: 1272 (1997);
Leguizamén MS et al. Clin. Diagn. Lab. Immunol. 5: 254 (1998).;
Leguizamén MS et al. J. Infect. Dis. 180: 1398 (1999).

MR10. Cistein proteinasa en Trypanosoma cruzi. DUSCHAK
VG?, BARBOZA M}, COUTO A?, de LEDERKREMER RM?;
LAMMEL E3, de ISOLA ED®Y CAZZULO JJ.

YInst. de Invest. Biotecnol., UNSAM; 2Depto de Quim. Or-
ganica. Fac. Cs. Exactas. y Nat., UBA, °Depto de
Microbiol. Parasitol. € Inmunol. Fac. de Medicina, UBA.

Las cisteinas proteinasas (CPs) son las peptidasas mas
estudiadas y mejor caracterizadas en Tripanosomatidos. En
Trypanosoma cruzi, pertenecen a esta clase: a) cruzipaina, b)
otras CPs de membrana, c) cruzipaina2, d) una CP de 30 kDa,
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tipo catepsina B y e) una CP de alto peso molecular aparente
identificada en trypomastigotes metaciclicos. a) La cruzipaina,
cistein proteinasa principal del parasito, (Cazzulo. J. et al, 1997,
Biol. Chem., 378,1-10) se expresa como una mezcla compleja
de isoformas. La heterogeneidad en carga y tamafio aparente
encontrada en las preparaciones enzimaticas naturales se pue-
de atribuir: 1) a la expresion simultanea de diferentes genes, con
polimorfismos detectados fundamentalmente en el dominio C-
terminal (C-T) de la molécula, que se traducen en cambios de
residuos de aminoéacidos que alteran el punto isoeléctrico de
la molécula (Martinez, J. et al, 1998, FEMS Microbiol. Lett.,159,
35-39), Il) a la distinta composicion de los oligosacaridos que
ocupan los posibles sitios de N-glicosilacion de la molécula
(Parodi et. al, 1995, Mol. Biol. Par., 69, 247-255), y lIl) proba-
blemente a otras posibles modificaciones postraduccionales.
Hemos detectado la presencia de acido sialico como compo-
nente de las cadenas de oligosacaridos unidos a Asn de la
cruzipaina en el C-T. Esto sugiere que la enzima debe pasar
por la superficie, aunque sea de manera transitoria, dado que
los residuos de acido sidlico son agregados a los glicoproteinas
por la transialidasa en la superficie del parasito. También se
obtuvo evidencia de O-glicosilacion (cadenas cortas de
oligosacéridos unidos a residuos Ser y/o Thr), especificamen-
te en el C-T. A esto debe sumarse la presencia de isoformas
de membrana y de isoformas solubles que no se unen a
Concanavalina-A. Las Ultimas se purificaron por afinidad a co-
lumnas de Cystatin-Sepharosa, fueron reconocidas por el sue-
ro policlonal especifico anticruzipaina y presentaron un patrén
electroforético heterogéneo, y de peso molecular aparente si-
milar al de las isoformas que se unen a la lectina. Se verifico
que estéan glicosiladas, pero con diferente patrén que el de las
isoformas mayoritarias adsorbidas a Con-A. Ensayos prelimi-
nares indican que ambos grupos parecen tener diferente es-
pecificidad de sustrato. b) Isoformas de membrana: mediante
extraccion de parasitos con detergente Triton X-114 seguida de
particién en fases, identificamos CPs, tal vez isoformas de
cruzipaina en la fase detergente, con diferente patron
electroforético al de las formas hidrofilicas. Las mismas estan
presentes en las distintas formas de desarrollo del parasito y
reaccionan con el suero policlonal anticruzipaina. Estan con-
centradas en la fraccion microsomal obtenida por centrifugacion
diferencial, la cual consiste esencialmente de membrana
plasmatica y se marcan con derivados de biotina en condicio-
nes de marcacion exclusivamente de proteinas de superficie.
Son inhibidas por E-64, inhibidor irreversible y especifico de
CPs y se unen a columnas de afinidad de Cystatin-Sepharosa.
(Parussini et. al, Cell. Mol. Biol.,1998, 44, 513-519). c)
Cruzipaina 2: El gen que codifica para la cruzipaina 2 (Lima
et. al., Mol. Biol. Par., 1994, 67, 333-338) tiene 86% de
homologia con los genes ya secuenciados que codifican para
isoformas de la cruzipaina (llamada cruzipaina 1). Las diferen-
cias se ubican principalmente en el dominio catalitico, el cual
carece del primer sitio potencial de N-glicosilacion y presenta
reemplazos de aminoéacidos en los subsitios de unién a
sustrato, lo que avala la diferente especificidad de sustrato
encontrada entre ambas cruzipainas; carece también de la ul-
tima cisteina del C-T lo que podria determinar que tuviera un
puente disulfuro menos. d) Se identificod una CP minoritaria de
30 kDa con alta homologia con la catepsina B (Garcia et. al.,
1998, Mol. Biol. Par., 91, 263-272). Se clond y secuenci6 el gen
que la codifica, confirmando la homologia predicha y se infor-
mé recientemente su antigenicidad en Enfermedad de Chagas.
e) El andlisis de los sobrenadantes de cultivo de diferenciacion
de epimastigotes de T. cruzi, cepa RA, estimulados con ma-
cerado de intestino de Triatoma infestans mostréd, acompafian-
do a la cruzipaina, una nueva actividad gelatinolitica de peso
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molecular aparente entre 97-116 kDa, que seria una CP, pues
es sensible a E-64 y no se inhibe por Pepstatina-A ni o-
phenantrolina. No reacciona con el suero policlonal especifico
anticruzipaina, ni en condiciones desnaturalizantes ni en las de
los geles de actividad (sin reducir ni hervir), y seria una
glicoproteina con oligosacaridos de alta manosa, segun se in-
fiere de su comportamiento en columna de Con-A-Sepharosa.
Esta nueva actividad de CP se observé también en
sobrenadantes de cultivo de epimastigotes del clon CL Brener
obtenidos por diferenciacion espontanea, lo que sugiere que
su expresién y secrecién al medio seria un fendmeno general
gue acompafa a la metaciclogénesis.

MR11. Clonado molecular, secuenciacion y expresion de un
inhibidor de serin proteinasas de Toxoplasma gondii.
PSZENNY V!, ANGEL S!, PAULINO M?, LEDESMA B!,
YABO M3, GUARNERA E*, RUIZ A*' Y BONTEMPI E J*.

1INP ‘Dr. M. Fatala Chaben’, A.N.L.l.S./Malbran.? Catedra
de Quimica Cuantica, Fac. de Quimica, Universidad de la
Replblica, Montevideo, Uruguay. ®INPB, Servicio de
Bioterio de Experimentacion, A.N.L.I.S. /Malbran.

Toxoplasma gondii es un protozoo parasito intracelular obli-
gado, miembro del phylum Apicomplexa y estrechamente rela-
cionado a otros importantes parasitos como Plasmodium y
Eimeria. Infecta a alrededor del 50% de la poblacién mundial.
La etapa aguda de la infeccion se caracteriza por la disemina-
cion de la forma proliferativa del parasito, el taquizoito, mediante
divisiones intracelulares. Esta etapa es controlada por el sis-
tema inmunolégico a través de respuestas mediadas por cé-
lulas T y B. La infeccion progresa sin demasiadas complica-
ciones hacia la etapa crénica caracterizada por la persistencia
de parasitos enquistados (bradizoitos) en los tejidos del hués-
ped. Hay dos dramaticas excepciones a estos procesos: 1) la
reactivacion de parasitos enquistados, resultando en encefali-
tis severa o fatal en individuos inmunodeficientes, y 2) la in-
feccion transplacentaria que puede conducir a importantes
malformaciones neonatales o al aborto. Dentro del marco ge-
neral concerniente a la busqueda de antigenos del parasito de
interés diagndstico, protectivo y como potenciales blanco de
terapias especificas, el presente trabajo tiene como objeto la
caracterizacion y el estudio del rol biolégico de una proteina
de T. gondii con alta homologia con inhibidores de serin
proteinasas (serpin). En protozoos parasitos no se ha descripto
hasta la fecha la presencia de este tipo de proteinas inhibidoras.
Recientemente en nuestro laboratorio hemos aislado, median-
te el rastreo inmundlogico de una genoteca de cDNA de
taquizoitos de T. gondii construida en el fago | Zap, un clon
(TgPl), que codifica para un inhibidor Serpin perteneciente a la
familia Kazal. La familia de inhibidores Kazal es una de las mas
numerosas dentro de la superfamilia serpin. La estructura ba-
sica de este tipo de inhibidores consiste en uno o varios domi-
nios que interactlan con sus correspondientes proteasas. Cada
dominio contiene un residuo sitio reactivo rodeado por residuos
de cisteinas ubicadas en posiciones extremadamente conser-
vadas involucradas en tres puentes disulfuro intradominio. El
sitio reactivo y la geometria de esta region, establecida por la
relacién topolégica entre el sitio reactivo y los puentes disulfuro,
confiere especificidad de accion. El clon TgPI aislado fue com-
pletamente secuenciado y contiene un marco de lectura abier-
to de 882 pares de bases que codifica para una proteina de
294 aminoécidos, con una secuencia N-terminal de 23
aminoacidos con las caracteristicas de un péptido sefial y un
posible sitio de clivaje entre los aa 23 y 24. El peso molecular
tedrico de la proteina madura es de 31 kDa y su punto
isoeléctrico 4.86. La proteina despliega una homologia de se-

cuencia interna entre los residuos 30-66, 114-150, 181-217 y
247-283, indicando una estructura de cuatro dominios. Basa-
do en la secuencia de amino&cidos los cuatro dominios exhi-
ben homologia significativa con inhibidores de serin proteinasa
tipo Kazal. La mayor homologia fue encontrada con el inhibidor
de triptasa (LDTI) del gusano parasito Hirudo medicinalis .
(Sommerhoff et al., Biol. Chem. Hoppe-Seyler 375:685-694,
1994). Experimentos de Southern Blot de ADN gendmico total,
mostraron que el gen existe en copia Unica. Secuenciacion de
fragmentos de ADN genémico amplificados por PCR utilizan-
do oligonucleétidos disefiados a partir de la secuencia del cDNA
mostraron que el gen tiene aproximadamente 3000 pares de
bases y posee intrones. Para su expresion, un fragmento que
codifica para la proteina madura, amplificado por PCR a partir
del clon de cDNA TgPlI, fue subclonado en el plasmido de ex-
presiéon pQE30, el cual agrega 6 residuos de His en el extre-
mo N-terminal de la proteina. La proteina expresada fue purifi-
cada por cromatografia de afinidad utilizando una columna de
niquel y analizada por SDS-PAGE. Un inhibidor de proteasas
en Toxoplasma gondii podria estar implicado en la proteccion
al ataque de los jugos digestivos del huésped, evasion a la
respuesta inmune y/o autorregulacion de los mecanismos de
invasion que involucren serin proteinasas. La real funcién de
esta proteina esta siendo investigada.

Quimioterapia y marcadores de evolucion en
parasitosis. SOSA ESTANI S. coordinador

MR12. Criterium of serological cure in treated chronic
chagasic patients by chemiluminescentimmunoassay
using Trypanosoma cruzi trypomastigote mucins.
ALMEIDA ICY, PEREIRA-CHIOCCOLA VL2, PIOVEZAM
AG?, SILVA L.S3, VELAZQUEZ E*, FRAGATA AA?, SE-
GURA EL®, SOSA ESTANI S¢, TRAVASSOS L.R3.

‘Department of Parasitology, USP, Sdo Paulo; 2Laboratory
of Xenodiagnosis, Instituto Dante Pazzanese de
Cardiologia, S&o Paulo; 2Cell Biology Division, UNIFESP,
S&o Paulo; *INP Dr. Mario Fatala Chaben/ANLIS, Malbran;
SANLIS Dr. Carlos G. Malbran, *CeNDIE/ ANLIS Malbran.

The efficacy of chemotherapy in patients with Chagas’
disease has been the centre of much controversy.
Nevertheless, at present it is well accepted that the drug
benznidazole is very effective in the acute phase of the disease.
In the chronic phase, however, due to the absence of a clear
clinical evolution in the majority of patients, the follow-up of
treatment is based on serological tests that usually employ a
great variety of epimastigote antigens. Therefore, these complex
preparations lack specificity and are not adequate for an
accurate post-treatment monitoring. Here, we have evaluated
the efficacy of chemotherapy in two distinct panels of patients,
using a highly sensitive and specific chemiluminescent ELISA
(A&T CL-ELISA) (Almeida et al., Transfusion 37:850,1997),
which employs purified trypomastigote mucins as antigens
(Almeida et al., Biochem. J. 304:793,1994). This assay has
previously been used to successfully monitor the treatment in
children with chronic Chagas’ infection (Andrade et al., Lancet
348;1407,1996). The first panel consisted of 56 chronic adult
patients, diagnosed by conventional serology (IHA, IIF and
ELISA) and treated with benznidazole for 60 days (5 mg/Kg/
day). Before treatment and up to 10 years afterwards, 3-10
serum samples per patient were analysed by A&T CL-ELISA.
The majority (>95%) of the patients showed decreasing serum
titers for trypomastigote mucins according to an exponential
function: Y=Y_x 10 *, where Y is the titer in relative luminescent
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units (RLU); Y is the serum titer before treatment, according
to the exponential function; k is the constant for each patient’s
curve; tis the time in years. To estimate the time for negative
seroconversion, the Y value in the formula above is equivalent
to the cutoff value for the A&T CL-ELISA. Three groups
according to the negative correlation coeficient (r) of their

titration curves were identified: 1) -0.801 to -1.0 (n=31; 55.4%);

2) -0.601 to -0.8 (n=13; 23.2%); and 3) -0.001 to -0.6 (n=12;

21.4%). Only curves with a high negative r value (>0.6) were

used for a reliable prognosis of negative seroconversion, in

agreement with the exponential function. The time for
seroconversion is dependent on the titer at the beginning of
treatment (Y ) and the k value for each curve. At the end of the
follow-up, 14 patients of group 1 and 4 patients of group 2 were
considered negative for the A&T CL-ELISA, showing an avera-
ge time for negative seroconversion of 4.1+2.0 and 9.7+6.1
years, respectively. For 17 patients of group 1 with still positive

A&T CL-ELISA results, the average time for negative

seroconversion is estimated in 8.2 + 3.3 years. All 13 patients

of group 3 remained positive for the CL-ELISA at the end of the

follow-up. Also, three patients in this group showed very low k

values (£0.03) as they did not respond to the treatment. None

of the patients in groups 1 and 2 presented positive xenodiag-
nosis and/or hemoculture at the end of the follow-up. The
second panel consisted of children (6-12 years of age) with
chronic indeterminate phase of Chagas’ disease, submitted to
treatment with either benznidazole (5 mg/Kg/day; 60 days)

(n=44) or placebo (n=44), as previously described (Estani et al.,

Am. J. Trop. Med. Hyg. 59:526,1998). Serological titers for

trypomas-tigote mucins were evaluated before treatment and 12

and 48 months after the onset of chemotherapy. All patients

were positive for A&T CL-ELISA before the treatment. Forty-
eight months following the end of chemotherapy, 24 patients

(55%) in the benznidazole-treated group and 3 patients (7%) in

the placebo-treated group were negative for the A&T CL-ELISA.

All these patients were also negative for xenodiagnosis. Taken

these data together, we can conclude that the CL-ELISA using

trypomastigote mucins can successfully evaluate the efficacy
of benznidazole treatment in both chronic and acute Chagasic

patients. Furthermore, the A&T CL-ELISA may be used for a

reliable prognosis of the time required for serological cure in

patients with chronic Chagas’ disease. Supported by FAPESP
and ANLIS Malbran.

MR13. Utilizacion de la histona H3 de Leishmania como
antigeno especifico para el diagnéstico de
leishmaniosis humana. TARANTO NJ!, SEMBAJ A2,
SOTO M3, REQUENA JM3, ALONSO CA3, MORENO JM2,

lInst. de Investig. en Enfermedades Tropicales, UN de
Salta; 2Quimica Bioldgica, CEPIDEM, Fa. Cs.Médicas,
UNC; 3CBM “Severo Ochoa”, Espafia.

La leishmaniosis es una zoonosis causada por distintas
especies de protozoarios parasitos del genero Leishmania,
transmitida por dipteros flebotomineos del género Lutzonia. La
leishmaniosis tegumentaria americana es considerada en el
norte argentino una patologia endemo-epidémica de la selva
chaquefia y de areas de desmonte, constituyendo un importante
problema de salud publica, toda vez que se observan brotes
en nuevas regiones, sin antecedentes histéricos, como por
ejemplo la selva misionera. La enfermedad, fundamentalmente
cutanea, comienza con un eritema ocasionado por la picadura
del fleb6tomo infectado, que rapidamente se convierte en Ul-
cera. Esta se caracteriza por tener lecho granulomatoso con
bordes sobreelevados y violaceos. El tratamiento consiste en
la administracion, por via intramuscular, de antimoniales
pentavalente regulandose la dosis en mg/kg de peso corporal.
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El diagnéstico se realiza por frotis del borde de la lesion en
procura de visualizar, previa coloracion, amastigotes en
macréfagos histicos. Se emplea ademas cultivo en medio NNN,
de material obtenido por biopsia. En general los parasitos es-
tan presentes en escasa cantidad, en particular cuando la es-
pecie involucrada es L.brasiliensis, por lo que se hace dificul-
tosa su observacioén y diagnéstico. Un método de diagnéstico
complementario consiste en la Intradermoreaccién de
Montenegro gue evalla la respuesta inmunocelular tardia, me-
diante la inoculacién intradérmica de una suspensién de
promastigotes de Leishmania. Diferentes proteinas intracelu-
lares del paréasito (kinesinas, hsp70, proteinas &cidas
ribosomales) han sido descriptas como antigenos inmunodo-
minantes durante el curso de la infeccion. Sobre esta base, se
han desarrollado diferentes métodos serodiagnosticos para el
reconocimiento diferencial especifico de leishmaniosis: La sen-
sibilidad y especificidad de estos métodos depende del tipo
fuente y pureza del antigeno empleado, ya que muchos
antigenos presentan epitopes comunes con proteinas de otros
hemoparasitos. En canes infectados con L.(d) infantum se ob-
servo que el 81% de los sueros muestran reactividad frente a
la histona H3 del parasito y que existe una correlacién directa
entre el nivel de anticuerpos anti-histona y la progresién de la
enfermedad. En este trabajo se analizé el valor diagndstico del
antigeno H3 de Leishmania para el diagnéstico especifico de
leishmaniosis en humanos. En una primera etapa se aislo el
cDNA que codifica para la histona H3 de L.(d)Infantum; el mis-
mo fue clonado en el plasmido de expresion pQE con la finali-
dad de producir la proteina recombinante en E. coli. La protei-
na recombinante fue purificada mediante cromatografia de afi-
nidad utilizando columnas de niquel-agarosa. La presencia de
anticuerpos anti-H3 de Leishmania en sueros humanos se de-
termin6 por ELISA utilizando H3 recombinante como antigeno
y anti-lgG humana-peroxidasa como anticuerpo secundario. En
pacientes con leishmaniosis se determiné la carga parasitaria
en frotis del borde de la lesion, diametro de la herida, localiza-
cién y tiempo de evolucién. Estas variables no mostraron dife-
rencias significativas frente a la reactividad determinada por
ELISA. Las reactividades mas altas corresponden al grupo con
leishmaniosis (0,66 * 0,1), que se diferencia significativamente
de los sanos y chagasicos (0,33 £ 0,05y 0,35 + 0,04). (p<0,01).
Estos dltimos grupos no muestran diferencia entre si. Los re-
sultados indican que durante la infeccién con Leishmania hay
respuesta inmune-especifica en contra H3 del parasito. El suero
de pacientes con Chagas no muestra anticuerpos capaces de
reaccionar con el antigeno recombinante. Consideramos que
la histona H3 recombinante podria ser utilizada para
serodiagndstico de leishmaniosis, en especial, en areas endé-
micas para Chagas.

MR14. Evolucién clinicay serolégica en nifios en fase inde-
terminadade lainfeccion por Trypanosomacruzi, tra-
tados con Benznidazol. Seguimiento de 7 afios. SOSA
ESTANI S!, SEGURA EL?, CURA E3, VELAZQUEZ E*,
PRADO N*.

1CeNDIE/ANLIS-Malbran; 2ANLIS-Malbran; 3CNCC de Bio-
I6gicos/ANLIS-Malbran. 4INP «Dr. Mario Fatala Chabenx»/
ANLIS-Malbran; Secretaria de Salud, Ministerio de Salud
y Accién Social de la Nacion, Buenos Aires, Argentina.
Este trabajo fue financiado por el Ministerio de Salud y
Accion Social de la Nacion y el TDR/OMS.

Introduccién: En un trabajo previo demostramos, a través
de un ensayo clinico controlado a doble ciego, la eficacia del
tratamiento con Benznidazol (Bz) contra la infeccion por T. cruzi
en un seguimiento de 48 meses (Sosa Estani S et al, Am J Trop
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Med Hyg, 59(6):526-529, 1998). Basados en los resultados,
consideramos relevante evaluar, a través de estudios
seroldgicos y parasitolégicos, si los resultados son consisten-
tes 84 meses después de realizado el tratamiento. -Objetivos:
1-Evaluar en nifios entre 6 y 12 afios de edad en fase Indeter-
minada de la infeccién por T. cruzi, el efecto del Benznidazol
dado a 6 mg/Kg./dia, en 2 tomas, durante 60 dias, 84 meses
después de tratados. 2- Evaluar la presencia de cambios clini-
cos y electrocardiogréaficos en la misma poblacién. -Metodolo-
gia : El area en el norte de Salta, localizada al noroeste de Ar-
gentina, esta bajo un continuo sistema de vigilancia del vector
desde 1982. Sesenta y siete personas fueron evaluadas con
edades entre 13 y 19 afios en 1998. El efecto del tratamiento
fue evaluado con 3 técnicas serologicas, con antigeno(Ag.)
total, antes y después del tratamiento; y en repeticiones a los
3, 6,12, 18, 24, 48 y 84 meses. Las técnicas seroldgicas fue-
ron hemoaglutinacion indirecta (HAI), inmunofluorescencia in-
directa (IFl), ensayo inmuno-enzimético (EIA-ANLIS) y EIA con
un antigeno recombinante, F29 (Ag F29). Se realiz6
xenodiagnéstico al final del seguimiento. Los nifios que recibie-
ron placebo en 1991 debian ser tratados con Benznidazol al
final del seguimiento de 48 meses. De los 33 nifios que fueron
encontrados en 1998, solamente 13 habian respondido a la
convocatoria para recibir el tratamiento. En 1998 fueron clasi-
ficados de acuerdo al antecedente del tratamiento con Bz al
momento de la evaluacion, en: Pacientes tratados con Bz en
1991 (TBz91=34), Pacientes tratados con placebo en 1991, sin
tratamiento con Bz en 1998 (TP=20) y Pacientes tratados con
placebo en 1991 y tratados con Bz en 1997 (TBz97=13) - Re-
sultados: El examen clinico no mostré antecedentes patolégi-
cos serios para los sistemas cardiovascular, digestivo,
neurolégico y locomotor. En el analisis serolégico, a los 84
meses de seguimiento la media del log, de los titulos entre TP
y TBz97 no fue diferente estadisticamente, por lo que se ana-
liz6 como un solo grupo. Durante el seguimiento, se obser-
v6 una disminucion significativa de los titulos de HAI e IFI, y
Densidad Optica (OD) de EIA-ANLIS medidos en los TBz91,
siendo mas pronunciada al final del seguimiento (Tabla). Ta-
bla: Seguimiento serolégico en nifios tratados con Benznidazol
o placebo. 84 meses de seguimiento. Salta, Argentina, 1991-
1998.

Entre los TP y TBz97 hubo un discreto cambio en la media
a los 84 meses. La EIA-ANLIS mostré una disminucion signifi-
cativa de la D.O. a los 84 meses. La frecuencia de casos con
2 0 3 pruebas con resultados «no reactivos» fue mayor en los
TBz91 (51.5%) que en los TBz97 (15.4%) y los TP (5.5%). El
porcentaje de pacientes con 3 pruebas «no reactivas fue 24.2%
en los TBz91significativamente mayor al 11% observado a los
48 meses, y 0% entre los TBz97 y TP. En el andlisis usando
EIA con Ag. F29 se observ6 una disminucion significativa de
la D.O. en todos los grupos. Aunque a los 84 meses la media
de D.O fue significativamente menor en los TBz91
(0.163+0.087) que en TBz97 (0.236+0.135) y TP (0.223+0.106).
Los xenodiagndstico realizados resultaron positivos en 50%,
7.6% y 3.% en los TP, TBz97 y TBz91 (p<0.001), respectiva-
mente. Se tomaron las providencias para que los pacientes que
aun estaban sin tratamiento con Bz en 1998 lo recibieran. -
Conclusiones : El tratamiento con Bz en nifios entre 6 y 12 afios
de edad, no mostré secuelas clinicas a los 7 afios de segui-
miento.- No se observaron cambios significativos en el elec-
trocardiograma en cualquiera de los grupos.- El tratamiento
demostro ser efectivos a través de los diferentes indicadores:-
24.2% de seroconversion después del tratamiento entre los
TBz91 y 0% entre los TP y TBz97.-La disminucion significati-
va de los titulos entre los TBz91 se observé a partir del tercer

mes postratamiento, mientras que entre los TP/TBz97 se ob-
servd solamente a los 84 meses. - La disminucion de la
reactividad usando Ag. F29 fue mayor entre los TBz91 que en
los TP/TBz97. - La parasitemia, fue significativamente mayor
entre los TP que en los TBz91/TBz97.-Los parametros de eva-
luacion de la eficacia por serologia tienen resultados variables,
y dependen de la edad del paciente al recibir el tratamiento y
el tiempo transcurrido hasta la evaluacion.La ausencia de
anticuerpos o resultados negativos entre los TP podria deber-
se a que:-Para establecer una infeccién por T. cruzi a largo
plazo, serian necesarias frecuentes picadas infectantes. En
otras palabras, la ocurrencia de la transmision como evento
Unico y asilado puede generar una resistencia natural a lo lar-
go del tiempo (cura espontanea), en ausencia de nuevas ex-
posiciones a picadas infectantes. Esto estaria relacionado a la
vigilancia entomoldgica continua que se ejerce en el area. Es-
tos resultados muestras una vez mas el impacto de las accio-
nes del control y vigilancia del vector, con la posibilidad de la
cura espontanea en nifios recientemente infectados y viviendo
(durante mas de 7 afios) en residencias bajo vigilancia ento-
molégica.
MR15. Utilidad clinicade s-VCAM-1y s-P-Selectinaen laeva-
luacion de nifios chagéasicos tratados con
benznidazole. LAUCELLAS.

Instituto Nacional de Parasitologia «Dr. Mario Fatala
Chaben»/ ANLIS Malbran Buenos Aires.

En los dltimos afios diversa evidencia ha demostrado que
el tratamiento especifico contra el Trypanosoma cruzi previe-
ne la progresion hacia la patologia cardiaca asociada a la en-
fermedad de Chagas (Viotti, 1994). El tratamiento con
benznidazole esta indicado en la etapa aguda de la infeccion y
en la infeccién crénica reciente (Sgambatti, 1996; Sosa Estani,
1998). Sin embargo, la evaluacion del tratamiento es alin com-
plicada ya que la mayoria de los pacientes presentan serologia
convencional positiva por largo tiempo. La respuesta inmune,
asociada con mecanismos protectores y patogénicos en la in-
feccién con el T. cruzi, es altamente regulada por la expresién
de distintas moléculas de adhesién celular (MACs). En un tra-
bajo anterior hemos demostrado que existe una expresion di-
ferencial de MACs, involucradas en la extravasacion de
leucocitos hacia los sitios de inflamacién, durante las etapas
aguda y cronica de la infeccién (Laucella, 1996). Los niveles
de la molécula de adhesioén vascular 1 soluble (s-VCAM-1) y
la selectina plaguetaria soluble (s-P-selectina) se evaluaron en
el suero de nifios en fase indeterminada de la enfermedad de
Chagas. Asimismo, se evalud el efecto del tratamiento con
benznidazol sobre los niveles de dichas moléculas (Laucella,
1999 en prensa). Cuarenta y un nifios chagasicos fueron se-
leccionados entre 106 nifios provenientes de area endémica de
nuestro pais tratados con benznidazol (Sosa Estani, 1998). Los
niveles de s-VCAM-1 y s-P-selectina se determinaron antes (dia
0) y al final del tratamiento (dia 60) con benznidazol (n=23) o
placebo (n=15). Los niveles de s-VCAM-1 y s-P-selectina se
encontraron aumentados durante la fase indeterminada de la
infeccién con el T. cruzi antes del tratamiento especifico. Sin
embargo, un pequefio grupo de pacientes presenté niveles
comparables a los controles no infectados sugiriendo diferen-
cias en el grado de activacion del sistema inmune entre estos
pacientes. Una correlacién positiva se observo entre s-VCAM-
1y s-P-selectina demostrando que su regulacién in vivo es
en cierta medida coordinada. Esto se debe probablemente a la
existencia de un perfil de citoquinas inflamatorias inductoras de
MACs similar en cada paciente asi como por la observacion
de que algunas citoquinas inducen la expresion de ambas
moléculas. Los niveles de s-VCAM-1y s-P-selectina disminu-



18

Grupo Control HA- IFI- EIA-
meses ANLIS () ANLIS ()  ANLIS(*)
TBz O, 7.98 7.05 0.467
91 n=51 (1.82) (1.12) (0.099)
48, 5.93 5.65 0.343
n=44 (2.11)2 (2.18)2 (0.094)2
84, 4.55 3.75 0.189
n=34 (2.91)2 (2.91)2 (0.102)2
TP/ 0, 8.00 6.80 0.472
TBz n=50 (1.16) (1.22) (.095)
97 48, 7.47 6.97 0.501
n=44 (0.95) (1.39) (0.115)
84, 7.12 6.09 0.310
n=33 (2.67) (1.64)2* (0.113)2

Referencia:* p<0.01,2p<0.00,() media del log, (*)media de
D.O

yeron significativamente al dia 60 de tratamiento con
benznidazol en contraposicion a lo observado en el grupo
placebo. 67% de los nifios chagasicos con niveles basales de
s-P-selectina por encima del cut-off, mostraron niveles compa-
rables a los controles no infectados al final del tratamiento con
benznidazol, mientras que el 41% present6 niveles de s-VCAM-
1 comparables a los nifios no infectados.Contrariamente, no se
observaron variaciones en los niveles de estas moléculas en
los nifios chagasicos que presentaban valores basales por
debajo del cut-off, ya sea luego del tratamiento con benznidazol
o placebo. Las variaciones en los niveles iniciales de estos
MAC y su monitoreo en los pacientes chagasicos en fase in-
determinada, permitiria distinguir poblaciones de pacientes con
diferente grado de sensibilidad a la terapia especifica. Nues-
tros resultados corroboran que los niveles de s-VCAM-1y s-
P-selectina se encuentran aumentados como consecuencia de
la infeccion con el Trypanosoma cruzi. y sugieren que s-P-
selectina seria un marcador temprano de “clearance parasita-
rio”. Queda por esclarecer si s-P-selectina pudiese ser un
marcador temprano de eficacia terapéutica. Financiacion: Mi-
nisterio de Salud y Accién Social, FONCYT, CONICET.

Patogenia en parasitosis. POSTAN M. coordinadora

MR16. Remodelacion miocéardica durante lainfeccién experi-
mental por Trypanosoma cruzi. ARNAIZ MR.

INP "Dr. Mario Fatala Chaben” /ANLIS Malbran Paseo Co-
I6n 568. Buenos Aires.

Introduccién: La cardiopatia chagéasica se caracteriza por la
presencia de miocarditis con necrosis de fibras musculares
cardiacas, nidos parasitarios e infiltrados inflamatorios. Este
proceso es reemplazado por fibrosis con engrosamiento de las
paredes y dilatacion de las cavidades, constituyendo una car-
diopatia dilatada (Laranja et al., 1956, Rosenbaum MB., 1964).
Tradicionalmente se ha tenido el concepto de que el aumento
de tamafio del corazén se realizaba solamente a expensas de
un aumento del tamafio de las células musculares cardiacas
(hipertrofia). Sin embargo se ha descripto recientemente la
capacidad de las células musculares cardiacas de proliferar
(hiperplasia, Liu et al., 1995, Quaini et al., 1994). Siempre se
ha atribuido al compartimento intersticial, la funcién de respon-
der ante situaciones de estrés del miocardio, a través, de la
replicacion de sus células o bien de la sintesis de colageno.

MEDICINA - Volumen 59 - Supl 11l, 1999

La actividad proliferativa de las células musculares cardiacas
e intersticiales se determiné utilizando un anticuerpo monoclonal
de proliferacion nuclear anti-PCNA, indispensable para la du-
plicacién de las cadenas de ADN y para la replicacion celular.
Nosotros hemos utilizado ratas para nuestro trabajo porque las
ratas reproducen la cardiopatia chagasica del humano y por-
que la mayoria de los estudios sobre remodelacion miocardica
fueron llevados a cabo en sistemas experimentales de ratas y
perros. Materiales y métodos: Ratas Wistar de 4 a 6 semanas
de edad fueron infectadas intraperitonealmente con 108 para-
sitos de trypomastigotes del clon SylvioX-10/4. En diferentes
momentos de la infeccién los animales fueron, sacrificados por
dislocacion cervical, se les disec6 el corazén y se hicieron
cortes transversales seriados de las paredes ventriculares. Los
cortes fueron fijados en formol buffer y luego procesados
rutinariamente, para técnicas de hematoxilina-eosina y de
Inmunohisto-quimica con peroxidasa contrastada con PAS. Se
cuantificaron los nucleos PCNA+ de las células musculares
cardiacas e intersticiales y el nimero de nucleos/area, en cua-
tro focos inflamatorios y cuatro focos no inflamatorios de cada
una de las paredes cardiacas, utilizando una grilla colocada en
el ocular del microscopio que comprende una superficie de
0.062 p (X850). Se evaluaron en el mismo sistema experimen-
tal parametros de hipertrofia celular como la determinacion del
ndmero de nucleos/volumen de miocardio (Anversa et al., 1984,
1986b, Loud et al., 1978) y area nuclear (Arbustini et al., 1992).
Se midieron los diametros transversales y longitudinales de los
ndcleos con una regla micrometrada de 100 p colocada en el
ocular del microscopio (1200X). Se analizaron los datos con el
método de andlisis de varianza ANOVA de los datos con
homogeneizacion de la muestra.

Conclusiones: En la miocarditis chagasica experimental hay
aumento de la actividad proliferativa de las células miocardicas
e intersticiales, preferentemente en relacién a los focos
inflamatorios. El proceso de fibrosis también est4 relacionado
con la inflamacion y aumento de la actividad proliferativa. El
namero de nucleos/volumen fue menor en los focos inflama-
torios y el area nuclear presenté valores mas bajos en los fo-
cos inflamatorios que en los no inflamatorios, sugiriendo
hipotrofia celular. Como conclusién de estos resultados se pue-
de inferir que la hipertrofia y la hiperplasia intervienen en el
proceso de remodelacién del miocardio
MR17. Modulacién en laexpresion de ligandos de moléculas

de adhesion celular en laenfermedad de Chagas cré-
nica. LAUCELLA SA.

INP “Dr. Mario Fatala Chaben”/ANLIS Malbran Av. Paseo
Colén 568, 1063 Buenos Aires.

La consecuencia patoldgica méas importante de la infeccion
por Trypanosoma cruzi es el desarrollo de cardiomiopatia en
la fase crénica de la infeccion (Laranja et. al. 1956). Si bien la
patogénesis de la enfermedad de Chagas no se ha aclarado
en su totalidad, diversa evidencia muestra la participacion de
la respuesta inmune (Petry & Eisen 1989, Higuchi et. al. 1993).

El funcionamiento del sistema inmune depende de la expre-
sion coordinada de diversas moléculas de adhesion celular. Asi,
el reclutamiento de leucocitos hacia los sitios de inflamacion
involucra una serie de eventos consecutivos en los que distin-
tas moléculas de adhesion celular, citoquinas y quimioquinas
actian en forma regulada dirigiendo los leucocitos desde el
lumen vascular y a través del endotelio hacia el estimulo infla-
matorio. Sin embargo una desregulacién en este proceso re-
sultaria perjudicial para el huésped (Wahl et.al. 1996). En un
trabajo previo (Laucella et. al. 1996) hemos demostrado que los
niveles de s-P-selectina (selectina plaquetaria soluble) y s-
VCAM-1 (molécula de adhesion vascular-1 soluble),- expresa-
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das en plaquetas y/o células endoteliales activadas, respecti-
vamente -, estan aumentados en el suero de pacientes chaga-
sicos crénicos. s-P-Selectina se asocio con el grado de com-
promiso clinico de los pacientes. Recientemente, hemos deter-
minado la expresion de alpha-4 integrinas (CD49d) y sialyl lewis
X (Sle®), - ligandos de VCAM-1 y P-Selectina respectivamente
-, en linfocitos periféricos de pacientes chagasicos crénicos con
diferente severidad de la enfermedad. Los pacientes chagési-
cos con compromiso cardiaco leve mostraron una disminucion
en el porcentaje de células CD49d* en comparacion al encon-
trado en pacientes con compromiso cardiaco severo o contro-
les no infectados. La expresién de CD49d disminuye tanto en
células CD3* como CD3. La observacion de que existe una
modulacion de a4bl y a4b7 integrinas durante la activacion de
células T y B (Herndndez-Casalles et. al. 1996, Postigo et. al.
1991) sugiere que la disminucién de células CD49d* tendria
consecuencias importantes en la activacion y migracion de
linfocitos. Contrariamente, los linfocitos de pacientes chagasi-
cos con compromiso cardiaco severo presentaron una dismi-
nucion en la expresion de Sle*. La asociacion entre niveles
aumentados de s-P-selectina con una disminucién en la expre-
si6n de su ligando sugiere un rol importante de la via P-selectina
/Sle*en el desarrollo de dafio tisular ya que la expresion de Sle
es modulada luego de la unién a su ligando (Munro et. al. 1992).
Asimismo, los niveles de s-PECAM-1 (molécula de adhesién
endotelio-plaqueta-1 soluble) - molécula que participa en la eta-
pa final de la migracién de leucocitos- estdn aumentados du-
rante la fase crénica de la enfermedad mientras que los nive-
les de s-MCP-1 (molécula quimiotactica para monocitos-1 so-
luble) no se vieron alterados. Los niveles més elevados de s-
PECAM-1 se observaron en los pacientes en estadio méas avan-
zado de la enfermedad. En sintesis, los pacientes chagasicos
cronicos con diferente compromiso clinico presentan una ex-
presion diferencial de los ligandos celulares de P-Selectina y
VCAM-1 asi como niveles alterados de moléculas de adhesién
celular circulantes. La presencia de distintos mecanismos de
interaccién célula - célula, asi también como célula - matriz
extracelular, podrian tener un rol importante en el desarrollo de
las lesiones inflamatorias progresivas caracteristicas de la en-
fermedad de Chagas. Financiacién: Ministerio de Salud y Ac-
cion Social, FONCYT, CONICET.

MR18. Mecanismo de modulaciéon de granulomas en la

esquistosomiosis experimental. MIRKIN GA,

Depto de Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia, Fac
de Medicina. UBA.

La infeccién humana y de diversos mamiferos, utilizados
como modelos experimentales, por parasitos de la especie
Schistosoma mansoni se caracteriza por el desarrollo de
granulomas periovales en las paredes del intestino grueso, hi-
gado y, excepcionalmente, en el bazo. Estos estan constitui-
dos por un core, el huevo, rodeado por macréfagos, células
gigantes, leucocitos eosindfilos, plasmocitos y linfocitos T CD4.
Si bien hay un consenso generalizado en cuanto al papel que
los linfocitos T CD4 juegan en la formacion de los granulomas,
existen opiniones divergentes con relacion al papel que tienen
los linfocitos Th1 (productores de IL-2 e IFN-g) y Th2 (produc-
tores de IL-4, IL-5 e IL-10), en las etapas de induccién y man-
tenimiento de dichas estructuras (1). Otro de los aspectos cen-
trales, con relacion a la dinamica de formacion de granulomas,
es el fenébmeno de modulacion que se observa durante la fase
cronica de la infeccién. En esta etapa, los granulomas que se
forman de novo desarrollan un menor tamafio que los forma-
dos durante la etapa aguda, aln considerando idénticos tiem-
pos de evolucién. Uno de los factores esenciales asociados a
este fendmeno es la produccién de IL-10 (2). Esta citocina,

producida tanto por linfocitos Th-2 como por macréfagos en los
granulomas, modula negativamente la expresién de moléculas
de coestimulacién CD80 (B7.1) y CD86 (B7.2), necesarias para
inducir la activacion de linfocitos T CD4 naive y de memoria
(3). Las manifestaciones clinicas que resultan de la formacion
de los granulomas en el colon e higado encuadran la enferme-
dad dentro de tres categorias, esquistosomiasis intestinal, he-
patica y hepato-esplénica, relacionadas con el compromiso
organico. En ese orden también, se acentuan las consecuen-
cias patologicas de la infeccién. Las manifestaciones clinicas
parecen estar asociadas, al menos en parte, a la expresion de
ciertos haplotipos del MHC en el hombre y el ratén (4). En este
modelo experimental, las lineas de ratones que expresan el
haplotipo H-2% (por ejemplo, CBA/J, CBA), desarrollan
granulomas de gran tamario, que resultan extensas areas de
fibrosis durante la fase crénica. Ademas, se observa frecuen-
temente la presencia de granulomas esplénicos. Por el contra-
rio, los ratones que expresan H-2° (por ejemplo, C57BL/6, B6),
desarrollan granulomas pequefios, que resulta en una fibrosis
leve durante la etapa cronica de la infeccion. En este marco
quisimos evaluar el papel que la apoptosis de los linfocitos T
CD4, tiene en la expresion de las diferencias observadas en la
modulacion de los granulomas desarrollados en ratones CBA
y B6. Nuestra hipétesis era que los primeros debian presentar
menores niveles de apoptosis con relaciéon a los segundos,
dando lugar a granulomas de mayor tamafio.El analisis median-
te citometria empleando la técnica de TUNEL, de linfocitos T
CD4 obtenidos de ganglios mesentéricos, no demostro diferen-
cias significativas entre lineas de ratones. La situacion fue dis-
tinta cuando se analizaron los linfocitos T CD4 obtenidos de
granulomas. Los ratones B6 mostraron niveles significativa-
mente mayores de apoptosis con relacion a los ratones CBA.
Esto indicaria que durante la fase crénica de la infeccion ex-
perimental por S. mansoni, la apoptosis no esta asociada a la
induccion de la respuesta inmune, fenédmeno que ocurre en los
ganglios linfaticos, sino a la etapa efectora, que se manifiesta
en los granulomas. Estos resultados nos orientaron a pensar
gue la apoptosis podia ser consecuencia de un mecanismo de
muerte celular inducida por activacién (AICD) o por privacion
de IL-2 de las células de memoria o efectoras en el granuloma.
Para investigar esto evaluamos, en primer lugar, los niveles de
expresion del receptor para IL-2, analizando la expresion de
CD25. Al igual que lo observado para la apoptosis, no se de-
tectaron diferencias significativas en la expresion de esta mo-
lécula en los ganglios regionales. Por el contrario en los
granulomas se observé mayor frecuencia de células T CD4
expresando este marcador en los ratones CBA, en compara-
cion con los ratones B6. En esos Ultimos, ademas, un porcen-
taje pequefio de las células presentaba niveles elevados de
expresion del receptor (mayor intensidad media de fluorescen-
cia, mfi). La expresion elevada de este receptor en ausencia
de IL-2 en el medio celular, también es un factor conducente a
la apoptosis. La apoptosis elevada y la escasa proporcion de
células que expresaba IL-2R (es decir, activadas) en los rato-
nes B6 se vio también reflejada en la menor capacidad de los
linfocitos T CD4 de granuloma, para proliferar en respuesta al
Ag especifico (SEA, «soluble egg antigen») e IL-2, en compa-
racion con los linfocitos T CD4 de ratones CBA. Estos resulta-
dos mostraron que los linfocitos T CD4 de los ratones B6 eran
incapaces de responder a IL-2 exdgena. Esta incapacidad se
correlaciona con la baja proporcién de linfocitos que expresan
el receptor para esta citocina. La funcion efectora de los
linfocitos Thly Th2 de los granulomas se evalué mediante el
anélisis de la produccion de IL-2, IFN-g, IL-5 e IL-10, mediante
ELISA en sobrenadantes de cultivo. En ambas lineas de rato-
nes se observo predominio de citocinas Th2, caracteristico de
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la fase cronica. Ademas, los ratones B6 produjeron cantidades
significativamente menores de todas las citocinas, en compa-
racion con los ratones CBA, siendo los niveles de IL-2 los méas
bajos. Estos datos indican que no solamente esta alterada la
capacidad de los ratones B6 de responder a IL-2 exdgena, sino
de producirla. Como resultado de esto, se verian afectadas la
capacidad de sostén autocrino y paracrino de la proliferacion,
inducida por IL-2. Previamente se habia comunicado mayor
susceptibilidad a la apoptosis en lineas y clones de linfocitos
Th1 que en Th2 (5). Dado que los resultados de produccion de
citocinas nos orientaban a pensar que la esquistosomiasis no
escapaba a este paradigma, decidimos evaluar mediante
citometria de flujo la proporcién de células apoptéticas produc-
toras de citocinas Thl (IFN-ge IL-2 y Th2 (IL-5 e IL-10). Si bien
el andlisis volvié a demostrar un mayor porcentaje de linfocitos
T CD4 apoptéticos en los granulomas de ratones B6 compara-
dos con los de CBA, no se observaron diferencias en la pro-
porcion de células apoptéticas en las subpoblaciones Thl y
Th2. Estos resultados sugieren que las diferencias observadas
previamente, dependen del establecimiento de lineas o clones
de linfocitos T, pero no son necesariamente operativos ex vivo
o0 in vivo. Como conclusién, estos estudios muestran que: Las
diferencias clinico - patolégicas en la esquistosomiasis experi-
mental estan relacionadas con diferencias en la susceptibilidad
a la apoptosis de los linfocitos T CD4 de los ratones B6 y CBA
Dicha susceptibilidad parece asociada a las diferencias en la
capacidad de produccion de, y respuesta a IL-2. No hay dife-
rencias de susceptibilidad a la apoptosis en células Thly Th2,
en las dos lineas de ratones estudiadas. Esto sugiere que el
sesgo de la respuesta Thl a Th2 que se observa en las infec-
ciones agudas y cronicas no esta relacionado con apoptosis
diferencial de células Thl.Bibliografia (1)J. Immunol., 147: 3921,
1991; J. Immunol., 150: 1413, 1993; Exp. Parasitol., 90:122,
1998; J.Immunol., 160:1850, 1998. (2)J.Immunol, 145: 2697,
1990; J. Immunol., 153: 5190, 1994; J. Immunol., 156: 3315,
1996 (3) Curr. Opin. Immunol., 5:361, 1993; Ann. Rev.
Immunol., 14: 233, 1996. (4) J. Immunol., 123: 1829, 1979; Am.
J. Trop. Med. Hyg., 37: 85, 1987. (5)Int. Immunol., 6: 1545,
1994; PNAS, 94: 5778, 1997; J. Exp. Med., 185: 1837, 1997.

Patologias asociadas a la inmunosupresion.
LIEN K. coordinador

MR19. Aplicacion de técnicas moleculares al diagnéstico de
las infecciones por protozoarios oportunistas.
CARNEVALES.

Dpto. de Parasitologia Sanitaria de INP "Dr. Mario Fatala
Chaben” ANLIS/Malbran.

Los protozoarios reconocidos como patégenos importantes
que afectan a pacientes con SIDA incluyen: Cryptosporidium
sp., Isospora belli, Cyclospora cayetanensis, Microsporidios,
Trypanosoma cruzi, Leishmania sp. y Toxoplasma gondii. Di-
ferentes técnicas de biologia molecular han sido aplicadas al
diagnostico de estos protozoarios en muestras biologicas y
ambientales, que incluyen métodos de hibridacién molecular y
amplificacion génica mediante PCR. Los elementos del genoma
que se han estudiado con estos fines involucran, para los pa-
rasitos entéricos, los genes del rRNA y sus correspondientes
espaciadores intergénicos. En T. cruzi y Leishmania sp., ha sido
empleado, con preferencia, el DNA del kinetoplasto. En T.
gondii, se han utilizado para el diagnéstico secuencias del gen
B1, P30, ribosomales y repetitivas. Se ha desarrollado un test
de nested-PCR para deteccion de Cyclospora que amplifica la
region del 18S rRNA, pero el amplicén generado tiene el mis-
mo tamafo molecular que en Eimeria. La posibilidad de dife-
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renciar el producto de amplificacién tiene importancia en mues-
tras ambientales y alimenticias, para lo cual se ha empleado
RFLP. Diferentes protocolos de nested-PCR y AP-PCR han
sido desarrollados para la diferenciacion de aislamientos y de-
teccion de Cryptosporidium sp. en muestras fecales y ambien-
tales. Se ha empleado como secuencia blanco, entre otras, el
gen del 18S rRNA. No se han descripto aun técnicas mole-
culares para diagnéstico de Isospora belli. En los micros-
poridios, la caracterizacién del genoma se ha focalizado prin-
cipalmente en el gen de la ss rRNA. Esta secuencia ha sido
empleada para diagnéstico y estudios taxonémicos, involu-
crando técnicas de PCR, RFLP, Southern blot y secuenciacion.
Ha sido disefiado un gran nimero de primers y sondas dirigi-
dos contra diferentes especies de microsporidios, incluyendo
algunos de caracter genérico. Nuestro desarrollo en diagnosti-
co molecular se enfoca principalmente a microsporidiosis
entérica causada por Enterocytozoon bieneusi y Ence-
phalitozoon intestinalis. Hemos aplicado la técnica de PCR en
biopsias duodenales frescas, aspirados duodenales y materia
fecal, empleando primers que amplifican el Gnico espaciador
intergénico transcripto (ITS) de los genes del rRNA de E.
bieneusi. Esta regién fue utilizada posteriormente por otros in-
vestigadores para identificar cepas de esta especie. También
empleamos PCR, con un protocolo modificado de doble ampli-
ficacion, para el diagnéstico en heces colectadas en diferen-
tes soluciones conservadoras y guardadas en discos de papel
de filtro. Otra aplicacion de la amplificacién génica se efectu6
utilizando primers complementarios al gen de la ss rRNA y
muestras de biopsias duodenales fijadas e incluidas en parafi-
na, en un estudio retrospectivo sobre material de archivo. Se
emplearon tres protocolos que incluyeron: PCR simple, doble
PCR y nested-PCR. También hemos desarrollado la técnica de
hibridizacion in situ sobre cortes histolégicos, utilizando como
sonda un oligonucledtido sintético biotinilado complementario al
ITS de E. bieneusi. La aplicacion de estos métodos nos per-
miti6 identificar, en estudio prospectivo a partir de un grupo de
118 pacientes HIV positivos con diarrea crénica, 11 casos de
microsporidiosis por E. bieneusi y, en el estudio retrospectivo
que incluy6 98 pacientes, 8 casos de infeccion por E. bieneusi
y un caso de infeccién mixta por E. bieneusi y E. intestinalis.
Con respecto a infeccién por T. cruzi, hemos determinado la
presencia de DNA parasitario en biopsias duodenales de pa-
cientes con SIDA con estructuras compatibles con amastigotes,
empleando la técnica de PCR con primers especificos que
amplifican un fragmento de DNA del kinetoplasto. La aplicacion
de técnicas de diagnéstico molecular para protozoarios opor-
tunistas requiere de una cuidadosa seleccion de primers y son-
das, con el fin de realizar la deteccion e identificacion de es-
pecie de los organismos en las muestras de estudio. La poten-
cialidad de la técnica de PCR para identificar los paréasitos en
muestras adquiridas mediante métodos no invasivos o0 en ma-
terial de archivo, hace de este método una opcién diagndstica
de gran interés.

MR20. Infecciones fangicas oportunistas. DAVEL G.
Dpto. de Micologia del INEI/ANLIS Malbréan.

La incidencia de las infecciones flngicas oportunistas ha
aumentado en los Gltimos afios de forma alarmante y hoy en
dia son una importante causa de morbimortalidad. Este aumen-
to en el nimero y gravedad de estas infecciones ha venido
aparejado a la aparicion de nuevas tecnologias y procedimien-
tos invasivos desarrollados para curar o aumentar la sobrevida
de neonatos de bajo peso y pacientes con enfermedades mor-
tales, quemaduras extensas, traumatismos y heridas graves.
Estas practicas médicas producen una profunda inmunosupre-
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sién del paciente haciéndolo susceptible a la invasién por cual-
quier microorganismo y/o proporcionan la via de acceso de
patégenos oportunistas al huésped susceptible. Ademas de
esto, el grupo de pacientes de riesgo ha aumentado dramati-
camente en la década pasada debido a la epidemia mundial de
infeccién por HIV, lo que no sélo ha provocado un aumento en
las infecciones causadas por hongos oportunistas sino también
por los agentes de micosis endémicas. Las infecciones fungicas
sistémicas han emergido entonces como una complicacion muy
importante de los procesos antes mencionados, tanto en indi-
viduos inmuno-comprometidos como inmunocompetentes. Sus
agentes etiolégicos son hongos sapréfitos o comensales que
se encuentran normalmente en el suelo, sobre animales o ve-
getales o asociados a ellos, y no forman parte de la flora hu-
mana normal, a excepcion de Candida albicans, Candida
parapsilosis y Malassezia furfur. La via de ingreso de estos
hongos al huésped susceptible puede ser mediante aerosoles,
inoculacion percutanea o por via gastrointestinal; sin embargo,
su habilidad para invadir los tejidos depende primariamente del
estado inmunoldgico del hlesped potencial. Los pacientes con
neutropenia profunda y prolongada, con recuentos de neutrofilos
menores a 100/mL durante mas de 15 dias, tienen un alto riesgo
de adquirir una micosis sistémica diseminada generalmente
fatal. Estas infecciones oportunistas pueden adquirirse fuera o
dentro del hospital y en este Gltimo caso pueden ser endémi-
cas o epidémicas. Datos del Sistema Nacional de Control de
Infecciones Nosocomiales del CDC muestran que durante la
Ultima década los hongos causaron el 7,9% del total de infec-
ciones nosocomiales en grandes y pequefios hospitales, y as-
cendieron a un 9% entre 1990-1996, emergiendo como el quinto
patégeno nosocomial. Las especies del género Candida cau-
saron el 78% de las infecciones fangicas en pacientes inmuno-
comprometidos o gravemente enfermos. A su vez, en los hos-
pitales oncolégicos la incidencia de estas infecciones alcanza
el 17%; se incrementan significativamente las infecciones
sistémicas graves producidas por Aspergillus spp., Zygo-
mycetes y hongos patégenos emergentes a expensas de las
causadas por Candida spp., que disminuyen hasta un 57%. Las
infecciones debidas a Fusarium spp, Malassezia furfur,
Trichosporon beigelii, hongos dematiaceos y otros hongos habi-
tualmente no patégenos ambientales se observan cada vez con
mas frecuencia en pacientes oncoldgicos, con heridas graves,
didlisis reiteradas y transplantados. Este aumento del nimero de
especies capaces de causar infecciones sistémicas, la mayoria
de ellas desconocidas para el personal de salud, dificulta su diag-
néstico y/o tratamiento. Las altisimas tasas de mortalidad de
estas infecciones se deben en parte a la falta de diagnostico o
la demora en el mismo. La aparicion de especies resistentes a
los antifingicos hace necesaria la identificacion del agente
etioldgico a nivel de género y especie y el estudio de su sensi-
bilidad. Ambas metodologias requieren de una experiencia que
no es facil de adquirir cuando no se estudia gran nimero de
cepas, es por eso que se hace necesario el desarrollo de la Red
de Laboratorios de Micologia, que centraliza estas técnicas en
Laboratorios de referencia. En nuestro pais se desconoce la in-
cidencia y prevalencia de especies fungicas causantes de infec-
ciones nosocomiales, por lo que es necesario realizar estudios
gue permitan esclarecer la situacion y establecer un sistema
nacional de notificacion de estas patologias.

MR21. Estrategias clasicas de diagndstico en protozoarios
entéricos oportunistas. VELASQUEZ JN.

Htal. Francisco Mufiiz, Buenos Aires.

Los pacientes con SIDA y severa inmunodepresién presen-
tan diferentes sindromes clinicos de compromiso entérico,

hepatobiliar y pancreatico. Muchas de estas complicaciones
estan dadas por infecciones oportunistas que incluyen:
protozoarios, virus, bacterias, micobacterias y hongos. Los
protozoarios han sido reconocidos como responsables de una
gran proporcion de estos severos cuadros, e incluyen diferen-
tes géneros y especies tales como: Microsporidios, Coccidios,
Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi y Leishmania sp. A
continuacién se describen las caracteristicas clinicas y
microbioldgicas de las infecciones causadas por protozoarios
gue afectan al aparato digestivo en pacientes con SIDA. Dia-
rrea cronica: Las estrategias clasicas de diagndstico de
protozoarios en pacientes con SIDA y diarrea cronica depen-
den de la deteccién de los parésitos en fluidos y biopsias
duodenales por microscopia 6ptica o microscopia electrénica
de transmisién (TEM). Esta presentacion comprendio el estu-
dio de 118 pacientes adultos de ambos sexos, con edades que
variaron entre los 21 a 41 afios, con SIDA y diarrea con una
duracion igual o mayor de 1 mes, con valores de CD4 inferio-
res a 500/mm? Los aspirados duodenales y las materias fecales
se recolectaron y conservaron en solucién salina formolada al
5% a temperatura ambiente. Las materias fecales se concen-
traron y se observaron en forma directa y en extendidos colo-
reados con las técnicas de Kinjoun y Tricrémicas. Los sedimen-
tos de los aspirados se colorearon con las técnicas anteriores.
Se realizaron videoesofagogastro-duodenoscopias (VEDA) con
un equipo Pentax EPM 2000. En todos los pacientes se aspird
liquido duodenal y se obtuvieron cinco biopsias de la porcion
mas distal del duodeno. Dos de las muestras se fijaron en
formol 10% para efectuar estudios histoldgicos de rutina y las
otras tres se conservaron con el fijador de Karnovsky. Las
biopsias incluidas en parafina se colorearon con Hematoxilina-
eosina y Giemsa. Las muestras fijadas con Karnovsky se co-
lorearon con Azur Il. En los casos sugestivos de micros-
poridiosis se procesaron y se observaron por TEM. Con la
metodologia utilizada se lleg6 al diagnéstico en 45 casos del
total de 118 pacientes. Los hallazgos microbiol6gicos mas fre-
cuentes fueron: Cryptosporidium sp. (13 casos), Microsporidios
(11 casos) e Isospora belli (9 casos). Los pacientes con diag-
néstico de Microsporidios reunian las caracteristicas clinicas
y las estructuras compatibles en los cortes coloreados con
Hematoxilina-eosina, Giemsa y Azur Il. En tres casos se de-
terminé la especie por TEM. Con estos métodos se detectaron
9 pacientes en los que se diagnostico Isospora belli. En dos
pacientes se pudo identificar algun estadio del ciclo evolutivo
del parasito en lamina propia. Colangiopatia asociada al SIDA:
Las anormalidades de las vias biliares han sido reconocidas
como complicacién en los pacientes con SIDA. Los sujetos
estudiados incluyeron seis pacientes adultos con SIDA, mani-
festaciones digestivas y patrén humoral de colestasis con
ecografia abdominal con anormalidades de las vias biliares. A
todos se les efectué colangioresonancia. Los métodos invasivos
de diagnéstico incluyeron colangiopancreatografia retrégada y
VEDA. Las muestras de biopsia de papila, duodeno y duodeno
peripapilar se procesaron utilizando las técnicas histologicas de
rutina y parte de ellas se conservé con el fijador de Karnovsky,
se colorearon con Azur Il y posteriormente se procesaron y ob-
servaron por TEM. Las muestras de materia fecal concentra-
das se colorearon con la técnicas de Kinjoun y Tricromicas. Con
estos métodos se diagnostico colangitis esclerosante en todos
los pacientes, uno asociado a papilitis estenosante y otro a
pancreatitis. Se identificaron microorganismos en 4 casos: en
biopsias duodenales y peripapilares, sélo microsporidiosis (2/
4), microsporidiosis y coccidiosis (1/4); en materia fecal,
criptosporidiosis (1/4).

Consideramos que las manifestaciones clinicas a nivel
entérico, biliar y pancreético originado en infecciones oportu-
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nistas en pacientes con SIDA y severo compromiso inmu-
nolégico pueden presentarse como cuadros unicos, simultaneos
o evolucionar en forma progresiva.

MR22. Siday enfermedad de Chagas. SINAGRA A, LUNACy
RIARTE A.

INP Dr. M Fatala Chaben, ANLIS Carlos G Malbran.

El SIDA es la manifestacién mas grave de la infeccién por
VIH, y las infecciones oportunistas que lo caracterizan
incrementan la morbi-mortalidad de los pacientes infectados.
La primera descripcion de la asociacion de enfermedad de
Chagas (ECH) y VIH fue realizada en 1990 por Castillo y col.
Se trataba de un paciente de 19 afios con hemofilia tipo B, in-
feccién por VIH y compromiso del SNC. La lesion cerebral fue
resecada y se observaron numerosos amastigotes de T. cruzi.
En ese momento, los autores ya sefialan la importancia de
incluir la ECH entre los diagnoésticos diferenciales en cuadros
de presentacion similar al descripto. Publicaciones posteriores
reafirman al SNC como érgano blanco principal, y al miocardio
como segunda localizacion selectiva, en la reactivacion de la
ECH cronica en pacientes con SIDA. En nuestra serie, 12 de
14 pacientes (85.7%) presentaron compromiso neurolégico.
Diez pacientes evidenciaron lesiones por TAC o RNM compa-
tibles con chagoma cerebral. En 4 pacientes se comprobd el
T. cruzi como agente etioldgico de la lesion cerebral, 3 por biop-
sia y 1 post-mortem. En 3 pacientes se detectaron parasitos
en LCR. Un paciente presenté chagoma cutaneo con biopsia
de piel positiva para T.cruzi. En 12 se detect6 parasitemia por
la técnica de Strout. En 8 pacientes se realiz6 el recuento de
linfocitos CD4*, en 7 los valores variaron entre 25-150 /mm?
y en el restante 212/ mm®. Ocho de 14 (57%) pacientes falle-
cieron durante el tratamiento con benznidazol, 2 (15%) entre
los 6 y 8 meses post reactivacion de la ECH y en 4 no se co-
noce la evolucioén a distancia. El Toxoplasma gondii es el pa-
tégeno oportunista que afecta mas frecuentemente el SNC de
los pacientes VIH reactivos; la presencia de un cuadro
neurolégico con serologia reactiva para T. gondii y lesiones
en SNC detectadas por TAC o RNM orientan habitualmente al
diagndstico de toxoplasmosis y su confirmacion posterior se
basa en la respuesta al tratamiento especifico. Sin embargo,
los protocolos actuales deberian contemplar el diagnéstico di-
ferencial con ECH. La ausencia de este criterio produce en la
mayoria de los pacientes el diagnéstico tardio de la infeccién
por T. cruzi. La demora en establecer el diagnéstico diferen-
cial con ECH es crucial para la sobrevida, debido a la severi-
dad de la presentacion clinica y al estado evolutivo de la infec-
cion por VIH en estos pacientes.La aplicacion de un protocolo
que contemple el diagnéstico de la ECH basado en el diagnés-
tico serolégico y en la busqueda activa del parasito es impres-
cindible y de facil implementacion. La serologia no parece ser
siempre relevante para el diagnéstico. En nuestra serie, 1 pa-
ciente con antecedente de serologia reactiva, en pleno episo-
dio de reactivacion presentd negativizacion seroldgica y otros
3 pacientes presentaron solo 1 test (1/3) positivo. En los 4 ca-
sos hubo deteccién directa del parasito en sangre. Similares
resultados fueron publicados por Rocha y col. en 2 pacientes
con SIDA y reactivacion de la ECH crénica. En toxoplasmosis
cerebral se demostré un 3% de serologia negativa en pacien-
tes con SIDA. En nuestra experiencia, pacientes chagasicos
cronicos inmunosuprimidos por diferentes tipos de trasplantes
de 6rganos han mostrado negativizacion serolégica. Esta par-
ticularidad en la evolucién seroldgica en pacientes chagasicos
sometidos a inmunosupresién nos permite sugerir que si bien
una serologia reactiva es importante para orientar el diagndsti-
co, la ausencia de la misma no permite descartar con certeza
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la reactivacién de la ECH. En conclusion: La asociacion de la
infeccion por VIH y ECH debe ser considerada de alto riesgo.
La reactivacion de la ECH cronica es mas frecuente y grave
en pacientes VIH reactivos, especialmente en aquellos que pre-
sentan recuentos de linfocitos CD4* < 200/mm?, satisfaciendo
de esta manera los criterios de infeccién oportunista. La vigi-
lancia de la reactivacion de la ECH crénica deberia implemen-
tarse mediante un protocolo de periodicidad determinada y con
controles seroldgicos, parasitoldgicos y clinicos. El protocolo
deberia incluir, evaluacién de la dinamica de progresiéon de la
infeccion chagasica, determinacion de la carga viral como in-
dicador de actividad de la infeccién por VIH, recuento de
linfocitos CD4* como marcador del grado de inmunodeficiencia,
y la presencia de enfermedades marcadoras de SIDA. Pacien-
tes con un recuento de linfocitos CD4* < 400/mm? podrian ser
considerados de riesgo y ser objeto de una vigilancia clinica
especial. No existe experiencia para recomendar pautas de
profilaxis primaria, sin embargo ésta podria ser considerada en
los casos de pacientes asintomaticos con ECH crénica con
recuentos de linfocitos CD4* < 200/mm?3. La presencia de fie-
bre, signos neuroldgicos, miocarditis, lesiones en piel deben
alertar sobre la potencial reactivacion de la ECH crénica; mues-
tras de sangre, LCR, deberan ser examinadas exhaustiva-
mente para detectar parasitos y las lesiones deberan evaluar-
se en la bisqueda de amastigotas de T. cruzi. La prueba tera-
péutica con benznidazol podria ser contemplada en pacientes
con sintomatologia neuroldgica grave y lesiones en SNC, en
ausencia de otro diagnostico etiolégico. La profilaxis secunda-
ria continua con benznidazol o nifurtimox en “dosis minima
necesarias para obtener eficacia” ha sido sugerida recientemen-
te por un comité de expertos para el SIDA, sin embargo no hay
suficiente experiencia con terapia continua ni intermitente
por largo tiempo en humanos para avalar dicha recomen-
dacion.

Infecciones intrahospitalarias. LOSSA G. coordina-
dor

MR23. Lainfeccion hospitalaria. DURLACH RA.
Hospital Aleman, Buenos Aires.

La infeccion hospitalaria es una situacion endemo-epidémi-
ca de los hospitales que reviste mayor gravedad cuanto mayor
es su nivel de complejidad. Se considera que entre un 5y un
14% de los pacientes hospitalizados adquiriran una infeccion que
no estaba presente, ni incubandose, el dia de su internacion. Es
una complicacion indeseada que acarrea una mortalidad directa
cercana al 1% y capaz de contribuir con ella, en el 4 a 5% en
forma indirecta. Implica también prolongacion en dias de inter-
nacién, costos agregados y un riesgo legal dificil de ponderar.
El estudio de la infeccion hospitalaria incluye el andlisis de las
causas, las caracteristicas de los pacientes que se infectan y la
frecuencia con la que ocurren. El paciente que permanece in-
ternado esta expuesto al riesgo de adquirir una infeccion por
varios motivos: la gravedad de la enfermedad de base, los pro-
cedimientos invasivos, la permanencia de sondas y canalizacio-
nes vasculares, antibiéticoterapia prolongada, colonizacion pre-
via por bacterias invasivas, alimentacion artificial y otros. La in-
feccion se considera del hospital cuando comenz6 transcurridas
48 a 72 horas de la admision del paciente o dentro de los 10
dias después del alta. Estos términos pueden cambiar de acuer-
do al tiempo de incubacion de la enfermedad. Para la infeccién
en el sitio quirdrgico se considera un término de 30 dias a partir
de la operacion o hasta un afio si ocurre con relacion a la colo-
cacion de una protesis. Teéricamente el 90% de las IH ocurri-
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ran en una de estas cinco localizaciones: tracto urinario (40%);
infeccidn en el sitio quirtrgico (22%); tracto respiratorio bajo
(15%); piel y partes blandas (6%) y bacteriemias (5%). El medio
hospitalario, particularmente la sala de terapia intensiva, es un
lugar apto para el desarrollo y diseminacion de bacterias resis-
tente a los antibioticos. La presencia de bacterias resistentes es
el resultado de la interaccion de los microorganismos, pacien-
tes y el medio hospitalario, incluyendo el uso de antibiéticos. La
seleccion de bacterias multirresistentes en el medio hospitalario
es el resultado de la interaccion de muchos factores. Factores
naturales como la capacidad intrinseca de mutar de las bacte-
rias, la presién especifica y selectiva en el hospital como con-
secuencia del exceso en la prescripcién de antibioticos, la trans-
misién horizontal y la susceptibilidad del huésped, entre otras
causas. Un programa de control de infecciones tiene su eje prin-
cipal en el sistema de vigilancia; con definiciones escritas, sen-
cillas y claras. El programa debe contar con objetivos, priorida-
des y Metodologia. Llamamos vigilancia epidemiol6gica a la ob-
servacion sistematica, activa y prolongada de la presencia y dis-
tribucion de la infeccién hospitalaria, entre los pacientes inter-
nados y de los factores de riesgo que aumentan o de las accio-
nes preventivas que disminuyen el riesgo de su ocurrencia. Para
eso es necesario vigilar al huésped (el paciente y al personal
de salud), a los agentes causales: los microorganismos residen-
tes y al medio ambiente. Los objetivos generales de un progra-
ma de vigilancia son: a) Estimar la prevalencia e incidencia de
las infecciones en los hospitales. b) Observar la tendencia de
las tasas. c) Identificar los sitios de la infeccion. d) Reconocer
los factores de riesgo asociados. €) Considerar la evolucion de
los pacientes. f) Monitorear los microorganismos de adquisicion
hospitalaria. g) Monitorear la resistencia de los microorganismos
a los antibidticos. h) Efectuar las intervenciones necesarias para
su control. i) Evaluar los cambios esperados para conocer la
eficiencia del programa. j) Comunicar los resultados. Los obje-
tivos especificos se deciden segun el plan de accion propues-
to, el tiempo y los recursos disponibles. Las IH mas frecuen-
tes son las infecciones urinarias asociadas a sonda vesical,
las infecciones en el sitio quirdrgico evaluadas por servicio, por
intervencion o por cirujano, neumonias asociadas a ARM o
postoperatorias y bacteriemias asociadas a catéteres endo-
Venosos.

La Metodologia actual exige la utilizacion de informatica. El
programa mas amigable y de distribucién gratuita, es el Epi-info.
En el Hospital Alemén los datos se cargan automaticamente la
red que une los programas existentes en laboratorio, farmacia,
cirugia, etc. con un ahorro de tiempo y esfuerzo enorme. Orde-
nados los datos, se analizan y se preparan para su comunica-
cion.

MR24. Epidemiologia de las infecciones hospitalarias. Laim-
portancia de los programas de prevencion y control.
LOSSA GR.

Dpto. de Vigilancia y Clinica Epidemiol6gica Hospitalarias
I.N.E. "Dr. Juan H. Jara" ANLIS - Malbran

La Infecciéon Hospitalaria es tan antigua como la existencia
de los hospitales debido a que en un mismo d&mbito colocamos
pacientes susceptibles de adquirir infecciones y personas ca-
paces de transmitir microorganismos potencialmente patégenos.
De tal modo que la Infeccion Hospitalaria es una afeccion
endemoepidémica de los hospitales, controlable pero dificilmen-
te erradicable, que puede afectar a las personas que concu-
rren al hospital. Principalmente a los pacientes a través de las
técnicas cruentas de diagnéstico y tratamiento y al personal por
los accidentes laborales. Se define como infeccién hospitala-
ria la infeccion adquirida por las personas que concurren al

hospital, distinta del motivo de concurrencia y mientras no se
demuestre lo contrario. En el caso de los pacientes se estima
gue son las infecciones que no se encuentran en incubacion
al ingreso hospitalario, tomandose como margen practico las
producidas 48 hs después de hospitalizado. No obstante las
definiciones varian, segun la localizacién y el tipo de infeccion.
Las I.H. pueden ser enddgenas o exégenas y participan en su
transmisién las manos, los fomites y fundamentalmente todas
las técnicas cruentas, asi como la gravedad de los pacientes
hospitalizados y el tiempo de estadia. Es decir que es una in-
feccion multicausal de las personas que concurren al hospital.
En lo que respecta a los pacientes los factores de riesgo es-
tan en el equipo médico, las manos, los alimentos, las excretas
y secreciones, los vectores, el agua, el aire, etc., actuando
como contribuyente los factores intrinsecos de los pacientes
como la obesidad, la diabetes, la edad, etc. En el conjunto
multicausal juega un papel muy importante las conductas hu-
manas que en definitiva son responsables de mas del 80% de
las infecciones hospitalarias, por tal motivo se dice que las
mismas son controlables, si se logran cambios de conductas.
La infeccién hospitalaria constituye un importante problema de
Salud Publica ya que en la mayoria de los paises causa una
morbilidad que oscila entre el 5y 15% o mas de los pacientes
hospitalizados, con un peso de entre el 1y 3% de la mortali-
dad hospitalaria como causa directa y entre 4 y 6% como con-
tribuyente. Produce una prolongacioén de la internacién entre
4y 10 dias y un costo econdémico extra que puede considerar-
se en promedio de 2000$ por episodio, tomando todos los pa-
cientes internados en el hospital. Segun Jarvis W R el costo
promedio estimado para las infecciones urinarias es de 558 a
593 $, el de las infecciones del sitio quirirgico de 2.734 $, el
de las neumonias de 4.947 $ y el de las bacteriemias oscila
entre 3.061 y 40.000%. Adicionalmente existe un costo social
para el paciente y su grupo familiar dificil de ponderar en tér-
minos econémicos. Asi como el ausentismo laboral y todas las
consecuencias emergentes de las incapacidades con los que
los mismos pueden quedar como consecuencia de las I.H.
También significa una disminucion de las posibilidades de uso
de las camas ocupadas por la prolongacién de la estadia que
las I.H. ocasionan, siendo esta un afeccion prevenible. Las I.H.
mas frecuentes son las urinarias 40%, las neumonias 15%, las
postquirdrgicas 25% y las bacteriemias 5%, variando sus va-
lores en los distintos establecimiento y estando relacionadas
fundamentalmente con las practicas invasivas (catéter urina-
rio, ARM, operaciones, catéteres vasculares centrales, etc.)
Introducir medidas de prevencién y control que impliquen una
disminucion de las infecciones hospitalarias conlleva a una dis-
minucion en el riesgo para la vida de los pacientes, una
minimizacion de costos y por ende, mejoramiento de la Cali-
dad de la Atencion Médica. El estudio "SENIC llevado a cabo
en EEUU en la década del 80 pudo demostrar que la aplica-
cioén de programas de vigilancia y control de infecciones per-
mite reducir en forma significativa las tasas de infecciones hos-
pitalarias. El porcentaje de disminucién estuvo relacionado con
el grado de sofisticacion alcanzado por dichos programas, pu-
diendo éstos ser estratificados en: poco efectivos, moderada-
mente o altamente efectivos. El impacto de los programas dis-
minuye la morbimortalidad y los costos. Si tomamos como ejem-
plo: cien camas con un porcentaje ocupacional superior al 80
%, producirian 5000 egresos anuales, si se producen 10 infec-
ciones cada 100 pacientes hospitalizados significa 500 I.H. por
afio, con una tasa de mortalidad del 1% son 5 pacientes que
fallecerian por esta causa. El costo estimado fue de 2000$ por
paciente por episodio lo que en este caso significa 1.000.000
de pesos. Si se reduce la I.H. un 15% se ahorrarian 150.000$
y si la disminucion es del 30% el ahorro es de 300.000. Esto
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no solo compensa los gastos que genera el programa de con-
trol sino que produce un significativo ahorro econémico y el
consecuente beneficio social.

Para abordar este problema es menester la existencia de
un Comité de Infecciones que depende de la direccién del es-
tablecimiento y esta integrado: 1.- Por una comision ejecutiva
formada por 3 0 4 personas, preferentemente una enfermera
especializada en control de infecciones, un médico epidemio-
I6gico y/o infectélogo, un microbiélogo y un representante de
la direccion. 2.- Un comité ampliado integrado por represen-
tante de los distintos servicios del hospital y que trabajan for-
mando grupos para el abordaje de temas comunes. Las fun-
ciones principales del comité son la investigacion, docencia,
normatizacion, vigilancia, asesoramiento, evaluacion y difusion
de resultados. Con ello se ahorra en costos, dias camas y
juicios, y se gana en Calidad de la Atencién Médica y Presti-
gio de la Institucion. En lo que respeta al personal hospitalario
este puede sufrir una infeccién durante su trabajo por lo que
es fundamenta establecer un Programa de Salud del Personal
que se debe ocupar del estudio del personal al ingreso, la pre-
vencion con vacunas, la educacion, el asesoramiento y la vigi-
lancia de las infecciones en el personal. Se debe tener en cuen-
ta que un programa es una herramienta de trabajo, que nunca
un programa sera mejor que las personas que lo lleven acabo
y segun refiere Hernan de San Martin: " Programar y no ejecu-
tar es un Error, ejecutar y no programar es un Absurdo, y que
programar, ejecutar y no evaluar es un Despilfarro”.

MR25. Estrategias parala prevencidn de accidentes labora-
les. TODISCOE.

I.N.E. "Dr. Juan H Jara" ANLIS/Malbran.

Los riesgos potenciales de accidentes laborales de quienes
trabajan en instituciones de salud, constituyen un problema que
cobra cada dia mas relevancia. Con cada nuevo elemento que
se introduce en el campo de la atencion médica, éstos aumen-
tan, tanto para los pacientes que concurren a las instituciones
como para el personal que los asiste. Existen numerosos estu-
dios de nivel internacional, que demuestran que ademas de la
existencia de riesgos ocupacionales fisicos, quimicos, ergo-
némicos y psicosociales se incrementan progresivamente los
riegos biol6gicos causados por agentes patdégenos infecciosos
a los que estan permanentemente expuestos los trabajadores
planteando serios riesgos para su salud. La emergencia del SIDA
una patologia con connotaciones sociales trascendentes, asi
como la de la Hepatitis C, (enfermedades para las cuales no se
dispone de vacunas en la actualidad), han propulsado un cam-
bio radical en las estrategias de prevencion. Estudios multicén-
tricos a publicados en estos ultimos afios, destacan los acciden-
tes por exposicion percutanea, entendiéndose a aquéllos que
conllevan una penetracién a través de la piel con agujas u otros
objetos cortantes o punzantes potencialmente contaminados.
Para todos los microorganismos transmitidos por via hematégena
estas estrategias estan basadas en una premisa fundamental:
«La sangre y los fluidos corporales deben considerarse siem-
pre potencialmente infecciosos”. La Hepatitis B es, en este mo-
mento, la enfermedad infecciosa mas frecuente, siendo la pro-
babilidad de adquirirla accidentalmente tres veces mayor que
el SIDA. Pero a pesar de las recomendaciones realizadas por
organismos oficiales como por ejemplo el CDC de Atlanta, los
trabajadores sanitarios continGan realizando su tarea no siem-
pre de la forma més segura. La definicién de accidente de tra-
bajo en Argentina ha evolucionado a partir de la ley del afio 1900,
pasando por las leyes de 1955 y las leyes de Seguridad Social
de 1966 y 1974.En su articulo 84 dice la ley»: Se entiende por
accidente de trabajo toda lesion corporal que el trabajador sufra
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con ocasion o por consecuencia del trabajo que ejecute por cuen-
ta ajena». Luego la ley 9688 establece el concepto de Infortunio
Laboral, que agrega al concepto anterior las lesiones inmedia-
tas o mediatas con efectos incapacitantes que alteren negativa-
mente su posicion en el mercado laboral, extendiéndose a un
sentido mas amplio que contiene también las enfermedades pro-
fesionales. A partir del afio 1992, entr6 en vigencia la ley 24151
que declara obligatoria la vacunacion contra la Hepatitis B en el
personal de salud, su incidencia no ha disminuido. A partir de la
Resol. 19/98, publicada en el Boletin Oficial 28836 del 13 de
febrero de 1998, se aprueban las Normas de Notificacion y Aten-
cion de Accidente Laboral del Personal de Salud con riesgo de
Infeccién por patégenos sanguineos surgiendo como recomen-
dacion general para empleadores y empleados 1) Orientacion
inicial: Su propdsito es facilitar la labor del personal que debe
ocupar un area de trabajo, ya sea porque es de nuevo ingreso,
cambia de servicio, de turno o de puesto de trabajo. Esta pro-
puesta incluye una introduccién su tarea especifica, conocer
horarios, equipos, materiales, permitiendo expresar al ingresante
sus inquietudes, y de esa manera mejorar la eficiencia de la
misma y la eficacia de la prevencion. 2) Educacion continuada:
Pretende reforzar la confianza del trabajador y hacerlo sensible
al cambio, a las innovaciones y responsabilidades. Puede ser
en forma sistematica o incidental, por medio de conferencias,
cursos, seminarios, complementandolo con material educativo
gréafico, medios audiovisuales, avisos o carteles que indiquen
medidas de higiene y seguridad. 3) Entrenamiento del personal
de salud sobre epidemiologia: El conocimiento de la distribucién
de los factores de riesgo que puedan provocar accidentes en las
instituciones seran armas imprescindibles que permitiran la par-
ticipacion activa del trabajador para actuar sobre ellas. 4) Modo
de transmisién de patdgenos: Es imprescindible informar sobre
el comportamiento de los microorganismos, sus reservorios,
fuentes y mecanismos de transmisién de enfermedades. 5) Ne-
cesidad de observacion de Normas Universales de proteccion:
El manejo de sangre, fluidos corporales, tejidos y érganos. Debe
adaptarse a las normas y a las leyes de proteccién e higiene
laboral vigentes. 6) Provision de equipamientos elementos. Los
recursos materiales son elementales para minimizar los riegos
de infeccién con patégenos. 7) La participacion de las asocia-
ciones profesionales y organizaciones laborales: Los programas
continuados de educacién para el personal de salud deben es-
tar dirigidos a destacar la necesidad de cumplir las normas de
seguridad biol6égica recomendada. Son los mismos trabajadores
a través de sus representaciones, quienes deben lograr el cum-
plimiento de las leyes. El eje central es la existencia de una
medicina ocupacional donde el trabajador sea uno de los princi-
pales protagonistas, asumiendo la responsabilidad de cumplir con
medidas de autocuidado sin desconocer la trascendencia que
tienen tanto para él como para su grupo de trabajo. Pero no
debemos olvidar que el trabajador en su concepcién humanista
es un ser histérico social, con una capacidad de percepcién que
depende, segln la teoria Taylorista, de sus propias experiencias
durante la socializacion, por lo tanto, su capacidad de interpre-
tacion es en gran medida individual. Esto hace que las campa-
flas masivas sean Utiles en cuanto al nivel de informacion que
él recibe, pero no aseguran el cambio de actitud. Las estrate-
gias que proponemos para la prevencion de accidentes labora-
les desde la realidad de nuestro pais son: La racionalizacion del
trabajo teniendo en cuenta turnos y periodos de descanso. La
correcta distribucién de tareas de acuerdo a la capacitacion del
personal. Los protocolos de actuacion, o sea la existencia de
normas basadas en cada realidad institucional. La l6gica y ade-
cuada relacién recursos humanos-pacientes. El seguimiento del
personal expuesto permanentemente a riesgos biologicos (Vigi-
lancia Epidemiolégica). La implementacién de servicios de sa-
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lud ocupacional donde ademas se notifiquen los accidentes de
trabajo, favoreciendo de esta manera la estadistica y la investi-
gacion. Desde una u otra posicion, la educacion se revela como
un camino ineludible para la prevencion de accidentes, pero fun-
damentalmente es la ciencia que nos guia hacia el logro de una
mejor calidad de vida laboral.

Red de enfermedades emergentes. RIVAS M. coor-
dinadora

MR26. Sindrome urémico hemolitico: emergencia de
Escherichia coli O157: H7. RIVAS M.

Servicio Fisiopatogenia INEI/ANLIS “Dr. Carlos G.

Malbran”.

Escherichia coli 0157:H7, patégeno emergente transmitido
por alimentos, fue reconocido por primera vez como patégeno
humano en 1982, responsable de dos brotes de colitis
hemorréagica, asociados epidemiolégicamente al consumo de
hamburguesas contaminadas. A partir de entonces numerosos
brotes han sido notificados en distintas partes del mundo. La
infeccién por E. coli O157:H7 puede causar diarrea, general-
mente sanguinolenta, y evolucionar a formas severas de en-
fermedad extraintestinal como el Sindrome Urémico Hemolitico
(SUH). La infeccién se caracteriza por presentar inicialmente
vomitos, dolores abdominales intensos, sin fiebre o febricula y
una diarrea acuosa que frecuentemente se convierte en
sanguinolenta al segundo o tercer dia. La infeccion se autolimita
en el término de una semana sin dejar secuelas. Sin embargo,
del 5 al 10% de los pacientes evoluciona a SUH. El SUH es
una entidad clinica y anatomopatolégica caracterizada por in-
suficiencia renal aguda, trombocitopenia y anemia hemolitica.
Superada la fase aguda, el 60% de los pacientes se recupera,
después de dos o tres semanas, sin tener secuelas. El 5% de
los nifios desarrolla insuficiencia renal crénica y al cabo de afios
o décadas presenta una enfermedad renal terminal la cual re-
quiere procedimientos dialiticos o transplante renal. Otro 30%
de los pacientes tiene microhematuria o grados variables de
proteinuria crénica, pudiendo algunos de ellos evolucionar ha-
cia una insuficiencia renal crénica al cabo de afios o décadas.
La tasa de letalidad es del 2-3% aproximadamente. La aso-
ciacién entre SUH e infeccion por E. coli productor de toxina
Shiga (STEC), particularmente cepas del serotipo O157:H7, fue
demostrada primero en Canadéa en 1983-1985 y posteriormen-
te confirmada por numerosos estudios realizados en distintos
paises, incluyendo Argentina.En nuestro pais se producen al-
rededor de 250 casos nuevos por afio. En mayo de 1999, el
MSAS ha declarado al SUH como enfermedad de notificacion
obligatoria al Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica,
con modalidad semanal e inclusion en la Planilla C2 (diagnds-
ticos médicos), de acuerdo a la ley 15.465. Este sistema de
vigilancia permitira contar con una base de datos mas estable
y de esta manera monitorear el comportamiento de una regién
a través del tiempo y detectar brotes en forma temprana. En
1998, la tasa de incidencia de SUH en Argentina fue de 8,2
pacientes por cada 100.000 nifios menores de 5 afios, habién-
dose acumulado mas de 7.000 casos desde 1965 hasta el pre-
sente. Ambos valores son los mas elevados del mundo. Los
nifios afectados son menores de 5 afios, principalmente entre
los 6 y 36 meses, de ambos sexos, eutréficos, de buenas con-
diciones higiénico - sanitarias. Los casos se presentan duran-
te todo el afio pero la frecuencia es mayor en los meses céli-
dos. Las provincias del centro y del sur presentan las tasas de
incidencia mas elevadas. La enfermedad tiene un alto impacto
en el sistema de salud por el costo de atencién tanto en la fase

aguda como en la fase crénica. En nuestro pais, el 30% de los
nifios y adolescentes que reciben transplante renal han pade-
cido SUH. Este valor también es el més elevado del mundo.
Escherichia coli 0157:H7 es el prototipo de un grupo de mas
de 150 serotipos de E. coli. Los factores de virulencia de STEC
son las toxinas Shiga (Stx1, Stx2 y sus variantes); la intimina,
proteina codificada por el gen cromosomal eaeA responsable
de la unién intima de la bacteria al enterocito y la desorganiza-
cion de las microvellosidades con produccion de la lesion AE
(del inglés attachment and effacement”); y la enterohemolisina
(E-Hly) codificada por un plasmido de 60 Mda (pO157). Los
animales domésticos, especialmente los rumiantes, han sido
identificados como reservorio de STEC. El ganado bovino es
sefialado como el reservorio principal. La transmision se rea-
liza a través del consumo de alimentos contaminados. La con-
taminacion cruzada durante la preparacion de alimentos y la
transmision persona a persona por la ruta fecal-oral han sido
sefialada como rutas de infeccion. El Servicio Fisiopatogenia
constituye el Laboratorio de Referencia Nacional (LRN) para el
SUH en el marco de la Red de Gastroenteritis Bacterianas y
Coélera constituida por 26 laboratorios de referencia provincia-
les y 150 laboratorios de Nivel Il. El funcionamiento de esta Red
permite estimar la incidencia de infeccién por E. coli 0157:H7,
identificar otros serogrupos prevalentes en las diferentes regio-
nes y sus factores de virulencia, EI LRN utiliza tres criterios
diagndsticos: 1) aislamiento y caracterizacion de STEC; 2)
deteccion de Stx libre en materia fecal; 3) deteccion de
anticuerpos anti-Stx. Realiza ademas, la caracterizacion de los
aislamientos de origen animal y de alimentos estableciendo la
relacion clonal entre cepas de distinto origen mediante técni-
cas de epidemiologia molecular. La informacién obtenida ser-
vird de base para el disefio de estrategias de prevencion y
control, y priorizacion de futuras investigaciones, tal como lo
enfatiza la Organizacién Mundial de la Salud.

MR27. Tuberculosis: unaemergenciay reemergenciaglobal.
LATINI OA.

I.N.E.R. «E. Coni» - ANLIS. «C.G. Malbran».

En la década del 80 la situacion epidemiolégica de la tuber-
culosis en los Estados Unidos de Norteamérica se torné pre-
ocupante al punto que se disefiaron estrategias de impacto in-
mediato a costos muy altos; a mediados de la década del 90
la situacién parecia estar en vias de control, lo que llevé a
establecer como meta el comienzo de erradicacion para el afio
2005. En 1999 el Consejo Asesor en Eliminacién de la Tuber-
culosis anunci6é que esta meta no iba a poder ser cumplida, a
pesar del impacto logrado.(1) A comienzos de la década de
1990 la OMS y el CDC-USA (2-3) estimaban, basados en las
notificaciones de los paises, que en el afio 2005 se produci-
rian en el mundo 4.000.000 mas casos que en 1990, a expen-
sas de cambios demogréficos y aumento de la infeccién HIV;
no se tuvieron en cuenta los cambios econémicos globales que
ocurrieron a mediados de la década, que favorecieron el au-
mento de los principales riesgos asociados a la transmision
de la infeccién: desnutricion, hacinamiento y estrés. Las me-
tas establecidas por la OMS para el afio 2000 seran dificiles
de cumplir ain en América Latina, la Regién con menos pro-
blemas entre las consideradas en desarrollo (4). Por su
morbimortalidad la tuberculosis en el mundo se considera en-
tre las de mayor preocupacién: reemerge una enfermedad que
habia sido considerada facilmente controlable hasta hace no
mas de quince afios (2-3). A medida que la magnitud aumen-
ta los recursos necesarios para controlarla tienen que ser ma-
yores; paraddjicamente la magnitud aumenta mas en los pai-
ses de menores recursos, hasta que la brecha entre una y otro
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se hace tan grande que supera la capacidad de respuesta efec-
tiva. La comprobacion de la eficacia de la rifampicina en la
década de 1970, una droga bactericida y esterilizante, unida a
la isoniacida, de igual efectividad, hacia prever éxitos en los
tratamientos; a mediados de 1980 se comenzaron a identifi-
car cepas resistentes simultdneamente a ambas drogas:
multirresistentes. Esta aparicion tiene dos vertientes: los trata-
mientos irregulares, insuficientes y la transmision entre hués-
pedes inmunocomprometidos, fundamentalmente con SIDA,
generalmente intrahospitalaria. Cualquiera sea su origen esta
variante de la tuberculosis esta adquiriendo una magnitud pre-
ocupante en el mundo, en particular por su alta letalidad y por
el altisimo costo del tratamiento, entre 180 y 250 veces mayor
que el de uno de primera linea: emerge una nueva forma de
una enfermedad conocida (5). En Argentina, donde se notifi-
can anualmente alrededor de 12.500 casos nuevos, la Red
Nacional de Laboratorios de Tuberculosis estimd, en base a los
aislamientos y comunicaciones, que en 1998 hubo aproxima-
damente 200 casos de enfermos multirresistentes, cerca de
dos tercios de los cuales correspondian a SIDA y posibles in-
fecciones intrahospitalarias (6-7). El nimero de casos con tu-
berculosis resistente generados directamente por tratamientos
erraticos es relativamente bajo, aunque no por ello menos pre-
ocupante, debido a la provision regular de medicamentos, al uso
generalizado de esquemas de eficacia comprobada norma-
tizados por la OMS, la asociacion de las principales drogas
en una misma forma farmacéutica que disminuye la posibilidad
de emergencia de bacilos resistentes y al paulatino aumento
de cobertura de DOTS. La multiresistencia puede ser evitada
implementando estrategias de tratamientos totalmente obser-
vados y supervisados (DOTS) en los servicios de salud, y con-
tenida estableciendo condiciones adecuadas de bioseguridad
para la internacién de pacientes so6lo cuando sea indispensa-
ble. Es probablemente mas dificil la solucién de la reemergencia
ya que esta determinada por cambios globales, de los que el
pais no puede quedar ajeno, que favorecen la transmision y
dificultan el acceso de la poblacién a los servicios de salud,
aun cuando la red de laboratorios y el Programa de Tuberculo-
sis estén estructurados. El desafio serd encontrar vias alter-
nativas que permitan llegar a la poblacién en riesgo a tiempo y
con eficiencia. 1.-. MMWR 1999; 48 (N° RR-9): 1-13; 2.-Dolin
P.J., Raviglione M., Kochi A Bul. WHO,1994, 72 (2): 213-220;
3.-. MMWR 42 N° 49. Dic. 1993; 4-. WHO Report 1999. WHO/
CDS/CPC/TB/99.259; 5.-. WHO/TB/99. 260; 6.- Datos no
publicados de la Red de Laboratorios TBC. ANLIS
«C.G. Malbran»; 7.- Kantor I.N. de y col. 1998. Medicina, 58:
202-208

MR28. Avances en hantavirus en Sudamérica. MIGUEL S.
Dpto Virologia. INEI/ANLIS Malbran.

El Sindrome Pulmonar por Hantavirus (SPH), considerado
actualmente como una zoonosis Panamericana, es una enfer-
medad que aln no tiene tratamiento especifico y las medidas
preventivas son esenciales para su control. En 1995 se des-
criben los primeros casos de SPH en Argentina y Chile y en
forma retrospectiva desde 1993, informandose hasta septiem-
bre de 1999 cerca de 400 casos en Sudamérica con una mor-
talidad que vari6 entre el 80% y el 25% segun afio y/o regién
considerada. En 1998 se registraron en Argentina mas de 70
casos, proyectandose para 1999 una cifra similar.La exposicién
del hombre a los hantavirus ocurre principalmente a través del
tracto respiratorio, por inhalacion accidental de orina, heces o
saliva de roedores infectados, siendo también posible el con-
tagio por mordeduras. En Argentina se ha comprobado la trans-
misién persona a persona del virus Andes, tanto por datos
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epidemioldégicos como moleculares. Asimismo es probable que
este tipo de transmisién haya ocurrido en dos grupos familia-
res chilenos. Otros aspectos diferenciales de la infeccién por
hantavirus en América del Sur con respecto a América del Norte
son el mayor compromiso renal y la presencia de poblaciones
nativas con alta seroprevalencia, que alcanza en algunos ca-
sos al 40%. La nucleoproteina del virus Andes se expresé en
Escherichia coli, luego se purificé y se control6 su especifici-
dad, y se aplic6 como antigeno para la produccion de ELISA
directa para la deteccién de anticuerpos IgG e IgA o p-captura
ELISA para la deteccion de anticuerpos IgM. La evaluacién de
estos reactivos en sueros provenientes de Argentina, Bolivia,
Brasil, Chile, México, Paraguay, Uruguay y Venezuela mostro
que la deteccion de IgM e IgG tiene un 100% de especificidad
y sensibilidad. Anticuerpos IgM especificos se detectaron en
la primera muestra, usualmente entre 48 a 72 hs después del
inicio de sintomas, de 140 pacientes con cuadro clinico com-
patible con HPS. La infeccion fue confirmada por técnica de
transcripcién reversa y reaccién en cadena de la polimerasa
(RT-PCR). Todos los pacientes convalecientes presentaron
anticuerpos 1gG en la mayoria de los casos a partir de la pri-
mer semana del inicio de los sintomas.En varios pacientes fue
posible detectar anticuerpos IgG con el antigeno Andes en
muestras que resultaron negativas para el ELISA basado en el
antigeno Sin Nombre. Sin embargo muestras posteriores de
es0s pacientes resultaron positivas para ambos antigenos. La
respuesta IgA sérica se produce tempranamente en todos los
pacientes alcanzando su maximo a las dos semanas de inicia-
dos los sintomas.Los resultados negativos de muestras prove-
nientes de 400 personas sanas, residentes en areas no endé-
micas y en 70 personas con otras afecciones respiratorias
mostraron la especificidad de estos tests. Tampoco se detec-
taron anticuerpos en ninguna de las 460 personas en contacto
con casos de SPH y que no desarrollaron enfermedad. Se en-
sayo la deteccion de IgA especifica en saliva determinandose
que estos anticuepos estaban presentes durante el primer mes.
La deteccion de IgA en saliva constituye un método alternativo
de diagnéstico de probable utilidad para comunidades aisladas
0 para pobladores que por razones culturales no acepten la
extraccion de sangre por via venosa. Hasta la fecha en Argen-
tina se han registrado 5 linajes diferentes de virus Andes que
afectan al humano, uno en la zona sur andino patagoénica tres
en la zona central, uno de los cuales se encontr6é en Uruguay,
uno en la zona norte, Salta y Jujuy y al menos dos linajes dife-
rentes se encontraron en Paraguay.De los roedores estudia-
dos a la fecha solo los del género Oligoryzomys son los
involucrados en la transmision al ser humano en Argentina, sin
embargo en Paraguay el Calomys laucha es el Unico reservorio
reportado hasta el momento. Se ha observado también que es
posible hallar mas de una especie de roedor portando el mis-
mo linaje viral, asi como también que una especie de roedor
sea huésped de mas de un genotipo viral, dependiendo de la
zona geografica considerada. El laboratorio de hantavirus del
INEI-ANLIS «Dr. C.G. Malbran» realizé, la transferencia y ca-
pacitacién tecnolodgica del diagndstico de hantavirus mediante
cursos nacionales e internacionales a los principales centros
de diagnéstico e investigacion de 10 paises de Latinoamérica
(3 laboratorios de Brasil, 2 de Paraguay, 1 de Chile, 1 de Méxi-
co, 1 de Per(, 1 de Uruguay, 1 de Colombia, 1 de Bolivia, 1 de
Costa Rica y 1 de Venezuela) y a 7 laboratorios de las provin-
cias de Argentina donde se presentaron casos de hantavirus.
Desde el laboratorio de referencia de hantavirus del INEI-ANLIS
«Dr. C.G. Malbran» se efectta el control de calidad de los la-
boratorios integrantes de la red confirmando los diagnésticos
realizados en los centros capacitados y mediante la distribu-
cion de un panel de muestras ciegas.
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Diagnoéstico y control de calidad en helmitiasis.
MOLINA V coordinadora

MR29. Diagnoéstico de Distomatosis por Fasciola hepatica.
CARNEVALE S.

Dpto. de Parasitologia Sanitaria de INP "Dr. Mario Fatala
Chaben” ANLIS/Malbran.

El diagnéstico de la parasitacion por Fasciola hepatica en
el hombre presenta dificultades relacionadas con las caracte-
risticas complejas de su ciclo biolégico. La operacién mas sen-
cilla se basa en el hallazgo de los huevos del trematode en las
heces o en la bilis del duodeno y de la via biliar, sin embargo
el método coproparasitolégico no es seguro, ya que las infec-
ciones en el hombre son por unos pocos ejemplares y el tran-
sito de huevos en intestino es muy bajo. Con el fin de evitar la
baja sensibilidad del método coproparasitolégico, el diagndsti-
co de distomatosis humana es principalmente indirecto, basa-
do en la demostracion de anticuerpos circulantes y en la cap-
tura de antigenos en sueros y heces. Los antigenos emplea-
dos en la deteccion de anticuerpos han evolucionado desde los
somaticos hacia los metabdlicos. Actualmente, se trabaja en
la purificacion de aquellos antigenos metabélicos de alta
inmunogenicidad y existen reportes que los emplean en su for-
ma nativa para deteccién de diferentes isotipos de 1gG. Tam-
bién han sido clonados los cDNA de algunos antigenos para-
sitarios y se estan evaluando las proteinas recombinantes para
el diagndstico. Nuestra situacion actual en el diagndstico de la
distomatosis por Fasciola hepética en el humano esta asenta-
da en la deteccién de anticuerpos mediante el uso de antigeno
de excrecion-secrecion del parasito. Para ello empleamos el
enzimoinmunoensayo, en sus variantes de micro-ELISA y
ELISA convencional. El primer paso es la obtencién del
antigeno, el cual se efectlia a partir de adultos vivos de Fasciola
hepética de higados bovinos naturalmente infectados. Los pa-
rasitos recuperados son incubados en presencia de inhibidores
de proteasas para la produccion de sus metabolitos, los cua-
les son obtenidos a partir de la clarificacion y concentracion de
sobrenadante de incubacién. Luego de la obtencion de estos
productos, los mismos son evaluados entre lotes de produc-
cion mediante electroforesis en geles de poliacrilamida. Las
técnicas de diagnostico que se emplean, micro-ELISA y ELISA,
fueron puestas a punto mediante el empleo de sueros contro-
les positivos (con hallazgo coproparasitolégico o quirdrgico), y
sueros controles negativos. También fue evaluada la especifi-
cidad de ambos métodos utilizando sueros de otras parasitosis
y patologias. El método de micro-ELISA mostré reaccion cru-
zada con HBV Ags y HCV. No se present6 este inconveniente
cuando la técnica de ELISA fue utilizada. Cada uno de estos
métodos presenta sus ventajas y desventajas. El micro-ELISA
emplea una minima cantidad de antigeno parasitario, suero y
segundo anticuerpo, es de rapida realizacion y permite el al-
macenamiento de la placa con el antigeno por periodos de
hasta seis meses. Ademas, se efectla a temperatura ambien-
te, pero presenta las desventajas de: lectura de la reaccion en
forma visual ya que la medicién de absorbancia es compleja,
y sistema de lavado conjunto de la placa. Por su parte, el mé-
todo de ELISA convencional genera un consumo elevado de
reactivos, requiere de mayor tiempo de realizacién pero la lec-
tura de reaccion colorimétrica se efectia en forma cuantitativa
automatizada independientemente del operador. Evaluando en
forma conjunta las caracteristicas de ambos métodos es posi-
ble establecer el sistema de diagnéstico basado en la detec-
cion de anticuerpos contra antigenos de excrecién-secrecion
de Fasciola hepatica. Este sistema se aplicaria a estudios de
tipo epidemiolégico empleando el micro-ELISA como test de

screening y el ELISA como estudio confirmatorio. En el caso
de diagndstico asistencial en casos aislados, el test de elec-
cion sera directamente el ELISA. Nuestro objetivo actual es el
clonado y expresién de antigenos recombinantes con potencia-
lidad diagnostica. El Departamento de Parasitologia Sanitaria
de Instituto Nacional de Parasitologia realizara para la Red
Nacional de Helmintos el diagnéstico seroldégico de Disto-
matosis mediante la técnica de ELISA.

MR30. Diagndstico y Control de Calidad en Enteroparasitos.
LATAPIE LB.

Dpto. de Parasitologia Sanitaria de INP "Dr. Mario Fatala
Chaben" ANLIS/Malbréan.

De acuerdo al objetivo deseado, el diagnéstico enteropa-
rasitolégico comprende tres grandes ramas: Estudios epide-
mioldgicos, pacientes individuales e investigacion. El diagnds-
tico parasitoldgico se inicia cuando el médico sospecha o con-
sidera que las manifestaciones clinicas que presenta un pacien-
te pueden deberse a una parasitosis. Para su confirmacion, se
solicita un examen coproparasitolégico. Para lograr un resulta-
do certero, es indispensable conocer los antecedentes
epidemiologicos y clinicos, que orientan la bisqueda. La inves-
tigacion de Helmintos en heces, se basa en la busqueda de
huevos, larvas y ocasionalmente otros elementos de diagnos-
tico como proglétides y larvas adultas. De acuerdo a la con-
centracién uterina, la hembra ovipone en forma intermitente,
siendo eliminados en forma intermitente y distribuidos unifor-
memente en la materia fecal; aunque existen algunas excep-
ciones, pudiendo mencionares dos géneros: Schistosoma y
Fasciola. En cambio el diagnéstico de protozoarios intestina-
les ofrece mayores dificultades, existiendo diferencias entre sus
dos estadios, trofozoitos y quistes. Los trofozoitos son fragi-
les, y se alteran o destruyen con gran rapidez fuera del hués-
ped. Por ello para reconocerlos, deben ser observados en for-
ma inmediata o bien usar fijadores para su conservacion (PAF,
MIF, SAF, PVA). Los quistes (forma de resistencia), son los
encargados de la propagacion. Su presencia en las heces se
produce cuando las condiciones en el medio intestinal le son
adversas por Ej. desecacion en las heces del colon. En diarreas
amebianas, E hystolitica no produce quistes cuando la virulen-
cia de la misma causa lesiones en el intestino. Mientras que
las infecciones producidas por Giardia lamblia, ingresan al or-
ganismo como quistes. Luego de ser liberadas por los jugos
géstricos comienza el desenquistamiento y la division en duo-
deno, (protegido por el mucus).Existen numerosas sustancias
téxicas que destruyen a los trofozoitos ( enzimas lipoliticas,
acidos grasos no saturados, monoglicéridos, etc.). En el caso
de Cryptosporidium spp e Isospora belli, la aparicion en heces
es discontinua, con formacién de sucesivos periodos sexuales
y asexuales, con periodos de prepatencia variable. Por lo an-
tedicho concluimos que no se puede diagnosticar con la reco-
leccion de una sola muestra fecal. Para busqueda de
trofozoitos, quistes y huevos, se recomienda recoger 6-7 mues-
tras de materia fecal. En caso de diarreas cronicas, o sospe-
cha de amebiasis, se recomienda recolectar 6-7 muestras dia
por medio, en un lapso de 15-20 das. El conocimiento del po-
tencial bidtico, el periodo de prepatencia y ciertos caracteris-
ticas fisico-quimicas como la gravedad especifica contribuyen
a mejorar y orienta la busqueda. Cuando el parasito involucrado
presenta bajo potencial biético y el método utilizado es de baja
sensibilidad disminuye la posibilidad de hallazgo. Si bien el diag-
néstico parasitolégico perfecto no existe pero podemos mejo-
rar la probabilidad de hallazgo utilizando técnicas de concen-
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tracion por flotacion, por centrifugacion, otras técnicas espe-
ciales.

Las técnicas de diagnostico se dividen en: a) Métodos de
concentracion: fisicos (sedimentacion, flotacién, etc.) y fisico-
quimicas o bifasicas. Ademas es conveniente usar técnicas
especiales: Escobillado anal, test de Graham para recuperar
huevos de Enterobius vermicularis y huevos de Taenia spp.
Técnica de Baerman y cultivo de Harada Mori para recuperar
larvas. Técnica de Stool, Kato Katz para recuento de huevos.
Para mejorar la visualizacién se utilizan coloraciones
extemporarias: lugol, Mif, eosina. b) Coloraciones permanen-
tes: tricromica de Gomorri - Wheatley, hematoxilina férrica, etc.
c) Coloraciones especiales para coccidios: Kinyoun, Auremina,
Safranina etc. El control de calidad se realiza testeando las téc-
nicas usadas con muestras recibidas periédicamente por un
ente organizador, que envia, controla los resultados y las téc-
nicas usadas por el laboratorio emisor. El laboratorio de
enteroparasitos del Departamento de Parasitologia Sanitaria del
Instituto Nacional de Parasitologia Mario Fatala Chaben, reali-
za para la Red Nacional de helmintos, control de calidad en el
diagnostico, para lo cual recibe y envia muestras incognitas con
diferentes enteroparasitos.

MR31. Estudios de epidemiologia molecular de la hidatidosis.
ROSENZVIT M.

Dpto. de Parasitologia Sanitaria de INP "Dr. Mario Fatala
Chaben” ANLIS/Malbran.

Para realizar estudios epidemiolégicos de la hidatidosis que
permitan conocer la prevalencia de las distintas areas endémi-
cas es necesario determinar si el principal transmisor de esta
zoonosis, el perro, esta infectado con Echinococcus granulosus.
Esto se realiza en la actualidad mediante purga con bromhidrato
de arecolina y observacién de los gusanos adultos expulsados.
Este método es especifico, pero tiene baja sensibilidad y
reproducibilidad y presenta riesgos para el personal
involucrado, no resultando adecuado para trabajar con altos
nameros de muestras. Otro inconveniente es que, por distin-
tos motivos, como prefiez, enfermedad o edad avanzada del
animal, no siempre es factible realizar la purga a todos los pe-
rros que se desea analizar o bien ésta puede fallar. Teniendo
en cuenta estos inconvenientes hemos propuesto un método
para detectar huevos del parasito en heces de perros recien-
temente expulsadas o depositadas en el ambiente. Para esto
se solicitaria al personal sanitario de cada zona endémica la
recoleccion de materia fecal canina. En nuestro laboratorio se
realizaria la amplificacion de un elemento de repetitivo de ADN
especifico de Echinococcus granulosus mediante PCR. Este
método se complementaria con la deteccion de coproantigenos,
cuya sensibilidad dificulta el andlisis en los perros con baja
carga parasitaria, 20 parasitos adultos expulsados o menos.
Otro factor que juega un papel importante en la epidemiologia
de la hidatidosis es la existencia de cepas del parasito. Una
cepa de Echinococcus se define como un grupo de individuos
que difieren estadisticamente de otros grupos de la misma es-
pecie en uno o mas caracteres genéticamente determinados
gue tengan importancia actual o potencial en la epidemiologia
y el control de la hidatidosis. Las distintas cepas se denomi-
nan de acuerdo al huésped intermediario donde fue detectado
por primera vez. Las cepas descriptas hasta el momento son
las cepas oveja, vaca, oveja de Tasmania, cerdo, caballo, ca-
mello, bufalo y cérvido. La existencia de distintas cepas afecta
la transmisién y el control de la hidatidosis ya que cada cepa
puede tener distinto rango de huéspedes, algunas de ellas no
son infectivas para el hombre. Otro aspecto en que difieren es
en la duracion del periodo prepatente, es decir el tiempo que
transcurre desde la ingestion por parte del perro de
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protoescdlices hasta la eliminacién de huevos en su materia
fecal. En los programas de control de la enfermedad se le su-
ministra a los perros un antiparasitario antes de que pueda eli-
minar huevos del parasito, para lo que se tiene en cuenta la
duracion de este periodo. Por este motivo es de fundamental
importancia conocer con qué cepa estan infectados los perros
de cada region. La existencia de cepas también afecta la
patogénesis y el curso clinico de la hidatidosis y debe tenerse
en cuenta para el disefio de reactivos de diagnéstico ya sean
inmunoldgicos o basados en ADN y en el disefio de vacunas y
drogas quimioterapéuticas de la enfermedad. Para determinar
las cepas presentes en nuestro pais hemos establecido una red
en la que se nos envia material parasitario, quistes hidatidicos
de distintos huéspedes intermediarios, incluido el hombre y
parasitos adultos para su andlisis. Se extrae el ADN y se de-
termina la cepa mediante el andlisis de genes ribosomales y
mitocondriales. De esta manera se determind la existencia en
nuestro pais de las cepas oveja, oveja de Tasmania, camello,
cerdo y vaca. La infeccién en humanos en nuestro pais es
causada por las cepas oveja, oveja de Tasmania y camello.
Hasta el momento no se habia descripto la infeccién en huma-
nos por estas dos Ultimas cepas. Estos datos deben tenerse
en cuenta en el disefio de programas de control. El laboratorio
de Hidatidosis del Departamento de Parasitologia Sanitaria del
Instituto Nacional de Parasitologia realiza el diagnéstico de
cepas para la Red Nacional de Helmintos segln acuerdos es-
tablecidos para caracterizar las variantes genéticas que se
encuentran en distintas areas endémicas del pais. Ademas,
esta organizando la determinacion del riesgo de transmision en
heces de perros, coproantigenos positivos.

MR32. Inmunodiagné6stico y control de calidad de
Equinococcosis y Trichinellosis. SANTILLAN G.

Dpto. de Parasitologia Sanitaria de INP "Dr. Mario Fatala
Chaben” ANLIS/Malbran.

El liquido hidatidico ovino es el material mas usado para el
serodiagndstico de Equinococcosis quistica (EQ), contiene
varios antigenos derivados del metabolismo del parasito, junto
con algunos componentes del huésped. La técnica mas emplea-
da en los dltimos afios para el diagnoéstico de EQ es la doble
difusion 5(DD5). La sensibilidad de esta técnica para la detec-
cién de EQ hepatica es de 50 a 80%. Actualmente se prefiere
el empleo de ELISA para la deteccién de pacientes asinto-
maticos, ya que son altamente sensibles aunque no son 100%
especificas, debido a la reactividad cruzada entre componen-
tes antigénicos del liquido hidatidico comunes con otras
parasitosis o con proteinas contaminantes del huésped. En
nuestro Dto. se capacitara a personal de los programas de
control, para iniciar la red de diagnostico tanto de EQ como la
deteccion de Parasitos adultos en perro. En el diagnostico de
EQ se empleara la técnica de ELISA con antigeno total. La
técnica de western blot, se utilizara para confirmar casos indi-
viduales. Se realiza empleando antigeno purificado por cam-
bios en la fuerza iénica, llamado S2 B (Coltorti, 1989) es una
fraccion rica en componentes del antigeno 5 y B, consideran-
do positivo cuando se visualizan las bandas de 55-65 k D per-
teneciente al antigeno 5 ya que los componentes del antigeno
B no son reconocidos por todos los pacientes, La sensibilidad
de esta ultima técnica fue del 100%, para el antigeno 5y la
especificidad del 95%, solo se observo reactividad cruzada,
en pacientes con neurocisticercosis. Esta cross reaccion de
las bandas de 65-55 kD ya fue descripta anteriormente por otros
grupos de trabajo. En todas las técnicas seroldgicas para dis-
minuir la reactividad con componentes del liquido hidatidico, las
diluciones de los sueros se realizan en un buffer con fosforil
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colina, hapteno comun en la naturaleza. Para evaluar el trata-
miento quirdrgico o quimioterapico o cuando la serologia es
negativa, se emplea, Elisa de captura para la deteccion de
antigenos circulantes (CAg) y complejo inmune circulante(CIC).
El diagnoéstico de equinococcosis en perros se realiza por
ELISA de captura descripta por Allan et al(1992), de poco ries-
go de contaminacion con huevos tanto para el operador, como
la poblacion y el medio ambiente. Se emplea como anticuerpo
un anti- antigeno total del parasito, obteniéndose una sensibili-
dad del 78% y una especificidad de 85% comparada con la
purga de arecolina. Otro helminto presente en la Republica
Argentina es la Tricinella spiralis, produce infecciones trasmiti-
das por alimentos que se deben a la ingesta de carne de cer-
dos y sus derivados. La Tricinella spiralis produce diferentes
tipos de antigenos, contra los que responde el sistema inmune
del huésped. Dentro de estos antigenos se encuentra los de
excrecidn-secrercion que se originan en los esticosomas. Es-
tos se emplean en técnicas inmunoenzimaticas que son Uti-
les tanto para el diagndstico de personas como de cerdos.
También se utiliza la técnica de IFl donde se detectan antigenos
de la cuticula del parasito. En nuestra experiencia la sensibili-
dad de ambas técnicas fue del 100%, mientras que la especi-
ficidad fue del 90% para ELISA 'y 76 % para la IFl. En este
caso también se capacitara personal y se distribuira antigeno
para el diagndstico por IFI. El control de calidad de estas téc-
nicas serolégicas se realiza mediante el control de antigeno,
la titulacién del conjugado con sueros de referencia. El Servi-
cio de Inmunologia del Dto. realiza estos diagndsticos para la
Red Nacional de Helmintos, tanto para el diagndstico clinico
como para cooperar con los estudios de campo que soliciten
las distintas jurisdicciones y hace control de calidad del diag-
néstico aceptando muestras para confirmacion del resultado
como enviando muestras desconocidas a los laboratorios de
la Red.

Mapa epidemiol6égico de las parasitosis en la
Replblica Argentina. GURTLER R coordinador

MR33. Epidemiologia y control de la hidatidosis/
equinococcosis en Américadel Sur. LARRIEU E.

Consejo Provincial Salud Publica de Rio Negro, Argenti-
na. Catedra de Epidemiologia y Salud Publica de la U. N.
de La Pampa. E mail: msrione@anmat.gov.ar.

La Hidatidosis/ Equinococcosis se extiende por todo Amé-
rica del Sud. Las zonas de mayor prevalencia son, sin embar-
go, las regiones rurales donde la cria de ganado es la activi-
dad econémica principal: Argentina, Uruguay, Chile, el sur del
Brasil y las sierras del Peru. El ciclo oveja - perro es el mas
extendido en América del Sur ofreciendo las condiciones 6pti-
mas para el desarrollo del parasito. Esto ocurre al permitirse
gue los perros domésticos se alimenten de visceras crudas de
animales infectados, situacion que se produce basicamente en
el faenamiento para consumo en los establecimientos ganade-
ros, siendo habitualmente sacrificados con esta finalidad ovinos
adultos que presentan altas tasas de parasitismo y elevado
porcentaje de quistes fértiles. Los animales muertos en el cam-
po, especialmente en el invierno, constituyen otra fuente de
infeccion. La transmision de la enfermedad también se produ-
ce en muchas areas urbanas debido a las deplorables condi-
ciones sanitarias de un gran nimero de mataderos que posibi-
litan la salida de desechos de faena sin tratamiento adecuado.
A pesar de la dispersion de datos existentes, se ha estimado
gue mas de 2.000 casos nuevos humanos se notifican cada
afio en la Region. En Argentina en particular, la hidatidosis esta

difundida en todo su territorio, aunque alcanzando los mayo-
res niveles endémicos en la Patagonia (Rio Negro, Chubut,
Neuquén, Santa Cruz y Tierra del Fuego), sur de Mendoza,
Prov de Bs As, Corrientes y region noroeste (Jujuy y Salta) En
relacion al hombre, se han registrado 2096 casos nuevos en
las Prov del Sur del Pais (Chubut, Rio Negro, Neuquén y Tie-
rra del Fuego) en el periodo 1984/88 (tasa de incidencia anual
de 41 x 10°%) y 471 casos nuevos en la Prov de Bs As en el
periodo 1983/87 (tasa de incidencia 0.8 x 10°). En el periodo
1988/92 el promedio anual de casos para todo el pais es de
464 casos (tasa de incidencia nacional de 1.42 x 10° aunque
en alguna de las Prov endémicas esta tasa se ubica entre el
32 x 10°y el 66.3 x 10°). La mortalidad alcanza a 45 casos al
afio, siendo la tasa de letalidad del 6%.Entre el 2% y el 3% de
los dias/cama ocupados en los servicios oficiales en areas
endémicas , corresponde a enfermos de Hidatidosis. Encues-
tas seroepidemiolégicas con DD5 realizadas en escuelas ru-
rales de Rio Negro revelaron que 2050 x 10° de los nifios eran
portadores de quistes hidatidicos, ubicandose estas cifras en
el 150 x 10° en la Prov de Bs As y en el 3010 x 100000 en
Tierra del Fuego. Las encuestas ultrasonograficas en pobla-
cion rural, por su parte, mostraron cifras de 5510 x 10° en
Pilcaniyeu (Rio Negro), 14900 x 10° en Loncopue (Neuquen) y
6200 x 105 en (Chubut). El huésped definitivo, por su parte,
presenta elevados niveles de parasitacion. Las tasas globales
de infeccién equinococcoésica canina correspondientes a la
Patagonia y la Prov de Bs As fluctuaban, antes de la aplica-
cion de medidas de control, entre el 28.2% (Huiliches,
Neugquen), el 40.2% (Cushamen, Chubut), el 41.5% (Norquinco,
Rio Negro) y el 28.2% (Azul, Bs As). En el ganado, las tasas
mas altas de infeccién hidatidica se han registrado también en
La Region Patagonica, la Prov de Bs As y la Mesopotamia, con
variaciones del 10% al 39% para los bovinos y del 8% al 63%
para los ovinos.Se reconocen desde 1940 variados intentos de
Control de la Hidatidosis en areas endémicas de Brasil, Chile,
Argentina y Peru. Estos intentos adquieren desde 1970 carac-
teristicas de disefio integral en los Proyectos de Control de
Neuquén (Argentina), Flores (Uruguay) y SAIS Tupac Amaru
(Pert) alcanzando éxitos parciales en la disminucion de las
tasas de prevalencia equinococcdsica canina y en el nUmero
de casos humanos nuevos. En la actualidad se desarrollan
Programas en forma estable en las Regiones XIl y XI (Chile)
puestos en marcha en 1979 y 1982 respectivamente, en las
Prov de Tierra del Fuego, Rio Negro, Chubut y Bs As (Argen-
tina) desde 1975, 1979, 1980 y 1990 respectivamente y en
Uruguay desde 1990. Estos Programas han desarrollado es-
trategias generales de Registro y desparasitacion sistematica
de canes con el tenicida Praziquantel, evaluacion de la
Equinococcosis canina mediante la dosificacion a un porcen-
taje de perros con el tenifugo Bromhidrato de Arecolina, con-
trol de faena en mataderos oficiales y promocién de la cons-
truccion de carneaderos en establecimientos ganaderos, edu-
cacion sanitaria, registro de casos humanos nuevos y legisla-
cion. También se han sistematizado encuestas seroepide-
miolégicas y, modernamente, encuestas ultrasonogréficas en
grupos humanos especificos (por ejemplo escolares o trabaja-
dores rurales) para vigilancia epidemiolégica, diagnostico pre-
coz y tratamiento especifico (basado en el seguimiento
ecografico de los quistes de menos de 3 cm de diametro,
quimioterapia con albendazol como primera estrategia de ata-
que, tratamiento quirdrgico no invasivo mediante puncién como
segunda estrategia o tratamiento quirargico convencional en
algunos tipos especificos de quistes) En conjunto, en América
del Sur aproximadamente 221000 canes son sometidos a ac-
tualmente a desparasitacion sistematica con Praziquantel. Los
resultados de los Programas de Control en Chile, Argentina (ej.
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Rio Negro y Tierra del Fuego) y Uruguay han sido alentado-
res, con una disminucion sostenida en el nimero de casos
humanos en las poblaciones de riesgo beneficiadas con las
estrategias de control. BIBLIOGRAFIA 1.- Thakur A. Instituto
Interamericano de Cooperacién para la agricultura. Serie de
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MR34. Epidemiologia de las enfermedades transmitidas por
vectores en la Provincia de Salta. ZAIDENBERG M.

Programa Nacional de Paludismo, Ministerio de Salud y
Accion Social de la Nacién.

Paludismo: El area endémica comprende las provincias de
Salta y Jujuy, y en forma esporadica, Misiones y Corrientes
en el NEA. En los Departamentos de San Martin y Oran, Sal-
ta, se producen alrededor del 80% de los casos del pais. De
éstos, mas del 80% de los casos detectados en 1998 se halla-
ban asociados a migraciones internacionales. Los problemas
asociados con el control del paludismo se relacionan con: 1.
Geografia de dificil acceso asociada a las condiciones
climaticas. 2. Contiguidad de areas en la frontera internacional
con zonas sin un control adecuado. La tendencia creciente en
la ocurrencia de casos de los primeros seis afios de la década
del 90, que en 1996 alcanz6 los 2.000, obligd a un planteo ac-
tivo en la zona de los distritos de Yacuiba y Bermejo, Bolivia.
Asi, en 1996 y 1997, personal del Programa Nacional de Pa-
ludismo realiz6 vigilancia epidemioldgica y rociado en areas de
riesgo. Posteriormente se produjo un sensible descenso alcan-
zando los 135 casos para mediados de 1999. Dadas las ca-
racteristicas del paludismo en Argentina, el control de la
endemia puede mantenerse a través del sostenimiento de las
actividades de vigilancia epidemioldgica y el rociado eventual
con insecticidas en ambos lados de |a frontera.

Leishmaniosis: Es una endemia asociada al trabajo rural y
a los desmontes. La década del 90 se caracterizé por una ten-
dencia francamente creciente en el niUmero de casos, superan-
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do en los dltimos dos afios el canal endémico de la provincia
de Salta (méas de 900 casos por afio). Las actividades del pro-
grama de control de la provincia estan dirigidas a la basqueda
de pacientes, diagnostico y tratamiento oportuno. Sin embar-
go, no se considera suficiente este abordaje dado que la gran
mayoria de los casos esta relacionado con los desmontes in-
tensivos y las condiciones de trabajo. Por tanto, se insiste en
la necesidad de involucrar a los distintos sectores de la socie-
dad para llegar a acuerdos para el cumplimiento de la legisla-
cion laboral vigente; difundir los elementos basicos para una
adecuada proteccion del personal involucrado, y buscar el com-
promiso de las empresas en su cumplimiento.

Enfermedad de Chagas: La provincia de Salta se encuen-
tra en Vigilancia. Desde hace més de una década el promedio
provincial de infestacion domiciliaria es inferior al 3%. Sin em-
bargo, hay zonas como los departamentos de Rivadavia, Metan,
Anta, en las que peridédicamente se producen focos de
reinfestacion. Tales zonas se encuentran localizadas en &reas
fronterizas con zonas con bajo nivel de control de la endemia,
sumadas a las caracteristicas geograficas, ecoldgicas y cultu-
rales que favorecen la multiplicacién y dispersion de los
triatominos. La vigilancia se lleva a cabo a través de los Agen-
tes Sanitarios y la comunidad asistida en algunas areas. Se
insiste en la necesidad de buscar méas protagonismo de secto-
res de la sociedad, como la comunidad docente (maestros, ni-
flos, familia) de la zona a través de talleres integrados con los
Agentes Sanitarios locales. Con relacién a la transmision no
vectorial, se realiza el control de todos los bancos de sangre
oficiales mediante la determinacion sistematica de pruebas
seroldgicas. El control del Chagas perinatal se realiza mediante
los controles serolégicas de las embarazadas y el seguimien-
to del hijo de madre chagésica.

Dengue: En Salta, luego de la epidemia de dengue clasico
de 1998, estan presentes los siguientes factores asociados al
riesgo de transmision de la infeccion por dengue: 1. Factores
entomoldgicos: Infestacion alta por Aedes aegypti en los me-
ses del verano. 2. Factores ecolégicos: altas temperaturas y
precipitaciones intensas. 3. Participacion comunitaria en los pro-
gramas de control: baja, en términos generales. 4. Agravamien-
to de la situacion epidemiol6gica en Bolivia, Paraguay y Brasil:
confirmacion de casos de dengue clasico en Yacuiba, Bolivia;
epidemia de dengue clasico y hemorragico en dos departamen-
tos del Paraguay; circulacion de tres serotipos (I, Il y IV) en
Brasil. 5. Respuesta inmune y circulacion viral. Un estudio re-
presentativo de la poblacion realizado en la ciudad de Tartagal,
aproximadamente un afio después de la epidemia del afio 1998,
revel6 una prevalencia de infeccion por serotipo Il del 71% (de-
terminaciones realizadas por el INEVH-ANLIS Malbran de Per-
gamino). Informacién preliminar de un estudio serolégico con
800 determinaciones realizadas en las localidades de Salva-
dor Mazza, Aguaray, Oran y Embarcacion indicé una prevalen-
cia para Salvador Mazza de 7,2%, Aguaray, 9,1%; Oran, 8,4%,
Embarcacion, 25% (Laboratorio del hospital del Milagro, Sal-
ta). De este modo, es previsible la aparicion de epidemias de
dengue clasico cuya magnitud podria llegar a ser de grandes
proporciones en tanto estén dadas las condiciones de referen-
cia, con el agravante de la posible aparicion de casos de den-
gue hemorragico.

MR 35.Riesgo de Transmision de Schistosoma mansoni en
Argentina. SPATZL, GONZALEZ CAPPA SM.

Depto. de Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia, Fac
de Medicina, UBA

En Sudameérica algunas especies de caracoles acuaticos del
género Biomphalaria sirven de hospederos intermediarios du-
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rante el ciclo de vida del trematode Schistosoma mansoni. En
las ultimas décadas se produjo en Brasil, pais con mas de seis
millones de personas afectadas por el parasito, una continua
expansion de la enfermedad registrandose actualmente nume-
rosos focos en los estados de Santa Catarina, Parana y Rio
Grande del Sur, vecinos a las provincias del litoral argentino.
Aunque aun no se han comunicado casos autéctonos, existen
en nuestro pais siete especies del género Biomphalaria , dos
de las cuales, B. straminea y B. tenagophila, serian potencial-
mente capaces de transmitir a S. mansoni. Hasta el momento,
la determinacion sistematica de estas especies de caracoles
se realizaba en base a diferencias observadas en la morfolo-
gia del aparato reproductor. En algunos casos, este método no
permite diferenciar con certeza subespecies o especies geme-
las dado que las diferencias morfoldgicas entre ellas pueden
ser minimas. Debido a ello se utilizaron técnicas de biologia
molecular (PCR y RFLP), para caracterizar a todas las espe-
cies del género Biomphalaria presentes en Argentina. La me-
todologia utilizada permitio identificar y distinguir correctamen-
te a aquellas especies y/o ejemplares que presentaban gran
similitud morfoldgica pero que tienen distinta importancia epi-
demioldgica dado que unas pueden ser hospederos interme-
diarios de S. mansoni y otras no. A fin de evaluar la capacidad
de transmision del parasito que presentan B. straminea y B.
tenagophila, se realizaron estudios experimentales de suscep-
tibilidad utilizando diversas poblaciones de caracoles del lito-
ral argentino. Los resultados de los ensayos con B. tenagophila
mostraron entre un 4% y un 8% de caracoles susceptibles. La
especie B. straminea se mostré refractaria al parasito. Debido
a la modificaciones que pueden provocar otros trematodes en
la capacidad de transmision de los caracoles, se realizaron
infecciones experimentales simultaneas con S. mansoni y Z.
Lunata, parasito presente naturalmente en las biomphalarias del
litoral. Se observé un 15% de caracoles B. straminea (anterior-
mente refractaria) parasitados con S. mansoni. Esto modifica
la importancia de B. straminea como potencial transmisor de
la enfermedad, dado que a pesar de mostrarse resistente en
el laboratorio, en ciertas circunstancias como la descripta an-
teriormente presenta un mayor porcentaje de caracoles
parasitados. Tanto las poblaciones de B. tenagophila como de
B. straminea estudiadas son circunstancialmente capaces de
transmitir la parasitosis y representan un riesgo importante ante
la eventual introduccion del parasito en la region

Vectores y reservorios. SALOMON O coordinador

MR36. Actualizaciones sobre entomopatdgenos de culicidos
(Diptera:Culicidae) de la Argentina. MICIELI MV,
GARCIA JJ Y LOPEZ LASTRAC.

Centro de Estudios Parasitolégicos y de Vectores
(CEPAVE) Calle 2 N° 584, 1900 La Plata.

En relajamientos de enemigos naturales realizados en dis-
tintas especies de culicidos de la Argentina se hallaron
microsporidios, hongos, nematodes y bacterias. Los
microsporidios son patégenos microbianos comunes en pobla-
ciones de mosquitos. Los estudios realizados en microsporidios
de culicidos abarcan aspectos taxonémicos (aislamiento e iden-
tificacién), dilucidacion de ciclos biolégicos y estudios
epizootiolégicos. Se hallaron 18 microsporidios, 10 son espe-
cies nominadas pertenecientes a los géneros Amblyospora
Hazard & Oldacre, Parathelohania Codreanu y Hazardia Weiser
(1-3), siete fueron identificados a nivel genérico (4; 5) y uno
incluido en el género colectivo Microsporidium Balbiani (3).Las
investigaciones sobre ciclos biolégicos se han desarrollado en

distintas especies del género Amblyospora y solo en dos de
ellas se dilucid6 el ciclo completo, incluyendo la identidad del
hospedador intermediario y las tres secuencias de desarrollo,
Amblyospora albifasciati Garcia & Becnel, parasita de Aedes
albifasciatus (Macquart) y cuyo hospedador intermediario es
Mesocyclops annulatus (Wierzejski) (6) y Amblyospora dolosi
Garcia & Becnel, paréasita de Culex dolosus L. Arribalzaga y
Metacyclops mendocinus (Wierzejski) (hospedador intermedia-
rio) (7). En estas dos especies se han realizado estudios
epizootioldgicos con el objetivo de conocer la dinamica de es-
tos dos sistemas, y evaluar los niveles de regulacién natural
gue estos patdgenos ejercen sobre sus hospedadores. Se com-
prob6 que estos protistas presentan una elevada eficiencia en
sus dos vias de transmision, horizontal y vertical. La transmi-
sion transovarica (vertical) permite la persistencia del parasito
en condiciones adversas y en ausencia del hospedador inter-
mediario y contribuye a la dispersion del microsporidio hacia
nuevos ambientes, y la transmision horizontal permite amplifi-
car los niveles de infeccion. Esta habilidad para persistir en sus
hospedadores constituye un atributo de estos microsporidios
como controladores biolégicos pero su baja virulencia, la ele-
vada especificidad y la producciéon masiva de esporas dificil y
costosa limitan su comercializacion. No obstante, la necesi-
dad de hallar medidas de control seguras desde el punto de
vista ambiental ofrece posibilidades para el uso de estos
protistas en programas de control integrado de plagas.Con
hongos entomopatogénicos se han realizado hasta el presente
estudios taxondémicos, de ciclos biolégicos, ensayos de
patogenicidad y bioensayos de laboratorio. Se identificaron 13
especies fangicas entomopatogénicas (8-13). Leptolegnia
chapmanii (Oomycetes: Saprolegniales) es la especie que pre-
senta mejor potencial como agente de control biolégico de
mosquitos. Fue aislada a partir de larvas de Ae. albifasciatus
recolectadas en un cuerpo de agua temporario en el partido de
La Plata (13). Presenta un ciclo de vida de un solo hospedador,
una patogenicidad elevada (100% de mortalidad a las 24 ho-
ras en larvas de Ae. albifasciatus, Ae. aegypti y Ae. crinifer) y
es facil de conservar en cultivos in vitro (agar harina de maiz)
e in vivo (en larvas de Ae. aegypti).En larvas de Culex pipiens
y Ae. aegypti fueron halladas bacterias que hasta el presente
no han sido identificadas.Se estan realizando estudios
epizootiolégicos del nematode Strelkovimermis spiculatus
Poinar & Camino, parasito de Ae. albifasciatus. Los resultados
preliminares muestran una elevada patogenicidad, con altos
niveles de mortalidad natural en larvas de cuarto estadio. Tam-
bién se observé que las formas prepésitas o formas infectivas
permanecen vivas al menos 7 dias en condiciones naturales y
30 dias en condiciones de laboratorio. Estos atributos y la
posibilidad de ser criados masivamente (14) sefialan un futuro
promisorio de este patégeno para ser considerado en progra-
mas de control integrado de mosquitos .Bibliografia. 1-Garcia,
J. J. & N. B. Camino. 1990. Neotropica 36 (96): 83:86; 2-
Garcia, J. J. & J. J. Becnel. 1994. J. Invertebr. Pathol. 64: 243-
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MR37. Entomologiaforensey miasis. OLIVA A.

Laboratorio de Entomologia Forense - Museo argentino
de Ciencias Naturales.

La entomologia forense estudia los artropodos que se en-
cuentran sobre los cadaveres, a fin de datar el deceso y, de
ser posible, deducir circunstancias que lo rodearon o lo siguie-
ron. Para esto, se determinan las especies, ya que distintas
especies son atraidas por diferentes etapas de la descompo-
sicion, y en muchos casos estan activas s6lo durante una par-
te del afio. Ademas, se toma en cuenta el punto alcanzado por
cada especie en su desarrollo ontogenético. Para aplicar esta
técnica, es necesario conocer el tiempo que lleva el desarrollo
de cada especie en diferentes condiciones. Los estudios en la
Argentina mostraron que la sucesion difiere de la aceptada por
los textos usados por los médicos. Aunque las especies mas
importantes son cosmopolitas que desplazan a las autéctonas,
se comportan de manera diferente en una zona templado-fria
(p. €j. Paris), una templado-céalida (Buenos Aires), o una
subtropical (Posadas). Ademas, hasta bien entrado el siglo XX
los estudios se hicieron en climas himedos. En nuestro pais
hay grandes areas aridas o semiaridas, para las cuales se re-
quiere informacién. Ademas de pericias forenses, se estan
haciendo muestreos constantes en Capital Federal y un expe-
rimento de campo en Gran Buenos Aires. Casos ocasionales
han mostrado que en nuestros climas subtropicales se dan
condiciones que merecen estudio aparte. Se esta poniendo
énfasis en difundir esta disciplina entre médicos legistas, ma-
gistrados y funcionarios de policia, lo cual resulta mas trabajo-
so por la falta de textos apropiados a nuestra realidad. La miasis
es la invasion de tejidos vivos, animales o humanos, por lar-
vas de mosca. Varias especies de interés forense pueden pro-
ducir miasis accidentales, porque las hembras son atraidas por
la presencia de bacterias en heridas o cavidades naturales.
Unas pocas especies son parasitas obligatorias. Las miasis
humanas endémicas en nuestro pais son causadas por dos
especies: Dermatobia hominis (Cuterebridae) y Cochliomyia
hominivorax (Calliphoridae). Los médicos de Buenos Aires
muchas veces desconocen la etiologia de estas dolencias, lo
cual perjudica el tratamiento. Los facultativos del norte del pais
tienen un buen conocimiento empirico de estos parasitos, pero
al desconocer la bionomia de los insectos encuentran dificul-
tades para la profilaxis.

MR38. Mosquitos y enfermedades emergentes. ALMIRON WR.

Centro de Investigaciones Entomoldgicas de Cérdoba, Fa-
cultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, UNC, Av.
Vélez Sarsfield 299, 5000 Cérdoba, Argentina.

Los mosquitos merecen particular atencién en todo el mun-
do, por su importancia como reservorios y vectores de enfer-
medades. El papel que desempefian como vectores de enfer-
medades humanas como fiebre amarilla, paludismo o malaria,
filariasis, dengue, encefalitis, etc., es perfectamente conocido.
Su interferencia en el trabajo de campo, en la cria de ganado
y su produccion, se ve reflejada en las pérdidas que provocan.
El paludismo es una de las enfermedades mas importantes de
la humanidad que parecia estar dominado al promediar la dé-
cada del 50; sin embargo, en los dltimos 30 afios la infeccién
recrudecioé en muchos paises. Aproximadamente el 56% de la
poblacién mundial vive en areas endémicas, mientras que el
16% de esa poblacion esta radicada en regiones donde la in-
feccién ha sido eliminada recientemente. La mayor parte de los
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casos se presentan en Africa, le siguen Asia y areas del Paci-
fico y América Latina. La tendencia en América Latina (segun
la OPS), indicaba un ascenso continuo en el nimero de casos.
El &rea paltdica, en la Argentina, abarcaba Salta, Jujuy, Tucu-
man, Santiago del Estero, Catamarca, La Rioja, Formosa, Cha-
co, Misiones, Corrientes y pequefias areas en San Juan, San
Luis y Cérdoba; Anopheles pseudopunctipennis es vectora en
la region paraandina y An. darlingi en la region misionera. Ac-
tualmente quedan focos con problemas en Salta y Jujuy, es
decir, que solo en el 4% del area paltdica tradicional se regis-
tran casos. A pesar de la ejecucién de un buen programa de
control del paludismo en la Argentina, la OMS la sefialaba como
uno de los paises en que el nUmero de casos estaba aumen-
tando. El dengue se ha convertido en la principal enfermedad
viral transmitida por mosquitos en el mundo, especialmente en
las zonas densamente pobladas de los trépicos, aunque tam-
bién se extiende a regiones subtropicales y templadas. Aedes
aegypti («kmosquito de la fiebre amarilla») es el principal vector
del virus causante de la fiebre amarilla urbana, tanto en Africa
como en América, y también lo es de los virus causantes de
dengue. En 1963, 17 paises del continente americano certifi-
caron la erradicacion de Ae. aegypti de sus territorios, luego
de las acciones que iniciara la OPS en 1947. Durante la déca-
da del 70, el apoyo de los distintos paises a los planes de
monitoreo y control de estos mosquitos disminuyé. Hacia fina-
les de la misma década numerosos paises habian sido
recolonizados. En 1995, Ae. aegypti presentaba una distribu-
cion similar a la del afio 1940, es decir, la falta de una politica
sanitaria a largo plazo condujo a que se malograra el esfuerzo
realizado. La situacién en la Argentina es similar al resto de los
paises americanos. Actualmente, Buenos Aires, Catamarca,
Chaco, Cérdoba, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Jujuy, La
Pampa, La Rioja, Misiones, Salta, Santa Fe, Santiago del Es-
tero y Tucuman estan infestadas por estos mosquitos. Los al-
tos indices de transmisién de dengue en Bolivia, Brasil, Para-
guay, Colombia, Venezuela y Centroamérica debieron
alertarnos del riesgo, maxime en momentos de globalizacién
cuando el intercambio comercial y turistico es importante. La
reciente entrada de Ae. albopictus al pais, otra especie de im-
portancia sanitaria y relacionada a Ae. aegypti, podria contri-
buir a desmejorar la situacion. Hasta ahora, en la Argentina s6lo
se registraron casos de dengue en Salta, Jujuy y Misiones. La
erradicacion de Ae. aegypti resulta muy dificil, consecuente-
mente las epidemias de dengue estan aumentando en el mun-
do. Es necesario disminuir el riesgo de transmision de estas
enfermedades intensificando las acciones de educacion sani-
taria, vigilancia y control de vectores, estudiando la biologia
de los vectores, coordinando el esfuerzo de las unida-
des ejecutoras (municipios, provincias y nacion) y de investi-
gacion.

MR39. Insectos y vertebrados. LIZARRALDE DE GROSSO M.

Instituto Superior de Entomologia, U.N. de Tucuméan E-
mail: instlillo@infovia.com.ar.

Se han descripto hasta el momento alrededor de 1.700.000
de especies bioldgicas, de las cuales méas del 50% son de in-
sectos. Entre los factores mas importantes del éxito de este
grupo se encuentran su esqueleto altamente protector a la de-
secacion, la colonizacion de ambientes terrestres antes que los
cordados, su cuerpo relativamente pequefio, alta tasa de re-
produccion con generaciones cortas, excelente capacidad de
vuelo y sus tipos metamorfosis. Sus habitats y comportamien-
tos alimentarios son muy variados, favoreciendo que alrededor
de 300 mil especies de insectos sean directamente perjudicia-
les para el hombre. Producen dafios en sus cosechas y pro-



CONFERENCIAS, MESAS REDONDAS Y GRUPOS DE TRABAJOS 33

ductos de origen vegetal, y atacan en forma directa al hombre
y su ganado. Dentro del reino animal solo los insectos y los
vertebrados han logrado conquistar con éxito el medio terres-
tre. Ambos han convivido durante practicamente toda su histo-
ria evolutiva. En el curso de esta larga asociacion las relacio-
nes troficas entre ambos han evolucionado hasta alcanzar el
parasitismo por parte de algunos insectos sobre los
vertebrados. Los ordenes Phthiraptera y Siphonaptera, varias
familias y especies de Dermaptera, Hemiptera (Suborden
Heteroptera), Lepidoptera, Coleoptera, y Diptera dependen de
los tejidos (entre ellos la sangre) de los vertebrados para su
existencia en una parte o durante toda su vida. Esto trae como
consecuencia ademas la posibilidad de transmisién de organis-
mos patégenos, entre huéspedes vertebrados incluyendo algu-
nos de los responsables de muchas de las mas importantes
enfermedades del hombre. Pero no solo el parasitismo los une.
En el pasado la abundancia de insectos como alimento de los
vertebrados jugé un papel importante en la evolucion de repti-
les, aves, mamiferos en general y primates en particular. Por
lo que nos muestran los fosiles, las formas mas antiguas de
cada grupo de vertebrados parecen haber sido insectivoras, y
todavia en la actualidad los insectos son una fuente de alimento
importante para muchos de ellos. Los p4jaros urbanos més
comunes se alimentan de insectos, asi como también lo hacen
algunos peces de agua dulce. Los insectos a su vez pueden
ser predadores de vertebrados. En general la diferencia de ta-
mafio entre insectos y vertebrados protege a estos ultimos, pero
sin embargo algunos de mayor tamafio llegan a alimentarse
de pequefios vertebrados. Los vertebrados en general pueden

prevenirse con éxito considerable de la predacion, pero no del
parasitismo. Solo pueden evitarlo los vertebrados que viven
sumergidos durante la mayor parte de su vida en el agua, so-
bre todo los que viven en el mar. A pesar de ello hay mosqui-
tos que trasmiten filarias a los leones marinos, y han sido ob-
servados picando peces que nadan a poca profundidad. El
parasitismo ha evolucionado independientemente y varias ve-
ces a lo largo de las relaciones entre estos dos grupos de ani-
males terrestres codominantes; los primeros reptiles coinciden
con la aparicién de los insectos y desde entonces coexisten
sobre la tierra. No hay evidencias de habitos de parasitismo
en los primeros insectos; aunque existe la posibilidad de que
los hubiera y hayan desaparecido con sus huéspedes sin de-
jar rastros. Se sabe si, que algunos acaros evolucionaron como
parésitos de vertebrados de sangre fria, igual que los
Pentastomidos. En el Mesozoico ya los insectos tuvieron
vertebrados de sangre caliente como posibles huéspedes. Los
primeros insectos parasitos fueron probablemente dipteros con
aparato bucal masticador, cuyas estructuras estan muy rela-
cionadas con el aparato sucto-picador de los actuales
chupadores de sangre, conspicuos por la gran cantidad y va-
riedad de huéspedes vertebrados que incluye también a los de
sangre fria. La mayoria de los parasitos reptantes podrian ha-
ber evolucionado luego de que algunos vertebrados adquirie-
ron la cubierta de pelos o plumas, la que los provey6 de tibie-
za, humedad y elementos para sujetarse y trasladarse en el
huésped. Ellos han evolucionado probablemente, a partir de
insectos que vivian en los nidos de los huéspedes o de otros
insectos predadores o carrofieros.

GRUPOS DE TRABAJOS: GT

GT1. Meningitis y Enfermedades Respiratorias Bacterianas.

LATINI OAY, MICELI IP¥, REGUEIRA M3, BALBI L*.

INER. «E. Coni» ANLIS/Malbran; 2Direccién de
Epidemiologia. MsyAS; 2INEI. ANLI.S-Malbran; “Hospital
Humberto Notti, Mendoza, Mendoza. “Coordinadores.

Las enfermedades respiratorias agudas de origen bacteriano
y las meningitis de igual origen son una de las principales cau-
sas de morbimortalidad infantil, hecho que conlleva una gran
pérdida social por el sufrimiento y los afios de vida potencial-
mente perdidos y también por el perjuicio econémico que oca-
sionan debido a la calidad y complejidad de atencién que re-
quieren. La mayoria de las muertes pueden ser evitadas si se
implementan acciones de prevencion eficaces y una vigilan-
cia epidemiolégica adecuada para prever la evolucion de las
enfermedades. Hasta 1993 un alto porcentaje de las meningi-
tis ocurridas en el pais no tenia definicién etioldgica, a partir
de ese afio se comienzan a diferenciar en virales y bacterianas
y posteriormente con definicion del agente; sin embargo auin
persiste una alta proporcion de meningitis en las que el agente
no se aisla, debido a la oportunidad de solicitud del examen, a
la inadecuada conservacion o transporte de muestras o a pro-
blemas técnicos; a su vez la proporcion de meningitis sin ais-
lamiento es muy diferente en las distintas provincias, lo que
indica diferentes grados de desarrollo de las redes provincia-
les. La definicién del perfil de N. meningitidis en el pais a par-
tir de los hallazgos de los laboratorios, permite observar que
actualmente predomina el meningococo C, aunque en algunas
provincias se esta incrementando la proporcién de B, lo que
permite a Epidemiologia estar alerta y anticipar posibles medi-
das de control. La identificacion de agentes de meningitis per-
mite evaluar el impacto de la vacuna contra H. influenzae y un
estudio que se lleva a cabo desde 1993 en 25 laboratorios re-

ferentes provinciales sobre S. pneumoniae invasivos permiti-
ré definir la composicion de la vacuna de mayor eficacia para
Argentina. Estos son so6lo algunos ejemplos del valor del la-
boratorio en la vigilancia epidemiolégica. La Red de Laborato-
rios de Respiratorias Bacterianas comenz6 a desarrollarse a
partir de 1991 y hoy involucra a 70 laboratorios coordinados
por el INEI en formaciéon de recursos humanos, control de
calidad interno y externo, distribucién de recursos y recolec-
cion y andlisis de informacion. El objetivo del control de cali-
dad es fundamentalmente el de mejorar la calidad y en esta
actividad se involucran 224 laboratorios del pais publicos y
privados. El desarrollo de las redes provinciales es variado
aungue una alta proporcion realiza actividades de capacitacion,
organizacion y esta involucrada en el programa nacional de
control de calidad. En la Provincia de Mendoza la organiza-
cion de la red comenz6 en 1993 al unirse a una Comision
Interdisciplinaria que elaboré normas de diagnéstico y que
actualmente esta compuesta por 15 laboratorios con capaci-
dad de realizar cultivos y 2 referenciales, uno para adultos y
uno para nifios, con capacidad de serotipificacion. El nivel
referencial de la red coordina la capacitacion. Esta organiza-
cion permiti6 mejorar la calidad de la notificacion obteniendo
datos de mayor precisién (serotipificacion); hecho que, unido
a la circunstancia de un trabajo conjunto con el Depto Provin-
cial de Epidemiologia, posibilité una mejor comprension de los
hechos que acontecen en la provincia, tales como el aumento
leve de la mortalidad por neumonias a neumococos y el dise-
fio de un estudio para investigar las posibles causas, o el au-
mento de la resistencia de N. meningitis C y sus posibles con-
secuencias. La estrategia de trabajo en red aumenta la eficien-
cia de los laboratorios; este hecho se ha demostrado en aque-
llas provincias en las que se han desarrollado y en la mejora
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de la calidad de la vigilancia epidemiologica. El trabajo coordi-
nado con Epidemiologia permite identificar las actividades prio-
ritarias de la Red, que cuenta actualmente con recursos huma-
nos capacitados y organizacion adecuada en varias provincias
y un sistema de control de calidad con cobertura; resta mejo-
rar aun la eficiencia en el pais, incorporando a las provincias
que aun no han logrado un buen desarrollo.

GT2. Enfermedades Febriles Exantematicas BAUMEISTER
E*, PASSEGGI C*, DECIMA DE WOLFF C3, LOPEZ DE

CAILLOU S MALLIMACI MC®, BELTRAMINO JC®.

‘Dpto de Virologia, INEI/ANLIS MALBRAN, 2Servicio de
Virologia, Laboratorio Central, MS Santa Fe, ® Direccién
de Epidemiologia Ministerio de Salud y Accion Social de
la Nacioén, “Laboratorio de Diagnéstico de Rabia Sistema
Provincial de Salud, Salta, °Hospital Regional de Usuahia
Pcia de Tierra del Fuego, Antartida e Islas del Atlantico
Sur, ®Hospital de Nifios “Dr. Orlando Alicia”, Santa Fe. 2
Coordinadores.

La importancia de contar con una Red Nacional de Labora-
torios (RNL) de Enfermedades Febriles Exantematicas (EFE)
radica en la valiosa informacién que se puede obtener acerca
de los agentes causales de las EFE en nuestro medio y de la
verdadera extensién de tales enfermedades en nuestro pais,
colaborando activamente en la Vigilancia Epidemiolégica nacio-
nal y en este caso en particular en un contexto internacional,
ya que nuestro pais se encuentra adherido al Programa de Eli-
minacion del Sarampién de las Américas para el 2000. Otra de
las misiones de una RNL es formar recursos humanos alta-
mente capacitados y ademas contar con un sistema
normatizado que asegure la buena calidad de la informacién
obtenida y la posibilidad del cruzamiento de datos de diferen-
tes regiones. Durante el desarrollo de la actividad se present6
la organizacion actual de la RNL de EFE, se informaron los
resultados del funcionamiento de la Red durante el brote epi-
démico de Sarampién 97-98-99, se puso en evidencia el rol
fundamental del laboratorio en la definicion de los casos y que
el estudio etioldgico de las EFE necesita de la confirmacion del
laboratorio también en momentos no epidémicos. Se hizo hin-
capié en la necesidad de realizar intento de aislamiento viral
del virus sarampidn para poder hacer genotipificacion y de esta
manera distinguir casos autéctonos de importados. Las expe-
riencias mostradas por los laboratorios de Tierra del Fuego y
de Tucuman ratificaron la importancia de la comunicacioén en-
tre el area de Epidemiologia local y el Laboratorio, ya que tra-
bajando en conjunto los esfuerzos individuales se complemen-
tan.

GT3. Meningitis e Infecciones Respiratorias Virales. FREI-
RE MCY¥, BAUMEISTER EG¥, KNEZ V2, MALLIMACI MC?3,

BORSA AM*, BALBI L%, DESCHUTER J°.

'Dpto de Virologia, INEI/ANLIS MALBRAN, ZInstituto de
Virologia “Dr. Jose Maria Vanela” Cérdoba, *Hospital Re-
gional de Usuahia Pcia de Tierra del Fuego, Antartida e
Islas del Atlantico Sur, “Laboratorio de Virologia, Hospital
de Nifios «Sor Maria Ludovica» La Plata, °Hospital
Humberto Notti Mendoza, ®Ministerio de Salud Publica,
Posadas, Misiones. @ Coordinadoras.

La importancia de la existencia de las Redes Nacionales de
Laboratorios (RNL) de Infecciones Respiratorias Agudas y
Meningitis Virales radica en la valiosa informacién que se pue-
de obtener acerca de los agentes causales de dichas patolo-
gias en nuestro medio y de la verdadera extensién de tales
problematicas en nuestro pais colaborando activamente en la
Vigilancia Epidemiol6gica. Otra de las misiones de una RNL es
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formar recursos humanos altamente capacitados para el diag-
néstico virolégico y ademas contar con un sistema normatizado
que asegure la buena calidad de la informacion obtenida.

En este sentido la intencién de este grupo de trabajo fue
mostrar los logros obtenidos de la Red de Infecciones Respi-
ratorias Virales, cuya creacion data desde el comienzo de los
afios 90, la cual fue creciendo en nimero de laboratorios, ca-
pacidad de procesamiento de muestras y generacion de datos
fundamentales para la epidemiologia nacional, en el transcur-
so de esta década. Cabe destacar que se pudo confirmar la
circulacién de los virus respiratorios clasicos con diferencias
en la temporalidad de dichos agentes en puntos extremos de
nuestro pais, como por ejemplo en Tierra del Fuego. Otra con-
secuencia relevante del funcionamiento de esta Red es que le
permite a las Instituciones donde funcionan los laboratorios in-
tegrantes adoptar acciones que tiendan a lograr un mejor ma-
nejo de los pacientes y en consecuencia un uso racional de
los recursos de Salud, y que por primera vez en el afio 1999
se pudo disponer de una vacuna para Influenza actualizada
para nuestro pais. El otro aspecto mostrado fue la necesidad
de la implementacion de una Red Nacional de Meningitis
Virales. Teniendo en cuenta que la utilizacién de vacunas para
los agentes bacterianos mas importantes causantes de esta
patologia han reducido el impacto de estos agentes y han per-
mitido dar a los agentes virales una relevancia que hasta el
momento no era tenida en cuenta. En una primera etapa el
Laboratorio Cabecera ha formando los recursos humanos ne-
cesarios de los Laboratorios participantes, como asi también
se encuentra organizando un sistema de control de calidad y
gestionando la compra de insumos imprescindibles para el fun-
cionamiento de la Red.

GT4. Redes de Gastroenteritis Virales. GOMEZ J**, BORSA
A2, GONZALEZ F3.

‘Dpto de Virologia, INEI/ANLIS MALBRAN, 2Laboratorio de
Virologia, Hospital de Nifios «Sor Maria Ludovica», La
Plata, Buenos Aires, Laboratorio de Virologia, Hospital de
Nifios «Ricardo Gutiérrez» Capital Federal. 2 Coordinador.

Ante la posible disponibilidad de una vacuna contra rotavirus
(RV), en 1996 se puso en funcionamiento un Proyecto
Multicentrico de Vilancia de Diarreas por Rotavirus. El anélisis
de los 2 primeros afios ha permitido estudiar 1296 casos de
diarrea de las cuales 549 (42,4%) fueron por rotavirus. La dia-
rrea por RV fue observada durante todo el afio con un pico entre
los meses de Abril y Junio. La internacién por RV fue mayor
en el primer afio de vida. De los 549 casos de diarrea por RV
observados, el 66,7% (366 casos) fue de 0-11 meses de vida.
Esta situacién es de relevancia dado que la vacuna aprobada
y recomendada para su uso masivo en los EEUU en Agosto
de 1998, se aplica en 3 dosis entre los 2-6 meses de edad,
por lo que podria prevenir la mayoria de los casos observa-
dos. Ademas, durante el primer afio de vigilancia los serotipos
mas encontrados fueron G2 (49.6%) y G1 (27.7%), mientras
que durante el segundo afio fueron los tipos G1 (50.7%) y G4
(26.9%). Dado que la mayoria de las cepas identificadas per-
tenecen a uno de los 4 serotipos presentes en la vacuna, la
misma parece tener la composicion adecuada para su utiliza-
cién en nuestro pais. Sin embargo, las variaciones observadas
cada afio a hacen necesario la instalacion de un sistema de
vigilancia epidemiolégica constante de las cepas de rotavirus
prevalentes. Rotavirus es el principal agente productor de dia-
rrea infantil aguda en nuestro pais y es llamativa la casi nula
implementacion de su diagnéstico en hospitales pediéatricos. Por
lo expuesto, se decidiod incluir la vigilancia de este virus en el
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE). En
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abril de 1999 se elaboraron nuevas normas para el SINAVE que
comenzaran a regir en el afio 2000. El sistema de vigilancia
elegido para rotavirus es en base a un sistema de Unidades
Centinela (Red de Laboratorios de Rotavirus). Durante la re-
union se presento y discutio el protocolo de trabajo de la Red.
Se recibid importantes sugerencias las que estan siendo incor-
poradas al protocolo. Se prevé terminar de preparar la version
final del sistema de trabajo en el mes de Octubre de 1999. Ya
han aceptado su participacion y nombrado sus Unidades Cen-
tinelas las Direcciones de Redes de Laboratorio de 13 Provin-
cias. Las mismas son: Chubut, Salta, Chaco, Formosa, Tucu-
man, Santa Cruz, Tierra del Fuego, Santa Fe, Catamarca, San
Juan, La Rioja, Mendoza, y San Luis. La Direccion de Epide-
miologia del Ministerio de Salud y Accion Social de la Nacion
(M.S.yA.S.) est& culminando la compra de los reactivos nece-
sarios, que seran enviados en forma periddica a las Unidades
Centinela. Las mismas enviardn mensualmente una planilla con
la informacién obtenida al Laboratorio de Gastroenteritis Virales
del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas, ANLIS
«Dr. Carlos G. Malbran». Este analizara la informacién, y pre-
parara boletines para ser redistribuidos a las Unidades Centi-
nela. También, recibird las muestras rotavirus positivas para su
caracterizacion molecular. Por Gtimo, enviard la informacion
recibida a la Direccion de Epidemiologia del M.S.yA.S., quie-
nes la utilizaran para el disefio de politicas de salud y para su
difusion masiva. Esperamos que la Red permita un mayor re-
conocimiento de la importancia de este patégeno. De esta for-
ma se logrard un mejor manejo del paciente, del uso de la
antibioticoterapia, del control de la diarrea intrahospitalaria, y
una mejor asignacion de recursos para un enfermedad que
puede ser prevenida. La incorporacién de la vacuna al progra-
ma de inmunizaciones es compleja y requiere mayor informa-
cion. Para llegar a una decision racional se necesitara la eva-
luacién del impacto de la enfermedad en todo el pais y un
adecuado andlisis costo-beneficio.

GT5. Red de Hepatitis Virales. GONZALEZ J*, RIVA POSSE
C2, REY JA3, EPOSTO M“.

Dpto de Virologia, INEI/ANLIS MALBRAN, 2MSAS de la.
Nacién, *Htal de Clinicas. Cdad. de Buenos Aires, “Htal Po-
sadas. Haedo. Buenos Aires. @ Coordinador.

Antecedentes:En el &mbito del MsyAS de la Nacién, en la
Direccion de Epidemiologia, a comienzos de 1992 se gesto el
Programa Nacional de Control de las Hepatitis Virales, crean-
dose un Grupo Asesor en el tema.Una de las estrategias para
cumplir el objetivo de vigilancia epidemiolégica, fue crear una
red de Unidades Centinela Regionales (UCR) coordinadas por
médicos y bioquimicos especialistas en el tema con el Labo-
ratorio Nacional de Referencia como cabecera (LNR). El crite-
rio base para el desarrollo de la Red fue: *recurso humano for-
mado, *densidad poblacional y *distribucién geografica. Asi se
lleg6 a la designacion de 10 Centros, 3 de los cuales compren-
den mas de un laboratorio, haciendo un total de 14 laborato-
rios distribuidos estratégicamente en 9 jurisdicciones del pais.
En funcién de la experiencia adquirida, el GT decidi6 tomar
como temas a discutir y/o revisar los que a continuacion se
detallan : 1) Regionalizacion: Las caracteristicas particulares
de algunas provincias de nuestro pais, hacen que no siempre
sea posible lograr una regionalizacién en términos de mas de
una jurisdiccion Razones de indole presupuestaria y también
de orden administrativo, han dificultado el desarrollo de las
acciones y por lo tanto la integracion regional. La proposicion
del GT en base a esta caracterizacion del tema, es extender
el numero de Unidades Centinela a todas las jurisdicciones del
pais (24), categorizandolas, en funcién del recurso humano y

de la complejidad de infraestructura tomadas en conjunto,
priorizando la capacidad de resolucion.Por lo tanto, la propuesta
concreta es realizar una amplia invitacion a participar en la Red
a través de los responsables de laboratorio de cada jurisdic-
cion, y que el Grupo Asesor realice una encuesta evaluativa
de todos los laboratorios para su categorizacion Se facilitara
la integracion de aquellos laboratorios que teniendo la volun-
tad requieran de formacion de recurso humano y transferencia
tecnoldgica para cumplimentar los requisitos de Unidad Centi-
nela Provincial (UCP) Otro aspecto importante a tener en cuen-
ta, sobre todo para facilitar la operatividad de las acciones, es
lograr el reconocimiento de las autoridades locales y centrales
de las funciones referenciales del laboratorio provincial y de
la Red en el tema, ya sea a través de una designacion oficial o
a través de una circular. Reclamo este mucha veces formula-
do por los integrantes de la Red existente y que tiene su fun-
damento en mejorar las acciones propias de una Unidad Cen-
tinela para relacionarse e interaccionar con distintas estructu-
ras a diferentes niveles jerarquicos. 2)aportes al SINAVE: En
el comienzo del Programa, en el afio 1992, solamente cuatro
jurisdicciones discriminaban las hepatitis en las notificaciones.
Actualmente, todas las jurisdicciones en alguna medida discri-
minan en hepatitis A, B, C y no ABC (Boletin Epidemioldgico
Nacional 1998 p.42).En la medida en que todas las jurisdiccio-
nes estén integradas al Programa seguramente se mejorara la
notificacién. Aunque esto seguramente requerird como mini-
mo :*revisar y mejorar la Red, *revisar y mejorar las vias de
comunicacion con los niveles centrales de Epidemiologia pro-
vinciales en cada jurisdiccion y a nivel central Nacional y *usar
y mejorar los instrumentos de notificacion (L2, C2 y ficha ani-
ca para pedido de lab.). 3).supervision: *Indirecta : se ha cum-
plimentado a través del Programa de control de calidad. Ante-
cedentes LNR a partir de la coordinacién de la red UCR del
Programa Nacional de Control de Hepatitis Virales, cuenta con
un Programa de Control de Calidad (PCC) para serologia de
Hepatitis B y C. Brevemente, el PCC consiste en la obtencion,
produccién y envio, dos veces por afio (Abril y Octubre), de
un panel de cinco (5) miembros incognita a todos los partici-
pantes, a quienes se les sugiere remitir el resultado en quince
(15) dias. Luego se envia la clave del panel a cada participan-
te y con el envio del panel siguiente se adjunta un informe ge-
neral ampliado y anénimo de todos los participantes donde se
analizan todos los aspectos técnicos de los resultados
recibidos.*Estado actual. Actualmente (Septiembre 1999), ade-
mas de las UCRs, participan del PCC, Bancos de sangre de
todo el pais, debido a la necesidad existente en la materia, a
partir de solicitudes recibidas espontaneamente o por conoci-
miento del PCC a través de colegas participantes en cursos o
reuniones cientificas de la especialidad. La evolucion en el
namero de participantes puede verse en el siguiente cuadro:

Prog De Control De Calidad Serologia Para Hepatitis B'Y C

Panel Fecha Ne Lab. S Hemoterapia Lab
partic  UCR Puab  Priv.  prov
| 10-1996 16 14 2 0 0
1l 07-1997 19 14 5 0 0
1 10-1997 21 14 5 1 1
\Y, 04-1998 28 14 10 2 2
\Y 10-1998 39 14 20 3 2
VI 04-1999 50 14 26 3 7
Vil 10-1999 ? 14 &? ? ?

U. Centinela Reg (UCR) 9 jurisdicciones, Serv. Hemoterapia
(SHT) 17 jurisdicciones (algunas coinciden con las de las
UCRs) estando comprendidas las 24 jurisdicciones del pais.
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Detalle técnico: El panel esta caracterizado para: HBV,
HBsAg y antiHBc, HCV antiHC Por lo tanto teniendo en cuen-
ta los cinco miembros del panel, cada laboratorio debiera re-
mitir quince (15) respuestas ( tres (3) marcadores por tubo).La
realidad es que muchos laboratorios, sobre todo de Hemote-
rapia no incorporaron la determinacion de antiHBc, por lo que
solo remiten diez (10) respuestas del panel. *Directa: no se ha
realizado en forma sistematica, si esporadica por el gasto que
implica una supervisién in situ en todo el pais. Seria conve-
niente considerar su implementacion luego de la encuesta
evaluadora para la ampliacion de la Red. 4) Reactivos: a) apro-
bacién : Dado que existen en el mercado distintos calidades
de equipos diagndsticos, no obstante su aprobacién por la au-
toridad competente, y que no se dispone de datos del control
de calidad de distintos lotes, seria conveniente formar en el
seno del Grupo Asesor con los laboratorios referenciales una
comision evaluadora de los reactivos que el Programa pueda
adquirir.b)compra, distribucién : Seria conveniente relevar pe-
riodicamente la disponibilidad de tecnologias de los laborato-
rios integrantes de la Red, para eficientizar el gasto y uso de
los insumos. La compra de reactivos debiera programarse en
funcion del cumplimiento de los objetivos y adecuar la distribu-
cion a las necesidades operativas discutidas en conjunto.Se
recuerda que las compras a nivel central (Nacion) son solo para
impulsar y/o apoyar acciones discutidas en conjunto y acepta-
das por las distintas jurisdicciones. Por lo tanto esto implica que
no debe obviarse el apoyo local para la compra de insumos a
través de las distintas modalidades existentes. Han participa-
do en este GP en forma no presenciales: O Fay. Ctro Tecnol
Salud Publica. Rosario. Sta Fe, A Rueda. Htal Padilla.
Tucuman. Tucuman, M Kina. Htal Argerich. Cdad. de Buenos
Aires. A Sorrentino. Htal Perrando. Resistencia. Chaco C Espul,
Htal Central. Mendoza. Mendoza
GT6. Gastroenteritis Bacterianas y Colera. RIVAS MY,
AGUIRRE A?, BALBI L3, NEPOTE A*

Dpto de Bacteriologia, INEI/ANLIS MALBRAN, 2Labora-

torio de Bacteriologia, Hospital interzonal San Juan de
Dios, La Plata, Buenos Aires. *Hospital Humberto Notti,
Mendoza, Il N E R «Dr. Emilio Coni», 2 Coordinadora.

La Red de Célera y Gastroenteritis Bacterianas se organi-
z6 a partir de la reaparicion del célera en la América, en 1991.
Esta constituida por: el Laboratorio de Referencia Nacional
(LRN) en el Depto de Bacteriologia (Servicios de Enterobac-
terias; Bacteriologia Sanitaria, Antimicrobianos y Fisiopatogenia)
del INEI; 27 Laboratorios de Referencia Provinciales; 137 La-
boratorios de Nivel Il y 294 Laboratorios de Nivel I. Se ha pro-
movido y fortalecido el funcionamiento de la Red Nacional y las
de las distintas Jurisdicciones a través de la implementacion
de las siguientes actividades: formacién de recursos humanos,
normatizacion de técnicas diagnésticas, transferencia tecnolé-
gica, control de calidad y provision de reactivos e insumos de
laboratorio, flujograma de la informacion. Los temas tratados
en el Grupo de Trabajo (GT) fueron:1) organizacioén de cada
una de las redes provinciales; 2) actividades ya desarrolladas
y aquellas planeadas para los préximos dos afios (transferen-
cia tecnolégica, control de calidad, capacitacién); 3) imple-
mentacion de la ficha Unica de pedido de andlisis y de la plani-
lla L2 (resultados de los diagnoésticos de laboratorio); 4) flujo-
grama de la informacién en las actividades de vigilancia (ana-
lisis de resultados, integracién con la clinica y la epidemiologia,
derivacion de la informacion); 5) andlisis de los resultados de
notificacion de diarreas por planilla C2 (diagnésticos médicos)
y por laboratorio y del perfil etiolégico de las diarreas
bacterianas. La organizacion de las Redes en las Provincias
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responde a la complejidad y necesidades de cobertura de las
respectivas jurisdicciones y los recursos fisicos, humanos y
capacidad operativa disponible. Del intercambio de opiniones
entre todos los participantes del GT, se consensuaron las si-
guientes recomendaciones: Cada una de las redes utiliza una
nomenclatura diferente para designar a los laboratorios de
acuerdo a la complejidad de las tareas que realiza, por lo cual
surgioé la necesidad de unificar criterios con las redes de otras
patologias de manera de utilizar una forma Unica de
denominacion.Se coincidié en la necesidad de contar con un
marco legal que avale la formacién, el funcionamiento e inte-
gracion de cada Red. En Bs. Aires si bien no existe como tal,
en el afio 1999 se designod al Hptal. San Juan de Dios como
Referencia Provincial mediante resolucion Ministerial. En
Mendoza se cre6 la Red de Laboratorios de Salud por Resolu-
cion Ministerial 1971/98 y en Santa Fe el Programa Provincial
Red de Laboratorios. Cada Jurisdiccion tiene implementada la
compra y distribucién de insumos. Se enfatizé en la necesi-
dad de contar con presupuesto propio a fin de facilitar la
operatoria en red. Las actividades de capacitacion se realizan
en forma continua en los distintos niveles como asi mismo la
elaboracién y distribucién de manuales de procedimientos. En
las distintas Jurisdicciones al menos los laboratorios
referenciales participan en el Programa Nacional de Control de
Calidad en Bacteriologia y surgi6 como necesidad la
implementacion interna del mismo en todas las jurisdicciones.
Se avalo la necesidad de contar con una ficha Unica de pedido
de andlisis y la implementacién de la planilla L2, consensuada
con otras patologias, como herramienta de recoleccién de re-
sultados para la vigilancia epidemioldgica. La Pcia. de Mendoza
utiliza la L2 con buenos resultados, la Pcia. de Santa Fe lo hara
a la brevedad, debiendo contar con softwares que faciliten el
consolidado de datos y el analisis de los mismos. Se enfatiz
en la necesidad de mantener el flujo de informacién dentro de
cada Red, con los Departamentos de Epidemiologia provincia-
les y con el LRN y la Direccién de Epidemiologia Nacional. Se
remarcé la necesidad de incorporar nuevas técnicas
diagnosticas para incrementar el porcentaje de deteccion, co-
nocer el perfil de patdgenos asociados a diarreas ambulatorias
y hospitalizadas y por grupo etéareo.

GT7. Manejo de patologias através de Programas y Redes
Lepra - Brucelosis. LUCERO NEY, FERRARA E?,

MONTEROS M3, GILLI MI?, FRANCO R*, ANTOLA MC*.

*ANLIS “Dr.C.G. Malbran”, 2Programa Provincial Red de
Laboratorios, M SP y M A, Av. Blas Parera 8260, 3000
SANTA FE, *Programa de Zoonosis y Control de Vectores,
M S Py A S, Centro Civico Grand Bourg, SALTA, *INP
“Dr.M.F.Chaben” Dpto. Control Lepra, Paseo Col6n 568,
1063-Bs As. @Coordinadoras.

Aunque Lepra y Brucelosis son antiguas enfermedades in-
fecciosas de difusién mundial, a la primera se le atribuyen ori-
genes Biblicos. Sin embargo el primer caso de Lepra en el
mundo, confirmado con aislamiento, data de 1873 y el de
Brucelosis de 1887. Hoy, mientras la Organizacién Mundial de
la Salud plantea la meta de eliminacién de Lepra en la primer
década del afio 2000, llama la atenciéon la adaptacion del gé-
nero Brucella a modernos desafios y su emergencia en nue-
vas especies de animales. En Argentina las primeras notifica-
ciones de Lepra se recibieron en Buenos Aires, cabecera de
programa, en 1906 y de Brucelosis en Mendoza en 1930. En
la actualidad, si bien ambas enfermedades son de notificacion
obligatoria, Brucelosis permanece subregistrada. Mientras Le-
pra cuenta con un Programa Nacional de Control desde 1958
y hoy presenta una prevalencia nacional con valores inferiores
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a 1 caso cada 10000 habitantes, cifra compatible con planes
de eliminacion, la segunda planifica la estandarizacién del diag-
néstico. Con ese fin en 1994 fue creado en la ANLIS “Dr. C.
G. Malbran”, el Laboratorio Nacional de Referencia de
Brucelosis, con apoyo del Centro Argentino Brasilefio de Bio-
tecnologia (CABBIO). Capacita y suministra informacién en
prevencion, diagnéstico, tratamiento y control de la enferme-
dad estimulando la notificacion de los casos. La organizacion
en Red le permite optimizar el uso de los recursos y llegar con
rapidez a zonas endémicas. Hoy cuenta con Laboratorios Pro-
vinciales de Referencia en Santa Fe, Salta, Mendoza,
Catamarca, Cérdoba, Chaco, La Rioja y profesionales capaci-
tados en San Luis y diferentes jurisdicciones de Ciudad Aut6-
nomay provincia de Buenos Aires. Su meta es incluir paula-
tinamente a la totalidad de las provincias, realizar control de
calidad externo al diagnéstico y transferir tecnologia con ma-
yor celeridad. Por tratarse de una enfermedad zoonética, cada
Red Provincial tiene una dinamica particular y caracteristicas
diferentes relacionadas con la clase y tipo de explotacién ani-
mal, el asentamiento de industrias que procesan derivados de
ese origen, los habitos de la poblacién, la existencia de otras
redes en funcionamiento y metas orientadas a la recupera-
cion de los pacientes. La prov de Santa Fe, donde su condi-
cion de pampa humeda privilegia la produccion de bovinos,
comenz6 a estructurar su Red en 1995. Esta compuesta de 89
laboratorios de distintos niveles relacionados entre si y con el
laboratorio central, que actia como referencia provincial. Su
estrategia para alcanzar la normatizacion del diagnéstico se
basa en la distribucion de un manual de procedimientos, ca-
pacitacion por medio de cursos y boletines informativos, pro-
visién de reactivos estandarizados y el control de calidad ex-
terno. Hoy planifica incorporar a los servicios de hemoterapia,
centralizando la distribucién de insumos. La evaluacion esta-
distica de la informacién enviada por los laboratorios, permite
conocer la situacion actual de la brucelosis en Santa Fé que
oscila entre 1.5-3.0%. La provincia de Salta, con Deptos don-
de la explotacion caprina se utiliza como medio de subsisten-
cia, comenzd con el armado de su Red en 1996. Hubo que
sortear dificultades como el dificil acceso a las areas endémi-
cas localizadas en las zonas sanitarias del Centro, Norte y Sur.
Se puso énfasis en la capacitacion distribuyendo una cartilla
informativa y reactivos estandarizados, ademas de estimular el
envio de informacién sobre los casos para suministrar trata-
miento gratuito a las personas infectadas. Hoy se planifica de-
sarrollar el diagnéstico bacterioldgico y continuar con los pro-
gramas de educacién sanitaria que se encuentran en marcha.
El Programa Nacional de Lepra comenz6 paulatinamente el
proceso de descentralizacién operativa, fortaleciendo a los
programas provinciales. Actualmente integran el area endé-
mica las provincias de Buenos Aires, Chaco, Cérdoba, Corrien-
tes, Formosa, Jujuy, Misiones, Salta, Santa Fé, Sgo. del Es-
tero y Tucuman. En todas ellas se encuentra instalada la des-
centralizacién operativa manteniendo el Programa Nacional sus
propios referentes que actian de manera coordinada con los
provinciales en Buenos Aires, Chaco, Cdérdoba, Corrientes,
Formosa y Tucuman. Todos los centros referenciales cumplen
las Normas Nacionales relacionadas con el diagnostico clinico
y bacteriolégico precoz, el tratamiento oportuno y regular de
todos los casos conocidos y la prevencién de las discapa-
cidades. Las estrategias de control aplicadas actualmente y las
perspectivas para el futuro inmediato se basan en la consoli-
dacion de este proceso en todas las jurisdicciones. Resta pro-
fundizar las acciones en las areas regionales que aun mantie-
nen altas tasas, trabajando sobre el estudio de la prevalencia
oculta y optimizando procedimientos diagndsticos, de los cua-
les la bacteriologia es pilar fundamental. EIl G T Lepra -

Brucelosis concluye que: *Asegurar la calidad del diagnéstico
redundara en la correcta administracion del tratamiento,
*Priorizar y extender la capacitacion basica mediante cursos,
talleres o pasantias destinados al personal de laboratorio es
uno de los beneficios mas concretos para la integracion de la
Red, *Desarrollar el control de calidad a los procedimientos
diagndsticos y supervisar a los referentes provinciales garan-
tiza la calidad de la prestacion , *Incorporar el diagndstico bac-
teriolégico en el primer nivel de atencion permitira conocer la
fuente de infeccion en el caso de brucelosis y lograr el 100%
de cobertura en el caso de lepra *Garantizar la disponibilidad
de insumos del laboratorio de referencia provincial permite la
continuidad de las lineas de accion desarrolladas.
Enfatizamos que para el control de una enfermedad es de
importancia contar con un Programa y una Red de laborato-
rios. Teniendo en cuenta la definicién de red: conjunto siste-
matico de hilos conductores o de vias de comunicacion y apli-
cando este concepto a un programa de control, concluimos que
del cruce entre la informacion epidemioldgica producida por los
efectores asistenciales y la suministrada por los referentes de
los laboratorios, resulta un calificado diagndéstico de situacion.

GT8. Diagnoéstico de Toxoplasmosis. GRIEMBERG G,

ARCAVI M}, KAUFER F3, CORALLINI JC?

!Laboratorio de Inmunologia Htal de Clinicas J. de San
Martin, Buenos Aires; 2Htal San Juan de Dios, La Plata,
Buenos Aires; *Htal Aleméan, Buenos Aires. ‘Coordina-
dora.

El diagndstico de la toxoplasmosis esta estrechamente re-
lacionado con las siguientes situaciones clinicas: A) control de
embarazo por el riesgo de primoinfeccion, B) infeccion congé-
nita, C) inmunocomprometidos con posible infeccion aguda o
reactivada, D) inmunocompetente en el diagndstico diferencial
de la infeccion aguda y de la ocular. No existe un método de
laboratorio ideal para el diagnéstico de la primoinfeccion, por
lo tanto debe seleccionarse una combinacion de técnicas para
cada instancia. Objetivos: 1.- seleccionar la metodologia de
estudio. 2.- reforzar la necesidad de realizar controles de cali-
dad interno y externo. 3.- evaluar el interés de participacion en
una red de laboratorios. 1.- Metodologia de estudio e interpre-
taciéon de resultados: La situacién 6ptima seria implementar
técnicas que detecten tres isotipos de inmunoglobulinas: IgG,
IgM e IgA. Las de eleccion para detectar 1gG son
inmunofluorescencia indirecta (IFI) e inmunoensayo enzimatico
(EIA), en el caso de no poder realizar ninguna de ellas debera
recurrirse a la aglutinacion directa con 2-mercaptoetanol (AD-
2ME). No se recomienda realizar hemaglutinacién indirecta
como Unica técnica. Para IgM e IgA se pueden utilizar ensa-
yos de captura como ElA-doble sandwich (EIA-DS), ISAGA o
IFI previa absorcién del suero con absorbente anti IgG huma-
na. Otra posibilidad, también por IFl, es la deteccion conjunta
de ambas inmunoglobulinas como screening inicial (M. Arcavi
et al. Journal of Clinical Microbiology, 35, N° 6, 1997). La
seroconversion o el ascenso significativo de titulo en muestras
pareadas tomadas con tres semanas de diferencia indican in-
feccion activa. La deteccion de anticuerpos (Ac) IgM y/o IgA
especificos no certifican por si solos infeccion aguda, debido
a que estos Ac pueden perdurar en algunos casos hasta dos
afios después de producida la infeccion. A) Embarazo: a) Pro-
cesar una Unica muestra para detectar por lo menos IgG (o Ig
total) e IgM. b) Procesar dos muestras pareadas, tomadas con
tres semanas de diferencia, con una misma técnica para de-
tectar 1gG (o Ig totales). Si se obtiene serologia negativa la
paciente debe ser estudiada cada 2 6 3 meses. Si presenta
serologia IgG positiva que se mantiene constante en el tiempo
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con IgM e IgA negativas, indica infeccion cronica, por lo tanto
no requiere controles posteriores. B) Infeccion congénita: a)
Deteccion de IgM y de ser posible IgA. Sélo tiene valor diag-
néstico cuando se demuestra la integridad placentaria. Un re-
sultado negativo no excluye la infeccion. b) Deteccion de IgG.
Debido al pasaje transplacentario sélo es significativa cuando
perdura con igual o mayor concentracién mas alla del 6° mes
de vida. Un valor negativo a partir del afio excluye el diagnds-
tico de infeccién congénita. C) Inmunocomprometidos: Proce-
der igual que en el screening a) de la embarazada. Se debe
tener en cuenta que en las reactivaciones la IgG puede man-
tenerse en niveles bajos y las IgM e IgA pueden no detectar-
se. En encefalitis toxoplasmica actualmente el método de elec-
cion es la PCR en LCR. D) Inmunocompetentes: Proceder igual
que en el screening a) de la embarazada. Si el paciente pre-
senta toxoplasmosis ocular como consecuencia de una in-
feccion crénica los niveles séricos de IgG pueden estar ba-
jos y los de IgM e IgA ausentes o no detectables. 2.-Control
de calidad:_Es necesario que cada laboratorio implemente un
control de calidad interno para que los resultados informa-
dos sean precisos. Cuando los resultados serolégicos se
expresan en valores de corte (cut off, Ul) en general en los
EIA, se debe trabajar con los estadisticos comunes a las
reacciones cuantitativas. Para las metodologias
semicuantitativas cuyos resultados se expresan en dilucio-
nes (IFI, AD-2ME), debe aplicarse la transformacién
logaritmica y utilizar los estadisticos correspondientes. Para
poder establecer la exactitud de los resultados y que éstos
sean comparables con otros laboratorios es necesario par-
ticipar en un programa de control de calidad externo. 3.-Red
de laboratorios: En la reunién del Grupo de Trabajo sobre
Toxoplasmosis se expreso el interés por implementar una red
de laboratorios con el objeto de definir pautas de trabajo,
establecer criterios de interpretaciéon y promover el intercam-
bio de experiencia.

GT9. Contaminacién parasitaria del agua y del suelo.
BASUALDO JAY, LURA C?, FIGUEROA E3.

1Cat. de Microbiologia y Parasitologia Fac. Cs Médicas.
UNLP, 2Dpto de Microbiologia Universidad Nacional del Li-
toral, Santa Fe, °Bioquimica , Oran Salta. “Coordinador.

1.-Se destaca la importancia del control parasitologico en
aguas de consumo.

2.-Se recomienda revisar y optimizar los procesos de trata-
miento de agua a la luz de los nuevos conocimientos de
parasitologia ambiental.

3.- Se aconseja ampliar los estudios de contaminacion pa-
rasitaria del agua y del suelo.

4.- Determinar el riesgo para salud humana de la presencia
de Giardia, Cryptosporidium y Amebas y otros parasitos que
se detecten en agua superficial, subterranea y tratada.

GT 10.Red Nacional de Vigilancia de la Resistencia a los
Antimicrobianos. TOKUMOTO M¥, ROSSI A%, BALBI
L®, NEPOTE A“.

lnstituto Universitario de Ciencias Biomédicas Instituto de
Cardiologia y Cirugia Cardiovascular Fundacién Favaloro,
2INEI, ANLIS MALBRAN, 3Hospital Humberto Notti,
Guaymallen 5539 Mendoza, *INER «Dr. Emilio Coni» Blas
Parera 8260 ,Santa Fe 3000. “‘Coordinadoras.

El incremento de la prevalencia de bacterias con resisten-
cia a las drogas de primera linea para el tratamiento de las in-
fecciones mas frecuentes es una problematica sanitaria mun-
dial y nuestro pais no escapa a dicha situacion. Aislamientos
tales como Streptococcus pneumoniae resistentes a la penici-

MEDICINA - Volumen 59 - Supl 11l, 1999

linay alas cefalosporinas, Staphylococcus aureus multiresis-
tentes, Enterococcus faecuim vancomicino resistente,
enterobacterias con R-lactamasas de espectro extendido que
las protegen de las cefalosporinas de Ultima generacion,
Pseudomonas aeruginosa con eficientes mecanismos de eflujo
de drogas pertenecientes a diferentes familias de antimi-
crobianos y que presentan asi resistencia a practicamente to-
das las drogas disponibles, entre otros, merecen un seguimiento
estrecho y el desarrollo de sistemas de vigilancia que permi-
tan establecer prevalencias, patrones de diseminacion y verifi-
car la eficacia de las medidas de control que sean implemen-
tadas. El Servicio Antimicrobianos del Departamento Bacterio-
logia del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI)
ha desarrollado una red nacional con la participacion de 33 la-
boratorios, tanto del area publica como privada, distribuidos
estratégicamente a lo largo del pais. Recibe mensualmente los
resultados de las pruebas de sensibilidad de todos las bacte-
rias involucradas en procesos infecciosos que estudia cada
laboratorio, asi como los resultados obtenidos en las pruebas
de control interno de calidad de las pruebas de sensibilidad. Por
otra parte cada laboratorio participa en dos controles de cali-
dad externos, uno organizado por el INEI, con la colaboracién
del Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos Aires, por el
que se distribuyen dos encuestas semestrales y boletines de
actualizacion y un segundo programa, impulsado por la Orga-
nizacion Mundial de la Salud, con el CDC de USA como cen-
tro de referencia. Los profesionales de los laboratorios miem-
bros de la red han participado en el Curso Intensivo de Actua-
lizacion en Antimicrobianos que se dicta anualmente y en Ta-
lleres especificos para la red, para la discusion de los resulta-
dos obtenidos y el analisis de las dificultades que se detectan.
El conjunto de estas actividades pretende contribuir al desa-
rrollo de instituciones que puedan asumir el rol de laboratorios
referenciales para cada region. Un objetivo a largo plazo es la
constitucién, en cada provincia, de una red de laboratorios para
el relevamiento mas pormenorizado de la resistencia a los
antimicrobianos. Para ello deberia constituirse un grupo de tra-
bajo conformado por el Responsables de la Red de Laborato-
rios Provincial, participantes de la Red WHONET Nacional y
representantes de otros hospitales de importancia para la re-
gion. Este grupo podré coordinar la recoleccion de los datos,
analizar y confirmar los resultados obtenidos y participar en la
confeccion de recomendaciones para el control de los niveles
de la resistencia a los antimicrobianos.Son varias las provin-
cias que han iniciado actividades en este sentido, entre ellas
las de Mendoza, Misiones, Santa Fe, Neuguén y Santa Cruz.
En general, una de las primeras etapas estan relacionados a
la implementacion de programas provinciales de control de
calidad que permitan aumentar la confiabilidad de los datos
colectados. Estos programas de control externo de calidad
estan basados en los microorganismos y materiales que remi-
te el INEI, a través de su Programa Nacional de Control de
Calidad. En Santa Fe se han realizado encuestas de control
de calidad de la identificacion bacteriana de V. cholerae,
Aeromonas hidrophila y Pseudomonas aeruginosa; de los 30
laboratorios encuestados contestaron 20, todos en forma co-
rrecta. Se analizaron los resultados y se elabor6 un informe con
sugerencias para mejorar la identificacion bacteriana. Para el
corriente afio, se prevee la realizacion de un taller de capaci-
tacion sobre control de calidad, el envio de cepas de referen-
cia y normas internacionales de interpretacion del NCCLS.En
Mendoza, se realizaron dos encuestas de control de calidad
para 22 laboratorios, en base a los microorganismos enviados
por el Programa Nacional y se elaboraron estrategias para
aumentar el nivel de respuestas recibidas.La ampliacion de
experiencias como las descriptas permitira el desarrollo de
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estrategias para la descentralizacion y regionalizacién, con  vigilancia de los niveles de sensibilidad y detectar temprana-
transferencias de recursos y responsabilidades, de manera de  mente la emergencia de nuevos mecanismos de resistencia
establecer una verdadera red de laboratorios para mejorar la  bacteriana.



