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Resumen

IDENTIFICACION DE INFECCIONES Y CAMBIOS INMUNOLOGICOS EN PACIENTES
CON REACCIONES ADVERSAS AL USO DE SUSTANCIAS MODELANTES EN LA
CIUDAD DE CALI COLOMBIA

En la basqueda de sustancias modelantes (biopolimeros) capaces de proporcionar volumen y
generar cambios estéticos sin intervencién quirdrgica se han empleado diversos materiales, como
sustancias quimicas derivadas del petréleo, de origen vegetal y sintético;los cuales pueden producir
reacciones adversas como procesos infecciosos, inflamatorios y autoinmunes. Objetivo: Identificar
las infecciones y cambios inmunol6gicos en pacientes con reacciones adversas al uso de
sustancias modelantes en la ciudad de Cali. Metodologia: Es un estudio transversal y descriptivo
en el cual se procesaron muestras detejido para analisis microbiolégicos y muestras de sangre total
y suero para analisis inmunoldgicos de 113 pacientes con eventos adversos al uso de biopolimeros
en la ciudadde Cali durante 2019-2021. Resultados: Se identificaron aislamientos microbianos en
22 pacientes (19,4 %), 15 (13,2 %) presentaron infecciones mono-microbianas y 7 (6,19 %)
pacientes presentaron infecciones polimicrobianas, la frecuencia de los aislamientos identificados
fue de Bacillus cereus (n=8, 36,3 %), Mycobacterium fortuitum tipo 2 (n=5, 22,7 %) y Pseudomonas
stutzeri (n=3, 13,6 %). Se evidencié un aumento de células T CD4+ en la poblacion de estudio,sin
embargo, el promedio del fenotipo celular se encontré por debajo del promedio comparado con el
valor de referencia lo que sugiere una tendencia a inmunosupresiéon con la expresion de
autoanticuerpos en 78 (69,0%) pacientes de los cuales SS-B/La (n=32, 60,3%), anti- Ku (n= 22,
28,2 %) y anti -PM-Scl (n=14, 17,9%) anti MPO (n=51, 91,0%) fueron los més frecuentes. La
asociacién de microorganismos, inflamacion y autoinmunidadal uso de sustancias modelantes son

hallazgos relevantes para su control

Palabras clave: Biopolimeros, infecciones, autoinmunidad, subpoblacionescelulares,
BAFF



Abstract

IDENTIFICATION OF INFECTIONS AND IMMUNOLOGICAL CHANGES IN PATIENTS WITH
ADVERSE REACTIONS TO THE USE OF MODELING SUBSTANCES IN THE CITY OF CALI,
COLOMBIA.

In the search for modeling substances (biopolymers) capable of providing volume and generating
aesthetic changes without surgical intervention, various materials have been used, such aschemical
substances derived from petroleum, of vegetable and synthetic origin; which can produceadverse
reactions such as infectious, inflammatory and autoimmune processes. Objective: To identify
infections and immunological changes in patients with adverse reactions to the use of modeling
substances in the city of Cali. Methodology: This is a cross-sectional and descriptive studyin which
tissue samples were processed for microbiological analysis and whole blood and serum samples
for immunological analysis of 113 patients with adverse events to the use of biopolymers in the city
of Cali during 2019-2021. Results: Microbial isolates were identified in 22 patients (19.4

%), 15 (13.2 %) presented mono-microbial infections and 7 (6.19 %) patients presented
polymicrobial infections, the frequency of identified isolates was Bacillus cereus (n=8, 36,3 %),
Mycobacterium fortuitum tipo 2 (n=5, 22,7 %) and Pseudomonas stutzeri (n=3, 13,6 %). An increase
of CD4+ T cells was evidenced in the study population, however, the average cell phenotype was
found below average compared to the reference value suggesting a tendency to
immunosuppression with autoantibody expression in 78 (69.0%) patients of which SS-B/La (n=32,
60.3%), anti- Ku (n= 22, 28.2 %) and anti -PM-Scl (n=14, 17.9%) anti MPO (n=51, 91.0%) were the
most frequent. The association of microorganisms, inflammation and autoimmunity to the use of

modeling substances are relevant findings for their control.

Key words: Biopolymers, infections, autoimmunity, cell subpopulations, BAFF
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Introduccioén

Los prejuicios personales y sociales acerca de la belleza conducen a la necesidad de buscar
alternativas que restauren y mantengan la apariencia juvenil de la piel. Las sustancias
modelantes de tejidos blandos son empleados para restaurar areas deprimidas de la piel y
proporcionar volumen sin intervencion quirdrgica (1). De acuerdo con la Sociedad
Internacional de Anestesia y cirugia plastica (ISAPS) el uso de inyectables no quirargicos
aumento6 un 8,6% durante el afio 2019 (2). Las sustancias modelantes pueden presentarse
como fluidos o suspensiones de particulas, sin embargo, algunas de las sustancias
empleadas de origen sintético o natural denominadas “Biopolimeros” son utilizadas de
forma ilicita por personal inexperto en establecimientos sin control sanitario, bajo la premisa
de ser seguros. Este tipo de procedimientos representa un problema de salud publica por
sus connotaciones médicas, sociales y legales (3).

El uso de sustancias oleosas y de silicona liquida con fines cosméticos datan del afio 1886,
atribuyendo reacciones secundarias tras su aplicacién hasta 25 afios después de su uso,
complicaciones a las que en los ultimos afios se acuid el término de “Alogenosis
latrogénica” (3,4). La mayoria de la poblacion que se realiza algun tipo de procedimiento
estético con el uso implicito de estas sustancias foraneas desconoce la cantidad y el origen
de la sustancia modelante aplicada; se documenta reaccién inflamatoria excesiva del
organismo y migracion de la sustancia del lugar de su aplicacion a diferentes 6rganos del
cuerpo (5-7).

En Colombia no hay reportes sobre las infecciones asociadas al uso de sustancias
modelantes, asi como no existe un marco legal que reglamente el ejercicio de los
procedimientos médicos y quirdrgicos con fines estéticos (8,9)

Las reacciones adversas por la aplicaciébn de sustancias modelantes desconocidas o
biopolimeros van en aumento a pesar de los esfuerzos en exponer casos y ejercer
campafas de informacion que limiten su uso. En la ciudad de Cali Colombia se reportan
mas de 2.000 intervenciones quirargicas anuales de las cuales un alto porcentaje
corresponde a reconstrucciones por el dafio ocasionado con biopolimeros (3,4) sin
embargo, la escasa informacién disponible de los eventos adversos ocasionados por éstos
constituye una limitante para su estudio y control (10).

La incidencia de casos por el uso de biopolimeros ha sido reportada en todo el mundo, sin
embargo, en paises en via de desarrollo se encuentra en aumento; el 97% de los sujetos
gue acuden voluntariamente a estos procedimientos son mujeres y transexuales deedades
entre los 17 a los 73 afios. (1,5). Se estima un subregistro de las secuelas generadas por
estos procedimientos debido a los centros no autorizados que lo practican, asi como los que
lo realizan de manera ilegal. (1,7). En Colombia se calcula mas de 35 mil personas con
biopolimeros de las cuales mas del 50% presenta alguna complicacién (10).



15

El objetivo general de este estudio fue identificar infecciones y su asociaciéon con cambios
en las poblaciones celulares inmunes en pacientes que consultaron por reacciones
adversas al uso de sustancias modelantes de tipo biopolimeros en el Centro Médico
Santuario de la ciudad de Cali; para generar conocimiento del entorno microbiolégico que
se puede asociar a procedimientos invasivos que utilicen sustancias modelantes con
biopolimeros, asi como la presentacién clinica de enfermedad autoinmune inflamatoria.
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1.0ODbjetivos

11.  Objetivo General

Identificar infecciones y su asociacion con cambios en las poblaciones celulares inmunes
circulantes en pacientes con reacciones adversas al uso de sustancias modelantes en la
ciudad de Cali Colombia.

12. Objetivos especificos

o Identificar los casos de infecciones causadas por bacterias y hongos a partir de
muestras quirdrgicas extraidas de pacientes con reacciones adversas al uso de
sustancias modelantes en tejido conectivo.

e Caracterizar fenotipica y genotipicamente los microorganismos aislados a partir de
las muestras quirdrgicas extraidas de pacientes con reacciones adversas al uso de
sustancias modelantes en tejido conectivo

¢ |dentificar posibles cambios en las subpoblaciones celulares inmunes circulantes en
sangre periférica de pacientes con reacciones adversas al uso de sustancias
modelantes

2. Marco teorico y estado del arte

21. Uso de biopolimeros y sustancias derelleno

En la basqueda de sustancias capaces de proporcionar volumen y dar contorno en
diferentes partes del cuerpo han sido empleados como materiales de relleno tisular los
biopolimeros, sustancias puras o combinadas de origen natural o sintético (1) catalogadas
como sustancias peligrosas, ya que su uso ha descrito una excesiva reaccion inflamatoria
local asi como la migracion de particulas de las sustancias a nivel sistémico que puede
llegar a comprometer érganos vitales e incluso provocar la muerte (1,3). En la ciudad de
Cali, Colombia se reporta cada afio mas de 2.000 intervenciones quirdrgicas, de las cuales
un alto porcentaje corresponde a reconstrucciones por el dafio ocasionado por biopolimeros
(3). La escasa informacion acerca de las complicaciones asociadas, asi como el escaso
numero de casos, establece una limitante para su estudio y control (5,6).
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El uso de biopolimeros constituye una problematica de salud publica al contemplar los
diversos factores de riesgo; como su realizacion de manera ilegal por el desconocimiento
de las sustancias empleadas por parte del personal que las realiza, asi como las
complicaciones severas e incluso la muerte que ocasiona en los pacientes intervenidos, sin
mencionar los eventos psicoldgicos, sociales y laborales que acarrea (6). A nivel global el
uso de biopolimeros ha sido notificado, con un mayor indice de casos en paises en via de
desarrollo; el 97% de los pacientes que acuden voluntariamente a estos procedimientos son
mujeres y transexuales de edades entre los 17 a los 73 afios (1,7). Se estima un subregistro
de las reacciones secundarias generadas por estos procedimientos debido a los centros e
instituciones no autorizados que lo practican. En Colombia aproximadamente mas de 35.000
personas, se han realizado algun tipo de procedimiento quirtrgico con biopolimeros de los
cuales mas del 50% presenta alguna complicacién (10). Ricaurte y colaboradores,
reportaron que el 41,6% de pacientes referian desconocimiento de los componentes del
material aplicado en los procedimientos cosméticos realizados en la ciudad de Cali (6).

Desde el afio 1886 y 1900 se describe el uso de sustancias oleosas, como el petrolato y la
parafina con fines modelantes. Inyecciones de parafina en el escroto de un paciente fueron
documentadas en 1889, sin embargo, la aparicion de tumoraciones ocasionadas por la
sustancia descontinud su uso (6). En 1950 se informd la primera implantacién de silicona
para el reemplazo de una uretra, asi como implantaciones en glandulas mamarias y rellenos
en cara (4). Enlos afios 40 la silicona liqguida empezé a emplearse en Japén por su facilidad
de absorcion y distribucién, afios mas adelante ésta fue combinada con grasas vegetales y
animales al 1% para fijar la sustancia al cuerpo, que se populariz6 bajo el término “la férmula
de Sakurai” (11,12). Los usos de la silicona liquida se extendieron a nivel mundial,
desarrollando soluciones mas purificadas que denominaron "silicona liquida de grado
médico 360" como un compuesto aparentemente inocuo y seguro para su uso, sin embargo,
en 1964 y afos posteriores, pacientes sometidas tanto a la “férmula de Sakurai” como a la
nueva combinacion ocasionaron capsulas fibrosas y siliconomas, término acufiado a la
formacion de granulomas (7,12). En 1988 se describen casos de paniculitis granulomatosa
por el uso de guayacol. (7)

En 1991 la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA - Food
and drug administration), prohibié el uso de silicona liquida, asi como la Asociacion
Americana de Cirugia Plastica y Estética (ASAPS) y entidades sanitarias internacionales
han considerado el uso de este tipo de materiales como negligencia médica ya que las
Unicas sustancias empleadas en tratamientos médicos deben ser biodegradables, quimicas
evaluadas e inertes (6,14). Desde entonces, la busqueda de materiales seguros inyectables
ha conducido al desarrollo de diferentes productos y combinaciones de sustancias
absorbibles caracterizadas por ser seguras, es decir, no alergénicas, inmunogénicas,
cancerigenas, teratogénicas o migratorias que puedan comprometer el bienestar del
paciente. Sin embargo, los materiales de relleno cutdneo han sido relacionados con la
aparicion de efectos adversos inmediatos, intermedios y tardios, lo que evidencia que
ningun material es totalmente inerte, biocompatible y seguro (11,12, 13).
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En la actualidad, se estima que hay un aproximado de 160 sustancias de relleno empleados
como rellenos dérmicos, los cuales han sido clasificados en rellenos temporales,
semipermanentes y permanentes de acuerdo con el tiempo de absorcion en el tejido desde
su infiltracién, asi como las caracteristicas biodegradables que poseen (11,14). Los rellenos
temporales han sido considerados de bajo riesgo, sin embargo, se ha documentado
equimosis, eritema, asimetrias y formacién de nédulos tras su uso (11), los productos
semipermanentes y permanentes inducen a la formacion de nédulos e induraciones, las
complicaciones se asocian a una reaccion inflamatoria crénica y la formacion de granulomas
(15). Enla Tabla 1 se describen los rellenos mas empleados y las complicaciones asociadas
a su uso.

La FDA no ha aprobado rellenos dérmicos para el aumento de senos, gliteos, ligamentos
0 musculos; asi como no ha sido aprobado el uso de silicona liquida o en gel para aumentar
el volumen de los tejidos blandos del cuerpo (14,17). En Colombia este tipo de
procedimientos se realizan con medicamentos que pueden o no estar aprobados por el
INVIMA, pero carecen de un control de la composicién y calidad de las moléculas usadas
en centros estéticos (18).

Las complicaciones secundarias al uso de biopolimeros son consideradas como una
enfermedad, a la cual le han atribuido diferentes denominaciones: (I) Enfermedad por
biopolimeros, (Il) Enfermedad humana por adyuvantes (HAD por sus siglas en inglés) (4,13)
y (IIl) Alogenosis iatrogénica, siendo esta Ultima la mas usada por los autores y definida
como ..."toda manifestacion clinica, local, sistémica, histopatolégica, de laboratorio o de
imagen, que se presente después de la administracion parenteral de sustancias no
biodegradables con fines modelantes” (22)

Actualmente, la Alogenosis latrogénica, presenta un aumento de casos principalmente en
paises subdesarrollados constituyendo un problema latente en salud publica (22). El factor
de riesgo atribuido al uso de biopolimeros es su capacidad migratoria dentro del cuerpo
humano, lo que dificulta su extraccion y manejo. Dentro de las complicaciones mas
frecuentes estd la formacién de granulomas, inflamacion, ulceraciones, cambios en la
textura y forma de la piel, hiperpigmentacion, esclerosis y formaciones quisticas con riesgo
de infeccion, asi como la asociacién de patologias inmunolégicas. (22,23)
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Tabla 1. Sustancias modelantes y las complicaciones descritas a su uso.

Sustancia
modelante

Caracteristicas

Efectos secundarios

Nombre comercial

Referencias

Materiales de relleno reabsorbibles o no permanentes

*Es una de las proteinas que mantiene la
integridad de los tejidos, constitute entre el 70

Reacciones de hipersensibilidad

*Colageno Bovino:
Zyderm ® y Zyplast ®
*Colageno humano:

Colageno al 80% de la piel, su viscosidad es menor al del local Cosmoderm®, 11,16,20
acido hialurénico. Cosmoplast ®
*Temporal, biodegradable *Colageno Porcino:
Evolence
*Es un polisacarido (glucosaminohlicano
disacérido) hidrofilico, son muy empleados
i o como rellenos dérmicos por su capacidad de Edema, induracién, inflamacion,
Acido Hiauronico generar volumen (16). *Se ha descrito que nédulos, infeccion* (atribuida a Hylaform, Restylane @, 11,16,20
(HA) ; ; N . Subq, Macrolane
interviene en los procesos fisiolégicos del tejido | Hylaform)
y de la reaccién inmunitaria del organismo.
*Temporal,biodegradable
*Es un vehiculizador de farmacos. No existen Revela. Sculptra ®
Alcohol polivinilico | publicados ensayos clinicos que avalen su Edema, inflamacién Bioian;Je Rgmake’ 11,16
seguridad como material de relleno dérmico. '
Acido polilactico | Es un polimero sintético, de absorcion lenta Reaccion de tipo cuerpo extrafio | Sculptra ®, New Fill ® 11,16,18
Se emplea en forma microsférica como Los efectos secundarios son
Hidroxiapatita de | sustancia de relleno, es de absorcion lenta. atribuidos al volumen de la .
) X . < 1 ; - Radiesse ® 11,16,19
calcio Tiene aprobacion de la FDA para uso médico sustancia y la técnica de
en defectos maxilofaciales. inyeccion.
Alginatos Es un polisacarido Novabel 11

Materiales de relleno reabsorbibles o no permanentes
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*Gel Compuesto por agua (97,5%) y

ST o . .
Hidrogel de Eﬁgat?irc;ldag“:ja%élzt)'li/oi)rlduce la acumulacién de Formacion de granulomas, Aqx?cn;ﬁi?@&o
Poliacrilamida fibroblastog']s macré'fa os y la formacioén de una edema, cambios en [a coloracion Evolution OutI'ine 11,20, 21
(PAAG) - N gosy de la piel, migracion, nédulos " '
capsula fibrosa. Metacrill
Dificil de extraer,formacion de
Empleado para el aumento de tejidos blandos, hlper|c|)_|gm_enta0|oens,b
Poliaquilamida compuesto por agua (97%) y un 3% de COMPIICACIONES Por abscesos Bio-Alcamid ® 11,20
sustancia polimérica asépticos, migracién, acumulacion ' '
u 1a polimerica. de producto y formacién de
granulomas permanentes
Es una sustancia inerte, empleado para la
fabricacion de pétesis dentales y lentes
Polimetilmetacrilato | oculares; su uso como relleno dérmico se ha . Artecoll, Dermalive
(PMMA) descrito desde 1989. Su presentacién son Granulomas tardios 16,19,20
microesferas que pueden ser suspendidas en
otras sustancias.
Su uso médico ha ocasionado
. N o ) reacciones g[anulomatosas a Silikon 1000 (Alcon,
Conocido como silicona liquida, es un polimero | cuerpo extrafo, bloqueo de vasos
- Lo : e P . ” Fort Worth, TX) y
Silicona liquida derivado del silice linfaticos, migracion de la Adaptosil 5000 (Bausch 11,16
*Permanente no biodegradable sustancia embolia y ceguera. No b
. Lomb, Rochester, NY
ha sido aprobado por el FDA para
uso cosmético.
Otros
Hialucor Contiene acido hialurénico, dextrano, acido Granulomas. eritema. dolor Se ha comercializado 18
P lactico, Hipromelosa. ' ' como acido hialurénico
De aspecto viscoso y espeso, tiene registro
Metacorp sanitario INVIMA nimero 2007DM0001141 18
Compuesto organico derivado de semillas y
Aceite vegetal plantas, se asocian infiltraciones dérmicas de la 16,18

combinacion de aceites vegetales y aceites
grasos saturados
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22. Infecciones asociadas al uso de sustancias
modelantes

Las infecciones pueden ocurrir en cualquier momento después del procedimiento de
infiltracion de sustancias, su asociacion esta estrechamente relacionada a las condiciones
de asepsia y la técnica empleada por el personal durante el proceso, asi como las
fluctuaciones del sistema inmunolégico y la microbiota transitoria presente en las manos del
personal sanitario que no emplea los elementos de proteccién personal, como la del
huésped (24, 25). La ruptura de la integridad de la piel, el nimero de perforaciones
cutaneas, asi como el tipo de sustancia estan asociadas al desarrollo de infecciones en piel
por sustancias de relleno (26,31).

Usualmente la colonizacién de las heridas dérmicas ocasionadas por traumatismos esta
asociada a la microflora comensal y el area anatomica de la misma (piel, cavidad
orofaringea, tracto gastrointestinal) (26); 10% de las infecciones en piel son de etiologia
polimicrobiana caracterizadas por proporcionar un entorno en el que la interaccion
microbiana desencadena la liberacion sinérgica de determinantes patogénicos y moléculas
inflamatorias que contribuyen a la cronicidad de la infeccion (27).

La sinergia polimicrobiana es definida como la interaccion de dos o mas especies
bacterianas, que potencian su patogenicidad; sin embargo, no todas las asociaciones
microbianas generan sinergia durante la infeccion, los microambientes nutricionales, los
metabolitos que intervienen en la sefializacién bacteriana son de importancia en su
asociacion patégena (28). Murray, J y colaboradores, clasifica las infecciones
polimicrobianas en aquellas infecciones que resultan de cambios en la composicién de la
microbiota, en el desarrollo de infecciones bacterianas por la colonizacion de
microorganismos patdgenos y su colonizacién en sitios anatémicos que no habitan (29).

Microorganismos como Staphylococcus aureus resistente a la meticilina y algunas especies
de Streptococcus sp. han sido identificados en inyecciones de relleno en pacientes con
infecciones virales como VIH y Herpes simple (30). Las infecciones sistémicas no son
comunes, sin embargo, algunas de éstas han conllevado a shock téxico ocasionado
principalmente por Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes (31).

Infecciones por Micobacterias No Tuberculosas (MNT) también han sido asociadas a la
infiltracion de sustancias de relleno por inoculacion directa, diseminacion contigua o
hematégena y uso de sustancias contaminadas (32) Su capacidad de sobrevivir a una
variedad de hébitats ambientales, como agua y suelo permiten su adherencia y resistencia
al entorno. Las especies Mycobacterium fortuitum y M. chelonae se han notificado con
mayor frecuencia como agentes infecciosos de tratamientos cosméticos (33,34). Rodriguez,
J. M. y colaboradores, 2013, describieron aislamientos de M. chelonae de agua de grifo
idénticos a los aislamientos de pacientes con inyecciones dérmicas, la revision de los
procedimientos concluyé que la aplicacion de hielo no estéril antes de las infiltraciones fue
una posible fuente de contaminacion (35).
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La presentacion clinica incluye celulitis, lesiones papulares, nddulos y ulceraciones (34). La
literatura reporta de 150 a 190 especies de las cuales un tercio estan asociadas a
infecciones en humanos; de los 4 sindromes clinicos que produce, la infeccién en piel y
tejidos blandos corresponde al 12% de las enfermedades por MNT (35,36).

Histéricamente, las MNT se clasificaron segun la tasa de crecimiento y la capacidad de
producir pigmento en respuesta a la luz, actualmente, el grupo MNT esta dividido en dos
subgrupos definidos segun su capacidad para crecer en medios de cultivo sélido, aquellas
de crecimiento rapido y aquellas de crecimiento lento. No se ha podido demostrar que se
transmiten de persona a personay se aislan en muestras de piel, aparato respiratorio o tubo
digestivo de individuos sanos que supone una colonizacién estrecha a un origen ambiental
(35,36,37).

Otros microorganismos como Candida albicans, Curvularia y Aspergillus niger, estan
relacionados a perforaciones en implantes o inoculaciébn directa de sustancias
contaminadas que permiten su crecimiento; sin embargo, no existen pautas especificasde
profilaxis perioperatorias para cirugias cosméticas. (31);

Algunos autores han relacionado el desarrollo de infecciones luego de infiltraciones
dérmicas con el material empleado (37,38,39). Un reporte de Alijotas-Reig y colaboradores,
describe el comportamiento microbiano en presencia de sustancias de relleno, de los cuales
los compuestos hialurénicos y de hidroxilapatita permitieron la colonizacién bacteriana
sobre el material, contrario a las acrilamidas que no permitieron crecimiento microbiano (37).

Las sustancias foraneas pueden interactuar con glicoproteinas tisulares y estructuras de las
membranas bacterianas, esta interaccion se encuentra mediada por proteinas de union o
adhesinas que estimulan la proliferacién de polisacaridos extracapsulares, permitiendo la
unién de los microorganismos a los biomateriales, acelerando la segregacion celular y la
acumulacion de varias capas de microorganismos sobre la misma, potenciando su
virulencia (40,41,42).

Muchas de las cepas bacterianas no patdgenas en circunstancias normales, pueden actuar
como patégenos de bajo grado o baja virulencia cuando se encuentran asociadas a cuerpos
extrafios (43). Chirstensen y colaboradores, informaron el crecimiento bacteriano después
de la infiltracion de diferentes rellenos dérmicos aislados de biopsias de tejido, entre las
cuales fueron recuperadas especies que no son consideradas patbgenos humanos, como
Burkholderia cepacia y especies de Sphingomonas (40); Goldan, O y colaboradores,
reportaron el aislamiento de Streptococcus viridans, Staphylococcus aureus y Pseudomonas
auriginosa de pacientes con rellenos dérmicos (41) y aislamientos de Staphylococcus sp.,
Propionibacterium acnes, Enterobacteriaceae y Pseudomonas han sido reportadas en
implantes mamarios (42).

La etiologia de las infecciones en infiltraciones dérmicas aln no es clara, sin embargo, no
s6lo son causadas por la contaminacion del procedimiento, de las sustancias aplicadas,
también se debe tener en cuenta que los foliculos pilosos, las glandulas sebaceas,glandulas
sudoriparas, glandulas lagrimales y glandulas lactiferas son habitat de microorganismos
facultativos que pueden interactuar con la sustancia modelante (43, 44).
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23. Reacciones inflamatorias tardias después delas
inyecciones de relleno

La respuesta inmune del huésped a la implantacion y presencia de materiales artificiales da
lugar a una lesion, la formacion de una matriz provisional e inflamacion (45); Los neutrofilos
son las primeras células que actlan en los dias posteriores a la lesién y la exposicién a los
biomateriales, expresando en su superficie de membrana mucinas como PSGL-1 (P-selectin
glycoprotein ligand-1) que ayudan a mediar la adhesion e infiltracion tisular de los mismos
permitiendo su transicidon en sangre; su funcién principal es fagocitar microorganismos y
material forAneo que estimula la liberacion de proteinas inflamatorias como la MIP- 1 a y
MIP-1 B (Macrophage inflammatory protein 1 alphay beta) que atraen a los macréfagos al sitio
de la inflamacion (46). Los macrofagos pueden ingresar a la sustancia de relleno como
precursores de una red fibrosa, que ancla el gel al tejido circundante del huésped y previene
la migracion local. Los macréfagos pueden formar una base de tejido fibroso que rodean las
particulas del material inyectado, adoptando patrones de reaccién lipogranulomatosasy
reaccion de cuerpo extrafio de células gigantes (47-50). En la figura 1 se observan las
respuestas celulares normales (a) y patolégicas (b) después de inyecciones de material
extrafio.

Las reacciones inflamatorias tardias al uso de sustancias de relleno han sido descritas a
infecciones de baja virulencia por microbiota cutdnea como Staphylococcus epidermidis y
Cutibacterium acnes, asi como por los cambios estructurales y migracion de las sustancias
de relleno en el organismo que aumentan la respuesta inmune (31, 51). Algunos autores
postulan que las reacciones inmunes tardias son consecuencia de reacciones de
hipersensibilidad que pueden manifestarse desde semanas a afios después del uso de
sustancias de relleno, estas son clasificadas como hipersensibilidad de tipo 1V, asociada a
una respuesta celular, mediada principalmente por células CD4+ (52,53).

La exposicibn subsecuente al antigeno induce la fase efectora de reaccion de
hipersensibilidad tardia y se describe como la explicacion mas probable a los eventos de
aparicion tardia observados en pacientes con reacciones secundarias al uso de sustancias
modelantes principalmente por linfocitos T (52). Los linfocitos T son los principales efectores
de la inmunidad celular, estos inducen la sobreexpresion de moléculas de adhesion en las
células endoteliales y tisulares que interactian con los receptores de los linfocitos T, la
sobreexpresion de las moléculas de adhesién actian con los ligandos receptores 1y 2 de
los linfocitos T que facilitan el transito celular y la activacion de células presentadoras de
antigeno (APC) que expresan en su superficie péptidos ligados a moléculas de
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histocompatibilidad (MHC), el cual es reconocido por el receptor TCR propio del linfocito T
los correceptores de los linfocitos T CD4 con moléculas HLA Clase Il y T CD8 con moléculas
HLA-Clase | ayudan a completar la activacion celular (46) . Tras la activacién de los
linfocitos T, los linfocitos TCD4 coestimulan la expresion de otras moléculas como los
Linfocitos B y las APC asi como la sintesis de algunas citocinas como IL-4, IL-5 e IL-10 que
favorecen la produccién de anticuerpos especificos y las células T CD8 considerados como
citotoxicos y supresores; a su vez estos correceptores o subpoblaciones linfocitarias se
subdividen en linfocitos T ayudadores, cuya funcién es la produccion de citoquinas que
ayuden a la expansion clonal, la diferenciacién celular T y la estimulaciéon de otras CD4 y
CD8 (54).

La inflamacién granulomatosa por cuerpo extrafio es la complicacién tardia mas comun de
todos los rellenos dérmicos y subdérmicos, que en conjunto con algunas sustancias de
relleno como la silicona perpetlian una respuesta proinflamatoria crénica del tejido (52-55).
La colonizacion bacteriana contribuye a generar una reaccién inflamatoria crénica. Jones P
y Colaboradores, refieren que la presencia de bacterias en la superficie de implantes ha
demostrado ser un potenciador en la formacién de granulomas (50). Los granulomas se
presentan como reacciones inflamatorias crénicas constituidas de infiltrados linfocitarios y
agregados de macréfagos activados; frecuentemente ocurren de 6 a 24 meses después de
las inyecciones de relleno y en algunos casos hasta 10 afios después de la infiltracion (47);

La formacién de granulomas se asocia a infecciones bacterianas sistémicas, el tamafio de
las particulas, el volumen de la sustancia de relleno inyectada, la repeticién de inyecciones,
impurezas del material y cambios en la superficie del material inyectado (17,49,50). Sin
embargo, un proceso inflamatorio agudo puede involucrar un granuloma activo afios
después de la infiltracion, lo que puede estar relacionado al desarrollo de biopeliculas
bacterianas o colonias microbianas encapsuladas en la matriz extracelular que rodea el
cuerpo extrafo induciendo infecciones cronicas no sintomaticas con reactivacion paulatina
por respuesta inmune (48).

Clinicamente, la formacion de granulomas va acompafada de celulitis, formacion de
nodulaciones e induracion de la piel (56). La formacion de granulomas activa la respuesta
de células fagociticas productoras de citoquinas inflamatorias, las cuales al no poder
fagocitar particulas de un tamafio superior a 40 um generan un infiltrado inflamatorio
alrededor del material que puede estar acompafiado de infecciones locales. Algunos de los
granulomas no tienen presencia de células inflamatorias sino de fibroblastos, fibras de
colageno y macrofagos (46,58).

Decates T y colaboradores discuten que las reacciones secundarias de tipo inmune sean
asociadas solo a la respuesta de hipersensibilidad y consideran la reaccion de los rellenos
como adyuvantes (44). Un adyuvante es una sustancia qgue aumenta la respuesta inmune
hacia un antigeno de forma no especifica (58). El efecto adyuvante imita moléculas
conservadas como PAMP (Patrones Moleculares Asociados a Patégenos) y DAMP
(Patrones Moleculares Asociados a Dafos) que tras la union a receptores similares a Toll
(TLR) liberan citoquinas inflamatorias y promueven la quimiotaxis celular, produciendo
reacciones inflamatorias constantes facilitando la actividad celular en la presentacion de
antigenos (56, 59, 60)
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Figura 1. Respuestas celulares normales (a) y patologicas (b) después de inyecciones de
material extrafio (55).

Los sintomas mas frecuentes en pacientes con reacciones secundarias al uso de sustancias
modelantes (biopolimeros) son dolor, malestar general, depresion, dolores articulares y
decaimiento lo cual demuestra un compromiso local y sistémico del proceso inflamatorio. La
exposicién a sustancias adyuvantes inflamatorias como los biopolimeros olas siliconas,
puede conducir al desarrollo de enfermedades autoinmunes que han sido asociadas al uso
de sustancias modelantes (58,59). El conjunto de diferentes caracteristicas documentadas
entre ... “la exposicion previa a factores adyuvantes combinada con sustancias alogénicas”
... (59) en la que se relaciona la aparicion de enfermedades autoinmunes y auto
inflamatorias después de una exposicion a adyuvantes ha sido descrita por Shoenfeld y
Levin en 2011 como enfermedad autoinmune inflamatoriainducida por adyuvantes o (ASIA)
autoimmune/inflammatory syndrome induced by adjuvants por sus siglas en inglés (60).

Los trastornos descritos después del estimulo adyuvante inducen hiperestimulacion del
sistema inmunolégico desencadenando la produccion de autoanticuerpos mediante la
activacion policlonal de las células B, lo que eventualmente desencadena el desarrollo de
enfermedades autoinmunes (61,62,63).
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Dentro de los factores adyuvantes se relaciona el hidréxido de aluminio con la exposicion a
vacunas, el sindrome de miofascitis macrofagica (MMF), infecciones locales y la exposicion
a productos quimicos; respecto a los implantes y sustancias de relleno se asocian a ASIA
el uso de silicona y el aceite mineral (63).

La silicona actia como un adyuvante inmunolégico que induce la respuesta inmune
especifica induciendo la proliferacion de linfocitos B y T asi como la produccion de
anticuerpos IgG y citoquinas, induciendo una respuesta inmunogénica a través de
reacciones cruzadas con glicosaminoglicanos constituyentes de la matriz extracelular de los
tejidos conectivos (62). Cappellano G y colaboradores, refirieron que las subpoblaciones de
células T que reaccionan principalmente a la silicona son las células T CD4+ (64); el uso de
silicona se encuentra relacionado con la formacion de linfomas no Hodgkin por las sefiales
de estimulacién hacia los linfocitos B (60).

Los sintomas caracteristicos de ASIA pueden ocurrir en pacientes que han desarrollado
toxicidades musculoesqueléticas, que se encuentran en el 2 al 12% de los casos y pueden
manifestarse como artritis inflamatoria, mialgia, miositis y sindromes similares a la
polimialgia. La fatiga crénica, los trastornos del suefio, las alteraciones cognitivas y la
pérdida de memoria se producen hasta en un 42% de los casos y pueden estar asociados
con la activacion inmunitaria en el sistema nervioso central (63).

En el periodo de tiempo entre 2011 a 2015 se han identificado mas de 4.000 casos
asociados al sindrome de ASIA y en 2016 se identificaron mas de 200 casos después de la
exposiciéon a implantes de silicona; artralgias, manifestaciones neuroldgicas, alteraciones
conjuntivas,mialgias, fiebre y fatiga crénica fueron sintomas descritos y correlacionados con
el sindrome(62,63).

En un estudio de caso, el 60 % de la poblacién en estudio con sustancias de relleno
mostraron ANA positivo, anticuerpos antitiroideos con anti-Ro y AMA positivo lo que sugiere
el desarrollo de enfermedades inmunitarias asociadas; esclerosis mdltiple, artritis
reumatoide, fibromialgias han sido relacionadas (18). Shoenfeld y Levin en 2011 proponen
criterios mayores y menores de diagnéstico en los pacientes que refieren manifestaciones
clinicas asociadas al uso de sustancias de relleno, descritos en la tabla 2. Los pacientes
deben mostrar al menos dos criterios mayores y/o un criterio mayor y 1 criterio menor para
definir ASIA (63,64).

Tabla 2. Criterios clinicos para definir ASIA

Criterios Clinicos (Criterios Mayores) Referencia
1.Exposicion a estimulos externos como infeccion,
vacunacion, silicona y/o adyuvantes

antes de que aparezcan los sintomas clinicos

2. Presentacion de alguno de los siguientes sintomas:

* Debilidad muscular, mialgia o miositis

* Artritis o artralgia
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* Fatiga

» Manifestaciones neurolégicas, deterioro cognitivo, pérdida

de memoria

* Fiebre, sequedad en laboca Nunes e Silva, y
3. La extirpacion del adyuvante conduce a la cura de los colaboradores  (2017)
sintomas (63)

4. Biopsia tipica de 6rganos involucrados

Criterios Inmunogeénicos (Criterios Menores)

* Presentacion de autoanticuerpos o anticuerpos dirigidos al
presunto adyuvante

* |dentificacion de HLA especifico (DRB1, HLADQB1)

* Desarrollo de una enfermedad autoinmune

La mayoria de los eventos adversos por infiltracién de sustancias modelantes de aparicién
tardia son mediados por respuesta inflamatoria. El efecto adyuvante de los rellenos y
moléculas bacterianas asociadas parecen ser determinantes en la respuesta inflamatoria y
autoinmune (65).

3. Materiales y métodos

31. Disefio metodoldgico

Tipo de estudio

Es un estudio transversal y descriptivo para determinar la frecuencia de las infecciones
bacterianas y micéticas secundarias al uso de biopolimeros y los marcadores inmunolégicos
de inflamacién y poblaciones celulares a partir de un tamafio de muestra de 120 pacientes
captados en el Centro Médico Santuario de la ciudad de Cali, Colombia.

El Centro Médico Santuario de la ciudad de Cali es una institucion especializada en cirugia
plastica reconstructiva y retiro de biopolimeros, la cual report6 entre los afios 2013 a 2018
un total de 1322 pacientes que consultan por efectos adversos o complicaciones por
inyeccion de sustancias modelantes (8).

Consideraciones éticas

Las consideraciones éticas de esta investigacion, se enmarcan en lo estipulado por la
Resolucion 008430 del 4 octubre de 1993, “Por la cual se establecen las normas cientificas,
técnicas y administrativas de la investigacion en salud”, que segun el Articulo 11, este
estudio es considerado una investigacion sin riesgo teniendo en cuenta que las muestras
estudiadas se derivaron de los procedimientos quirtrgicos producto del tratamiento para la
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extraccion de la sustancia de relleno, realizados por un médico cirujano plastico,
garantizando la confidencialidad de los datos y que las muestras recolectadas para el
estudio no generaran complicaciones secundarias a los participantes. Los participantes
fueron invitados a formar parte del estudio y firmaron el consentimiento informado
custodiado por el Centro Médico Santuario aprobando su participacion en el estudio. Anexo
1.

La manipulacion de las muestras biologicas y el manejo de residuos fue llevada a cabo
segun el manual de seguridad del Instituto Nacional de Salud MNL-A01.0000-001. Las
cepas recuperadas de las muestras de tejido de las pacientes en estudio no tuvieron ninguna
intervencion genética. El proyecto obtuvo la aprobacion del Comité de Etica y Metodologia
de la Investigacion del Instituto Nacional de Salud, cédigo CTIN-21-2017.

En el marco del cumplimiento de las buenas practicas de propiedad intelectual, los
ejecutores del estudio se obligan a guardar reserva y confidencialidad de toda la informacién
y documentacion cientifica que se derive del desarrollo y resultados del proyecto. No se
deberda sustraer el material bioldgico para fines diferentes a los determinados en el proyecto.

Metodologia para alcanzar el objetivo especifico 1: Identificar los casos de infecciones
causadas por bacterias y hongos a partir de muestras quirirgicas extraidas de pacientes
con reacciones adversas al uso de sustancias modelantes en tejido conectivo.

32.  Andlisis microbiolégico

Tamafo de muestra

Para el célculo de la muestra se tuvo en cuenta el promedio de cirugias plasticas realizadas
anualmente en Cali (n = 150.000) y una tasa de infecciones segun procedimiento quirargico
(procedimientos limpios-contaminados) del 7,7% segun descripcion en la literatura (8);
usando un nivel de confianza del 95% y un error de estimacién maximo del 5%. El tamafio
de la muestra fue de 120 pacientes, asumiendo un 10% de posibles pérdidas por
contaminacién de las muestras, pérdida de la cadena de frio en su transporte, entre otras.
Las muestras fueron captadas en orden cronoldgico hasta completar el tamafio muestral en
el periodo de tiempo comprendido entre el afio 2020 y el afio2021.

Obtencién y toma de muestras

El médico cirujano plastico del Centro Médico Santuario de Cali fue el encargado de invitar
a participar en el estudio a hombres y mujeres quienes consultaron por la presentacion de
reacciones adversas al uso de sustancias modelantes, explicando el propésito del estudio
y los procedimientos que se llevarian a cabo de forma sencilla, asegurandose que el
paciente comprendiera a cabalidad el proceso y de manera libre y autbnoma firmara el
consentimiento informado, que acepta el uso de datos clinicos asi como la recoleccion, uso
y almacenamiento de muestras con fines de investigacion.
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Para la recoleccién de la informacién del paciente, se aplicé un formulario de ingreso que
fue complementado con la informacién obtenida durante la consulta médica y la historia
clinica del paciente. A cada formulario se le asigné un nimero Unico de registro que fue
aplicable para la identificacion de las muestras bioldgicas y la base de datos del estudio.

Se tuvo en cuenta para la participacion en el estudio que los pacientes no debian presentar
antecedentes de enfermedades autoinmunes o cronicas que pudiesen sesgar elanalisis.

Se realizd recoleccion de muestras sanguineas para el estudio inmunolégico que
comprendié recuentos de poblaciones celulares en sangre total y determinacion de
citoquinas proinflamatorias en suero con ayuda del sistema de recogida de vacuntainer por
un técnico experto, perteneciente al laboratorio BIOS S.A. de la ciudad de Cali. Los tubos
fueron extraidos en orden especifico y por duplicado con el fin de evitar contaminacién
cruzada de aditivos.

Para el estudio microbiolégico, el dia de la cirugia fueron tomadas 5 muestras de tejido de
la zona representativa de infeccion durante el procedimiento de extraccion del biopolimero
en estrictas condiciones de esterilidad.

Cada una de las muestras de tejido recolectadas fueron colocadas en tubos Falcon de 25
ml en caldos de cultivo y solucién salina estéril de acuerdo con las condiciones del
microorganismo y el procedimiento a realizar (Tabla 3).

Tabla 3. Recoleccién de las muestras de tejido segun los microorganismos en estudio

N. de tubos Microorganismo de estudio
1.Tubo con caldo BHI Microorganismos aerobios
2.Tubo con caldo de Microorganismos anaerobios
Tioglicolato
3.Tubo con solucién Micobacterias
salina
4. Tubo con solucién Hongos
salina
5.Tubo con solucion Estudio molecular
salina

Recoleccion muestras de tejido

Las muestras de tejido fueron tomadas en estrictas condiciones de asepsia por el médico
cirujano encargado en el Centro Médico Santuario de la ciudad de Cali. Debido a la
contingencia sanitaria que se presentd durante el periodo de 2020 a 2021 por COVID 19 las
muestras fueron clasificadas en dos fases de acuerdo con las condiciones de transporte y
lugar de procedimiento microbiol6gico:

e La primera fase consta de las muestras segun el consecutivo del numero 001 al
namero 029 que fueron cultivadas en medios de cultivo primario en el laboratorio de
Salud Publica de la ciudad de Cali de los cuales los aislamientos recuperados fueron
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almacenados en leche semidescremada a -70° C y posteriormente enviados al
Instituto Nacional de Salud (INS) para su identificacion.

e La segunda fase comprendio el envio de muestras sanguineas y las muestras de
tejido consecutivos 030 al 120 al grupo de Microbiologia del INS.

El material biologico fue embalado bajo las condiciones de bioseguridad requeridas por la
Asociacién Internacional de Transporte Aéreo IATA (International Air Transport Association)
y la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), para el transporte por carga aérea como
sustancia categoria de riesgo biologico B; el traslado de las muestras fue autorizado,
programado y enviado al INS a través de la empresa ELITE, que presta servicios de
movilizacibn de muestras bioldgicas, en un tiempo inferior a 24 horas. Las muestras
recolectadas de sangre y suero fueron enviadas a Inmugen Corporation para su
procesamiento.

Identificacion de microorganismos aerohbios y anaerobios

Las muestras del tubo nimero 1 que venian en caldos de cultivo de BHI (Brain Heart infusion
BD) fueron incubados a 37 °C por 24 horas para crecimiento de microorganismos aerobios,
posteriormente se sembrd una alicuota de 50 ul de caldo de cultivo a medio sdlido de agar
sangre y BHI y se incubaron a 37 °C de 24 a 72 horas.

Las muestras del tubo nimero 2 con caldo de tioglicolato fueron llevados a campana de
anaerobiosis adicionando un sobre GazPack e incubadas a 37°C. por 48 horas. Transcurrido
el tiempo de incubacion se repic6 de forma masiva 50 pl de caldo de cultivo a medio sélido de
agar sangre, BHI y Mac Conkey para el aislamiento de microorganismos; el crecimiento de
colonias fue inspeccionado de 24 a 72 horas.

Identificacién de micobacterias

La muestra de tejido recolectada en solucién salina del tubo nimero 3 fue homogenizada
en vortex por dos minutos y centrifugadas dos veces a 4000 g durante 5 min y 30 minutos,
respectivamente, siguiendo el procedimiento empleado por Fernandez de Vega y
colaboradores (2005), 200 ul del sedimento fueron sembrados en dos medios de cultivo
Léwenstein-Jensen e incubados a 37 °C y a temperatura ambiente, hasta por 6 semanas
antes de confirmar un resultado negativo (66).

Identificacion de estructuras fungicas

Para la identificacion de colonias fungicas, las muestras del tubo 4 fueron cortadas en
pequefios trozos con ayuda de un bisturi estéril en una caja de Petri, inoculandolos
directamente sobre el medio agar Sabouraud haciendo una ligera presion. Los medios
fueron incubados a 37 °C e inspeccionados cada 24 horas por 7 dias.

Los aislamientos recuperados fueron almacenados en leche semidescremada al 20% a -70
°C en el cepario del INS del Grupo de Microbiologia.
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Identificacion de los aislamientos recuperados a partir de muestras de tejido.

Se realizaron coloraciones especiales a todos los aislamientos que mostraron crecimiento
en medio solido agar sangre, agar BHI, Mac Conkey, agar Saboreaud y agar Léwenstein-
Jensen. (Tabla 4)

Tabla 4. Coloraciones especiales de acuerdo con los aislamientos microbiolégicos
recuperados.

Coloracion Microorganismo | Referencia

Gram Aerobio Coloracién de

Gram Anaerobio Gram.

Azul de metileno Hongo INT-R01-5330-
001 INS.

Ziehl-Neelsen Micobacteria De acuerdo con
las condiciones
del fabricante.

Identificacion de aislamientos por espectrofotometria de masas MALDI-TOF
(desorcion/ionizacién laser asistida por una matriz con deteccion de masas por
tiempo de vuelo)

Los aislamientos bacterianos recuperados fueron repicados en agar sangre a 37 °C por 24
horas. A partir de una colonia (UFC) se realiz6 un analisis del perfil proteico del
microorganismo por medio de espectrofotometria de masas MALDI-TOF Biotyper Bruker
MALDI versién 2.0 (Bruker Daltonics, Billerica, MA) (67) que contiene las bases de datos
IVD CE y Bruker Daltonics database BDAL que permiten la Identificacién no sesgada y
rapida de microorganismos hasta el nivel de especie del Grupo de Microbiologia del Instituto
Nacional de Salud.

Para la identificacion de los aislamientos obtenidos fue necesario llevar a cabo la
solubilizaciéon de proteinas con acido férmico para el andlisis de espectros en el equipo
Maldi Biotyper de acuerdo con las instrucciones del fabricante (BD. MBT Compass VD).
Los valores de puntuacion mayores o iguales a 2.0 obtenidos para la identificacion a nivel
de especie fueron tomados en cuenta para el andlisis segun la base de datos de
identificacion del equipo.

Metodologia para alcanzar el objetivo especifico 2. Caracterizar fenotipica y
genotipicamente los microorganismos aislados a partir de las muestras quirdrgicas
extraidas de pacientes con reacciones adversas al uso de sustancias modelantes en tejido
conectivo

5. Estudio molecular de muestras detejidos

Para la identificacion de los ADN bacterianos empleamos la técnica de reaccion en cadena
de polimerasa (PCR) para la amplificacién del gen humano RNasa P y del gen 16SARNT.
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El gen RNasa P humano esta relacionado con la estructura y funcion de la cromatina. Por
tanto, las variantes de este complejo de ribonucleoproteina (RNP) se unen a la cromatina
de pequefios genes de ARN no codificantes por POL Il y es empleado como control interno
a los ensayos de PCR con el fin de evaluar y demostrar la no inhibicion de la PCR en las
muestras analizadas de tejido humano (68,69).

El gen del ADN ribosomal 16S ARNr es un polirribonucleétido de aproximadamente 1500
nucleétidos, ha sido empleado como una herramienta para la identificacion bacteriana,
contiene regiones altamente conservadas de secuencias de nucleétidos, intercaladas por
nueve regiones variables que se pueden emplear para la clasificacion taxonémica (70,71).

Tras la secuenciacion del producto de PCR y comparacién con secuencias conocidas en
una base de datos se identificara el género y/o la especie de bacterias presentes en la
muestra. (72)

Ensayo de sensibilidad analitica

Con el fin de evaluar la sensibilidad de los ensayos a realizar de la PCR convencional tanto
para la identificacion del gen humano ARNasa P y el gen 16S ARNr en las muestras de
tejido en estudio, se llevo a cabo un ensayo de sensibilidad analitica previo al manejo de
muestras de los pacientes empleando una muestra de ADN de un aislamiento bacteriano
de Escherichia coli para andlisis del gen 16S ARNr y una muestra de tejido humano para el
andlisis del gen humano ARNasa P, muestras proporcionadas por el banco de muestras del
INS del Grupo de Microbiologia.

Para su andlisis, se realiz6 la extraccion de acidos nucleicos usando el estuche comercial
DNeasy® Blood & Tissue de Qiagen del tejido y de la cepa del microorganismo a evaluar
se realiz6 medicion de las concentraciones obtenidas de ADN por medio del equipoThermo
Scientific NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometers.

Se realizaron diluciones seriadas de ng a pg, partiendo de una concentracion de ADN de 2
ng. Las muestras fueron almacenadas a 4 °C.

Extraccién de acidos nucleicos

La extraccién de ADN se realizé a partir de tejido en solucion salina obtenido del proceso
quirdrgico, usando el estuche comercial DNeasy® Blood & Tissue de Qiagen. Se tomaron
de 20 a 30 ug del tejido mediante un bisturi estéril en un tubo Eppendorf al cual se agregaron
180 pL de solucion detergente, siguiendo las recomendaciones descritas por el fabricante;
se agregaron 20 pL de proteinasa K a la muestra por 3 horas para facilitar la lisis del tejido.
Después de la lisis, las muestras fueron centrifugadas para sedimentar los desechos
celulares, contaminantes y la matriz de lisis; la adsorcion de ADN y eliminacién de
contaminantes se siguié en dos pasos de lavado siguiendo el protocolo recomendado por
el fabricante del estuche. Finalmente, el ADN se recuperd con una solucion de elucién de
100 pL.

Como control de extraccion negativo se siguié el procedimiento descrito en un tubo
Eppendorf de 1,5 mL empleando sélo los reactivos del estuche durante el proceso de
extraccion de ADN.
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Medicion de la calidad de muestras de ADN obtenidas

La cantidad y pureza de los acidos nucleicos obtenidos de tejido fue estimada mediante
espectofotometria por medio del equipo Thermo Scientific NanoDrop™ 2000/2000c
Spectrophotometers. Se tomo en cuenta el cociente de la relacibn A260/A280 que permite
estimar la pureza de los &cidos nucleicos obtenidos de 1.8 a 2.0 respectivamente.

Las muestras de ADN obtenidas fueron almacenadas a -20°C.
Identificacion del gen humano RNasa P

Para determinar que el ensayo de PCR no fuera inhibido se evalué como control interno la
expresion del gen RNasa P en un volumen total de 25uL (Tabla 5) teniendo en cuenta los
cebadores empleados segun el manual de la Organizaciéon Mundial de la Salud, con un
tamafio esperado de 80 pb. WHO Manual, 2nd Edition. (2011). En la tabla 6 se describen
los reactivos de la PCR y en la Tabla 7 las condiciones de termociclado empleados.

Tabla 5. Informacion de las secuencias de los iniciadores empleados en los ensayos de
PCR para la identificacion del gen ARNasa P.

Secuenciainiciador forward (5°-3") Region Referencia
blanco

F3- CCA AGT GTG AGG GCT GAA AAG-|

ARNasa P (69)
R -TGTTGTGGCTGATGAACTATAAAAGG-

51

Tabla 6. Componentes de reaccién de la PCR para la deteccion del gen RNasa P en
muestras de tejido

Componente Concentracion | Volumen por
(uM) reaccion (uL)

Agua de grado molecular -- 14,25

Buffer 10X 2,5

MgCl, 50 mM 0,75

Iniciador Fw 10 1,0

Iniciador Rv 10 1,0

Taq SHV) 0,25

Muestra ADN -- 5,0




33

Tabla 7. Perfil térmico utilizado en la amplificacién del gen RNasa P en muestras de tejido
periprostético

Pasos Ciclos | T °C Tiempo
Denaturacion Inicial 1 95° C | 5:00 min
Denaturacion 95° C | 0:40 seg
Anillamiento 35 58° C | 0:40 seg
Extensién 72°C | 1:00 min
Extension final 1 72° C | 5:00 min

Identificacion del gen 16S ARNr en tejido por PCR convencional

La mezcla de PCR se prepard en un volumen final de 25 pl empleando los cebadores de
ADN 16S ARNr Forward (TCCTACGGGAGGCAGCAGT) vy reverse 806
(GGACTACCAGGGTATCTAATCC) (76), que amplifican la region variable V3 del gen 16 S
ARNr. En la Tabla 8 se presentan los reactivos empleados en la PCR, y en la Tabla 9 las
condiciones térmicas de amplificacion.

Tabla 8. Componentes de reaccion de la PCR para la deteccion del gen 16S ARNr en
muestras de tejido.

Componente Concentracién Volumen por reaccion
(HM) (HL)

Agua de grado molecular | -- 14,25

Buffer 10X 2,5

MgCl 50 mM 0,75

Iniciador Fw 10 1,0

Iniciador Rv 10 10

Taq 5U 0.25

Muestra ADN -- 50

Tabla 9. Perfil térmico utilizado en la amplificacién del gen 16S ARNr para la deteccion de
microorganismos en muestras de tejido.

Pasos Ciclos | T°C Tiempo
Denaturacion Inicial | 1 95° C 3:00 min
Denaturacion 95° C 0:40 seg
Anillamiento 30 58° C 0:40 seg
Extension 72°C 0:40 seg
Extension final 1 72° C 5:00 min
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Visualizacién de los productos de PCR convencional

Los productos de amplificacién obtenidos fueron verificados en geles de agarosa al 1 % en
una solucion buffer TBE 0.5 X (Tris- borato 0,1 M, pH 8.0, 2mM EDTA) tefiidos con el
colorante Bromuro de Etidio.

La corrida electroforética se llevo a cabo con el buffer TBE 0.5 X, durante 60 minutos a 100
Voltios. La visualizacion del gel se realiz6 bajo luz UV empleando el fotodocumentador Bio-
Rad - Gel Doc XR+ Gel Documentation System.

Estandarizacion de PCR en tiempo real para la identificacibn de microorganismos
Gram Negativos y Gram positivos

La PCR en tiempo real con sondas especificas para la identificacion de los componentes
de la pared celular bacteriana basados en regiones dentro del gen 16 S ARNr puede
proporcionar un método preciso de identificacion de los microorganismos en estudio(73,74).

Las muestras que amplificaron el gen 16SrARN por PCR convencional se procesaron para
clasificarlas de acuerdo a la estructura de la pared bacteriana en Gram positivas o Gram
negativas empleando los iniciadores y las sondas de ensayo descritos en el trabajo de
investigacion de Wu YD, Li W y colaboradores (75). Tabla 10.

Tabla 10. Informacion de las secuencias de los iniciadores y sondas empleados en los
ensayos de PCR entiempo real. Fuente: adaptada de Wu YD, LiW y Colaboradores. (2015)

Secuenciainiciadores y de sondas Regidon blanco Referencia
F --GCAACGCGAAGAACCTTACC-
16S ARNTr
R }-CGCTCGTTGCGGGACTTA-
Wu YD, LiWy
FAM-TGACGACAACCATGCACCACCT 16S ARNr colaboradores.
Gram positivos (2015)

HEX-ACGACAGCCATGCAGCACCT-BHQL. 16S ARNr
Gram Negativos

La Tabla 11 indica los reactivos empleados en la reaccién y la Tabla 10 los parametros de
ciclado que corresponden a una incubacion inicial de 95 °C por 2 minutos y 40 ciclos. De
acuerdo con cada sonda empleada fueron empleados como controles Streptococcus
pneumoniae y Neisseria meningitidis.



https://www.bio-rad.com/es-mx/product/gel-doc-xr-gel-documentation-system?ID=O494WJE8Z
https://www.bio-rad.com/es-mx/product/gel-doc-xr-gel-documentation-system?ID=O494WJE8Z
http://depa.fquim.unam.mx/bioseguridad/agentes/bacterias/bac_spneum.html
http://depa.fquim.unam.mx/bioseguridad/agentes/bacterias/bac_spneum.html
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Tabla 11. Componentes de reaccién de la PCR en tiempo real para la deteccion del gen
16S rRNA en muestras de tejido.

Componente Concentracion Volumen por reaccién
(LM) (ML)
Agua de grado molecular - 4,0
Mix 10X 10
Iniciador Fw 10 0,4
Iniciador Rv 10 0,4
Sondas 30 0,2
Muestra ADN -- 5,0

Tabla 12. Perfil térmico utilizado en la amplificacién de las sondas HEX y FAM en
aislamientos microbiol6gicos de muestras de tejido.

Pasos Ciclos | T°C | Tiempo
Denaturacion Inicial | 1 95° C | 2:00 min
Denaturacion 95° C | 0:15seg
Anillamiento 40 60° C | 0:45 seg
Extension

Extension final 1

Anadlisis secuenciacion

Los productos de amplificacion del gen 16 S ARNr de buena calidad y tamafio esperado,
fueron enviados a Macrogen (Corea del Sur), en donde fueron secuenciados y purificados
en sentido Forward y Reverse en un secuenciador capilar automatizado.

Se verificd la calidad de las secuencias Forward y Reverse obtenidas y se generd una
secuencia consenso mediante el programa DNA baser Assembler ® para que por medio del
alogaritmo BLASTN del NCBI (National Center for Biotechnology Information) fuera posible
realizar un alineamiento de las secuencias y segun los scores del programa analizarlas.

Metodologia empleada para el aislamiento e identificacion de Micobacterias no
tuberculosas de las muestras de tejido

De acuerdo con el manual de procedimientos del Grupo de Micobacterias del INS (MEN-
R03.3120.003) se llevé a cabo el proceso de extraccion de &cidos nucleicos en una cabina
de seguridad biolégica A II.

Antes de la manipulacién de las muestras, estas fueron desactivadas por ebullicion a 100°C
por 30 minutos. Para lisar la pared bacteriana se adicionaron 10 mg/ml de lisozima a la
muestra y fue incubada a 37° C toda la noche. Transcurrido el tiempo, se adicionaron 75 pL
de solucion SDS al 10% y proteinasa K a una concentracion de 10 mg/ml, la mezcla fue
incubada a 65° C por 10 minutos. Fueron adicionados 100 yL de NaCL 5M y 100 plde
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soluciébn CTAB/NaCl (precalentada a 65°C) a la mezcla, la cual se incub6é en bafio
serologico a 65°C por 10 minutos.

Se adicioné 750 ul de cloroformo/alcohol/isoamilico (24:1) y se mezclé por inversion durante
10 segundos, la mezcla fue centrifugada por 10 minutos a 13.000 rpm para la separacion
de fases. La fase acuosa fue transferida a un tubo de 1,5 ml y la fase organica fue
descartada. Cuidadosamente fueron afiadidos 0,6 volimenes de Isopropanol con el finde
precipitar los &cidos nucleicos. La mezcla fue almacenada a -20°C toda lanoche.

Transcurrido el tiempo, la mezcla fue centrifugada 20 minutos a 4°C por 13,000 rpm. El
sobrenadante se descartd. Al sedimento se le adicion6 1 ml de etanol al 70% a una
temperatura de 4°C, la mezcla se homogenizé por inversion y se centrifugé a 4° C por
13.000 rpm de la cual se descart6 el sobrenadante.

La adicion de etanol se repitié dos veces; los sedimentos se dejaron secar toda la noche a
temperatura ambiente, asegurando que el etanol se evaporara completamente; finalmente
se resuspendi6 el sedimento en 30 uL de solucién amortiguadora TE 0,1 X; las muestras
fueron almacenas a -20°C.

Al extraer el materialgenético de las muestras presuntivas de micobacterias se procedio al
andlisis de los patrones de restriccion del gen hsp65 (PRA).

Fue considerada la técnica de Analisis de Patrones de Restriccion (PRA, PCR products
Restriction Analysis), la cual se basa en la escision del gen hsp65 con enzimas de restriccion
BstEll y Haelll, un gen altamente conservado en el género micobacterias y empleado como
marcador filogenético para su identificacion (76, 77, 78)

Para la amplificacion de un fragmento de 439 pb del gen hsp65 fueron empleados los
cebadores Th11 (ACCAACGATGGTGTGTCCAT)y Th12 (CTTGTCGAACCGCATA CCCT)
de Invitrogen ®, previamente descritos por Telenti A, Marchesi F. y Colaboradores. (Tabla
13), y las condiciones de ciclado son descritas en la Tabla 14 (78).

Tabla 13. Componentes de reaccion de la PCR en tiempo real para la deteccion del gen
hsp65 de muestras de extracciones de ADN de cultivo.

Componente Concentracion Volumen por

(LM) reaccion (pL)
Agua de grado molecular -- 27,0
Buffer 10X 50
MgCl. 25 mM 15
dNTP’s 2,5 mM 4,0
Primer Th11 25 mM 1,0
Primer Th12 25 mM 1,0
Taqg DNA polimerasa 5U/ mi 0,5

Muestra ADN - 10,0
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Tabla 14. Perfil térmico utilizado en el ensayo de PCR en tiempo real para la deteccion del
gen hsp65.

Pasos Ciclos | T°C | Tiempo
Denaturacion Inicial | 1 95° C | 5:00 min
Denaturacion 94° C | 1:00 min
Anillamiento 45 68° C | 1:00 min
Extension 72° C | 1:00 min
Extension final 1 72° C | 7:00 min

Digestion del amplificado

Fueron digeridos 10 pl del producto de amplificacion con la enzima BstEll y otros 10 ul con la
enzima Haelll durante 16 horas.; pasado el tiempo, la digestion se detuvo por la adiciénde
20 ml de buffer carga (78).

Los productos de amplificacién obtenidos fueron verificados en geles de agarosa al 3% en
una solucién buffer TBE 0.5X (Tris- borato 0,1 M, pH 8.0, 2mM EDTA) tefiidos con el
colorante Bromuro de Etidio. Como marcador de peso molecular se utilizé el de 50 pby 100
pb DNA Ladder de Invitrogen ®. La visualizaciéon del gel se realiz6 bajo luz UV empleando
el fotodocumentador Bio-Rad - Gel Doc XR+ Gel Documentation System.

Los resultados obtenidos de PRA fueron analizados segun la base de datos PRASITE ®
disponible en: http://app.chuv.ch/prasite, la cual proporciona el acceso a los perfiles de
restriccion para la identificacion de Micobacterias, discriminando por especie.

Metodologia empleada para la identificacion de clonalidad de Bacillus cereus

El método de electroforesis de campo pulsado (PFGE) es empleado para la separacion de
ADN gendmico completo después de la digestion con una enzima de restriccion Unica; los
cuales migran en un campo de polaridad alterna (79). Es una herramienta confiable y
efectiva que permite la determinacién de similitudes genéticas entre aislamientos del mismo
género o especie (80).

En el proyecto fue empleado el procedimiento descrito por Kaminska, P.Sy colaboradores
(2015), al cual fueron realizadas algunas modificaciones con el fin de optimizar la lisis de la
pared celular de los Bacillus en estudio, como fundamento clave para la obtenciéon de un
buen resultado de la técnica (81).

Las modificaciones realizadas fueron las siguientes: La cantidad de lisozima empleada fue
de 10 mg/L y el tiempo de incubacién fue de dos horas, la proteinasa K fue sometida a un
tiempo de incubacién de 24 horas.

Las colonias de Bacillus cereus en estudio fueron crecidas en agar BHI por 12 horas, de
donde se tomO una colonia para crecimiento en caldo nutritivo durante 24 horas, el
sedimento bacteriano fue resuspendido tras centrifugacion en dos pasos, el primero en 1
mL de buffer de suspension celular (SE) y el segundo en 200 uL (EDTA 0,5M, Tris HCL 1 M,
Y NaCl 20 mM). La densidad éptica de la suspension bacteriana obtenida fue ajustada a
625 nm; 150 ul de esta suspension bacteriana fue mezclada en 150 pl de agarosa Seakem

® LE al 2%. La lisis celular “in situ” fue realizada colocando los bloques de agarosa
solidificados en tubos Falcon que contenian 500 pL de buffer de lisis (TES) (Tris HCI 1 M,
NaCl50 mMy EDTA 0,5 M, pH 8) y 10 mg/ml de lisozima en una temperatura de incubacion


https://www.bio-rad.com/es-mx/product/gel-doc-xr-gel-documentation-system?ID=O494WJE8Z
http://app.chuv.ch/prasite
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de 37°C por 2 horas. Seguido de 1mg de proteinasa K en buffer (TESPK) (Tris HCI 1 M,
EDTA 0,5 M, pH 8 y Sarcosil al 1%) incubado en bafio seroldgico a 54 °C toda la noche.

Los bloques fueron lavados para eliminar los restos celulares, cuatro veces con TE (Tris
HCI 1 M, EDTA 0,5 M, pH 8 y H20 ultrapura esteril) a 50 °C, durante 15 minutos en bafio
seroldgico con agitacion, quedando el ADN embebido en la agarosa, listo para tratamiento
con enzimas de restriccion.

La restriccion de DNA se realiz6 empleando la enzima Notl a una concentracion de 20U/ul
por cada aislamiento. Los bloques se sembraron en geles de agarosa de bajo punto de
fusion al 1.5%, se utiliz6 como marcador de pesomolecular Lambda Ladder PFGE Marker.
Los fragmentos de restriccion resultantes fueron separados por PFGE en el equipo de
electroforesis CHEFF-II (Bio-Rad) y embebidos en bromuro de etidio (10 mg/ml) por 30
minutos. La lectura del gel fue realizada en el fotodocumentador Bio-Rad.

Los patrones de bandas obtenidos por PFGE fueron analizados de acuerdo con los criterios
de Tenover FC y colaboradores 1995 (82).

Secuenciacién de genoma completo (WGR) de Bacillus Cereus

La secuenciacién del genoma completo contribuye a la identificacion microbiana precisa
gue ayuda a la comprension de enfermedades infecciosas causadas por estos, asi como la
generacion de genomas de referencia completo y estudios gendmicos comparativos que
permiten identificar variaciones genéticas y estructurales (83).

Extraccién de acidos nucleicos

Se realizé una siembra en agar BHI de las muestras a evaluar conservadas en 20% de leche
semidescremada a -70°C, se incubé a 37°C por 12 horas, transcurrido el tiempo se realizé
un repigue de una colonia en caldo nutritivo y se incubé a 37°C durante 24 horas, el
sedimento bacteriano fue resuspendido tras centrifugacion en 180 uL de buffer de digestion
de lisozima en una concentraciéon de la enzima de 20 mg/L. Se sigui6 el protocolo descrito
de lisado de células bacterianas Gram positivas del estuche comercial Pure Link™ Genomic
DNA Mini Kit- Thermo Fisher Scientific de Invitrogen para la extraccion de acidos nucleicos.

La concentracion de los acidos nucleicos se estim6 mediante espectofotometria por medio
del equipo Thermo Scientific NanoDrop™ 2000/2000c¢ Spectrophotometers y la medicion de
la calidad de las secuencias fue medida utilizando el ensayo Qubit dsSDNA HS (Thermo
Fisher Scientific). EI Qubit es un espectrofotémetro que emplea fluorocromos especificos
para la medicién de acidos nucleicos y proteinas. Se estimd una concentracién de 2 ng/mL
de cada una de las muestras para suensayo.

Preparacion de librerias

Las muestras de ADN gendmico obtenidas fueron usadas para la preparacion de librerias
empleando el estuche Nextera XT DNA library Illlumina siguiendo el protocolo descrito por
el fabricante. La secuenciacion se realizé utilizando MiSeq Reagent estuche v2 (2 x 250 bp)
en la plataforma Illumina MiSeq (lllumina, San Diego, CA, Estados Unidos). El ADN fue
fragmentado mediante transposasas, al cual se agregaron secuencias adaptadoras
parciales que se ligan a cada extremo de los fragmentos de ADN, las cuales fueron cargadas
en un cartucho de reactivo que se inserta en el secuenciador Miseq lllumina; la mezcla de
reactivos y fragmentos de ADN en una celda de flujo de superficie sélida que esta recubierta
con cebadores complementarios a las secuencias del adaptador.
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Los extremos del fragmento ligado se unen a la superficie celular y la amplificacion de los
fragmentos de ADN es realizada por una polimerasa; a la celda de flujo se afiaden cuatro
nucleétidos (A, C, G y T) marcados con fluorescencia los cuales son incorporados mediante
una polimerasa en una nueva cadena de ADN. El secuenciador informa los cambios
colorimétricos para construir la secuencia genética de los grupos de ADN. En la Figura 2 se
representa el flujo de trabajo de preparacién de librerias (84).

La calidad de las lecturas sin procesar fue determinada por FastQC y los extremos
emparejados se recortaron utilizando Trimmomatic y luego los genomas preliminares fueron
ensamblados por SPAdes 3.12.0.

Los genomas ensamblados se analizaron con la herramienta BTyper (version 2.3.2), que
realiza andlisis in silico para la identificacion de perfiles MLST y sus factores de virulencia.

Con el objetivo de identificar genes de virulencia, resistencia y formacion de biopeliculas,
los ensamblajes de los aislamientos fueron analizados en los softwares NCBI (National
Center for Biotechnology Information), CARD (Comprehensive Antibiotic Resistance
Database), VFDB (Virulence Factor Database), Prokka y PATRIC. El alineamiento de
secuencias es una herramienta bioinformatica que permite representar y comparar regiones
o0 dominios de secuencias para evaluar las relaciones evolutivas o funcionales de sus
estructuras génicas, los softwares empleados permitieron el analisis y comprension de las
secuencias analizadas (66). Finalmente, los datos fueron visualizados porMicroReat.

Figure 1 Nextera XT DNA Library Prep Workflow

Figura 2. Flujo de trabajo de preparacion de
librerias.

Fuente: NGS Library Preparation Kits for Illumina Systems. Disponible en
https://www.thermofisher.com/.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.thermofisher.com/
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Serotipificacion de Salmonella spp.

Los aislamientos de Salmonella spp. fueron confirmados empleando el método de VITEK 2
para Gram negativos, cada tarjeta se basa en diferentes métodos bioquimicos establecidos
para medir las actividades metabdlicas de los microorganismos en estudio; se siguid el
protocolo especificado en el MEN- R0O1. 5330-019 del Grupo de Microbiologia del INS.

Se realiz6 la serotipificacion genotipica de los aislamientos de Salmonella identificados
mediante una PCR en tiempo real, en la que fueron identificados los antigenos somaticos
O y antigenos flagelares segun los serogrupos Grupo B, Grupo D, Grupo E, Grupo Cly
Grupo C2 mediante la amplificacién de los genes rfbj, wzxD, wzxE y abe de acuerdo con el
protocolo descrito en el MEN-R01.50330-001 del Grupo de Microbiologia del INS.

Determinacién de sensibilidad antimicrobiana por el método de difusién en disco

Los aislamientos de Salmonella spp. se les realizdé confirmacion de perfil de sensibilidad
empleando el método Kirby-Bauer, en el que son empleados discos de papel filtro
impregnados con antibidtico de concentraciones conocidas teniendo en cuenta los
antibioticos a emplear (Te, CTX, CloR, AmC, Na, Men, SXT, Amp, CAZ) en una densidad
del in6culo de 0,5 en la escala de Mc Farland; por difusién del antibidtico se evalué la
formacion de un halo de inhibicion de crecimiento que de acuerdo a su didmetro fue
interpretado como sensible, intermedio o resistente teniendo en cuenta el punto de corte de
cada uno de los antibiéticos analizados descritos en el MEN-R01.5330-009 del Grupo de
Microbiologia del INS. A otros aislamientos Gram negativos se les determind la
susceptibilidad a antimicrobianos siguiendo la técnica de VITEK 2 y pruebas moleculares
para la identificacion de genes asociados a resistencias a Carbapenémicos.

Metodologia para alcanzar el objetivo especifico 3. Identificar posibles cambios en las
subpoblaciones celulares inmunes circulantes en sangre periférica de pacientes con
reacciones adversas al uso de sustancias modelantes

3.4. Andlisis Inmunoldgico

Muestras Sanguineas

Se emplearon las muestras de sangre periférica y suero, obtenidas por puncién venosa de

113 participantes del estudio, sin antecedentes de enfermedades autoinmunes,
inmunoldgicas o infecciosas acorde a los criterios de inclusion; se tuvo en cuenta que el
tiempo de recoleccién y transporte de muestras desde el Centro Médico Santuario de la
ciudad de Cali a Inmugen Corporation en la ciudad de Bogota no fuera mayor a 48 horas
para su procesamiento y que las temperaturas de recepcion no fueran mayores a 25 °C
para las muestras de sangre periférica 'y 4° C para las muestras de suero.

Se realiz6 el conteo celular mediante un citbmetro de flujo de cada muestra en el equipo de
citometria de flujo clinico FACS Calibur Flow Cytometer BD® en Inmugen Corporation,
utilizando controles de isotipo y calibracion previa acorde con las especificaciones del
fabricante.
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Imunofenotipo

La técnica de citometria de flujo permite la separacion y andlisis de las células tefiidas con
anticuerpos fluorescentes por medio de un rayo laser y un detector de luz; el encuentro de
la célula con el haz del laser permite su analisis de acuerdo con el tamafio y granularidad
de la célula. El laser excita la célula que tiene un anticuerpo marcado con fluorescencia
unido a sus marcadores de superficie celular emitiendo luz (85).

Para la tincion de las muestras se utilizaron cuatro tubos de ensayo, uno para cada analisis
celular descritos en la Tabla 15. Se colocaron 20 pl de cada anticuerpo a evaluar de la marca
BD Biosciences® y Sysmex®, a los cuales se adicionaron 100 pl de sangre periférica,
homogenizados con ayuda de un vortex e incubados durante 20 min a temperatura ambiente
en oscuridad; seguido, fue adicionado un volumen de 50 pl de solucion A de lisis Utilise
Dako® y 500 pl de la solucion B de lisis Utilise Dako® cada una previamente homogenizada
en vortex con un tiempo de incubacién de 10 minutos y 20 minutos repectivamente a
temperatura ambiente en oscuridad.

Al finalizar el tiempo, se agregé 1 mL de PBS a cada tubo y se centrifugd a 300 g durante
10 minutos, el sobrenadante fue extraido cuidadosamente, realizando un lavado del boton
celular con 1 mL de PBS. Al finalizar se agregaron 500 uL de PBS para obtener una
suspension celular homogénea. Las muestras fueron almacenadas a 4 °C y analizadas
posterior a la tincion (maximo hasta 24 horas).

Previo a la adquisicién de eventos de las muestras a analizar, se calibré el equipo y se
realizaron los lavados respectivos para el correcto funcionamiento de éste. Se tomd en
cuenta el recuento celular de glébulos blancos de cada uno de los pacientes de acuerdo
con los datos de hemogramas. Se contabilizaron 10.000 eventos para la caracterizacion de
las diversas poblaciones celulares en estudio, utilizando andlisis por hematocitometria para
los valores exactos circulantes en cada paciente.

El andlisis celular se determind basandose en su tamafio (FSC: dispersion frontal, por sus
siglas en inglés forward scatter) y complejidad (SSC: dispersién lateral, por sus siglas en
inglés side scatter). Se realizaron dos paneles celulares diferentes para determinar linfocitos
T y Linfocitos B teniendo en cuenta el marcaje celular (Tabla 15).

El control negativo podria representarse mediante el uso de lineas celulares que
normalmente no expresan el marcador de interés y comparandolas con las lineas celulares
disefiadas para la sobreexpresion ectépica del marcador, 0 mediante la comparacién con
células genéticamente deficientes para el marcador de interés. ambos proporcionan
excelentes controles para establecer protocolos de tincion y para probar la especificidad de
la tincion.
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Se emple6 como control negativo una muestra sanguinea, que no expresoé el marcador de
interés, esto se logré6 mediante el proceso de marcaje celular en el que la muestra negativa
no fue marcada con los marcadores a emplear con el fin de observar las diferencias debidas
a autofluorecencia inherente de las células y su tamafio (86).

Tabla 15. Panel de anticuerpos utilizados en la caracterizacion de las poblaciones de
linfocitos T

Fluorocromo TDR LINFOCITOS
B
FICT CD4 CD19
PercP CDS8
PE CD5

Analisis de BAFF

Las citoquinas son proteinas mediadoras de la respuesta inmunoldgica e inflamatoria, la
citoquina B- cell activating factor (BAFF) es una citoquina que se expresa como una proteina
soluble o transmembrana producida principalmente por monocitos, neutréfilos y células
dendriticas que promueve la maduracion, proliferacion y supervivencia de los linfocitos B y
linfocitos T coestimulando sefales dependientes de TCR (87 ,88); posee tres receptores, el
receptor BAFF (BAFFR) el activador transmembrana, el interactor ligando de ciclofilina
(TACI) y el antigeno de maduracion celular (BCMA), expresados por células ByT.

La IL-10, lipolisacaridos bacterianos, peptidoglicano e Interferones alpha y gamma(INF a —
INFy)sonfactores queregulansuexpresion; elaumentode BAFF se haasociado alapresencia
de infecciones y ha sido contrastado con el aumento de autoanticuerpos. (87,89)

BAFF fue evaluado en 81 muestras de suero obtenidas por venopuncién de los participantes
del estudio mediante el panel LUMINEX MILLIPLEX® MAP KIT Human Cytokine /
Chemokine empleando la tecnologia Luminex 200 xMAP y la plataforma MAGPIX® Sysyem,
previa calibracién y validacion de controles y estandares incluidos en el estuche, acorde con
las especificaciones del fabricante en Inmugen Corporation.

Luminex utiliza técnicas patentadas para codificar internamente microesferas con nucleo
magnético de color con concentraciones precisas de colorantes fluorescentes, cada
conjunto de esferas tiene una proporcion Unica de tintes a las cuales se encuentra adherido
un anticuerpo especifico de captura para BAFF.

Las microesferas especificas para la deteccion de BAFF fueron incubadas con las muestras
de suero diluidas en buffer de ensayo 1:4 provisto por el estuche, en una placa de 96
pocillos; después de lavar la placa para remover las proteinas que no se han unido, los
anticuerpos de deteccion especificos para BAFF (estreptavidina-ficoeritrina) fueron
afadidos. Las muestras fueron analizadas empleando la tecnologia Luminex 200 xMAP, la
cual emplea laseres para identificar en simultdneo cada microesfera de acuerdo a su
fluorescencia. La intensidad de la sefial corresponde a la curva estandar del estuche
descrita por la casa comercial.
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Para su evaluacion se tomaron en cuenta las muestras que presentaron infeccion y aquellas
con valores celulares aumentados de acuerdo a los resultados obtenidos en el estudio. Las
muestras fueron almacenadas a -20°C para analisis posteriores.

Andlisis inmunoldgicos adicionales

Con el fin de correlacionar los criterios clinicos asociados al Sindrome de ASIA referidos en la
anamnesis de los pacientes, se decidid incluir la evaluacion de autoinmunidad humoral,
evaluando autoanticuerpos.

Se analizaron 96 muestras de suero, siguiendo el protocolo descrito por Human Diagnostics
para el imnunoensayo lineal (LIA) Gtil para la deteccion de anticuerpos antinucleares de
clase IgG (IMTEC- ANA- LIA XL) y el inmunoensayo lineal (LIA) para la deteccién de
anticuerpos en la Vasculitis autoinmune (IMTEC-Vasculitis LIA) de la casa comercial Human
Diagnostics.

Cada uno de los inmunoensayos fueron validados teniendo en cuenta la visibilidad y la
intensidad de los controles de la membrana (control de funcién y control de punto de corte),
siendo la del control de funcién, mayor que la intensidad del control de punto de corte. Figura
3 (IMTEC- ANA- LIA XL), Figura 4 (IMTEC-Vasculitis LIA).

Vasculitis-LIA REFITCB2040 24 tests

Linea de referencia

l Reference Line

= Contral de funcion
Control de punto de corte il Function Contro}
o~ Cut-off Control
= ADNdb LED
Nucléosomes
Histone
SmD1 _pgs Wegener's Granulomatosis
w— PCNA L
PO (RPP) - MPO Rapid Progressive
SS-AfR0 60 Syndrome de Sjdgren / LED e 'J‘I‘c:':?ésﬁe_ﬁhv;ng"m
3 A/R052 1 :',;wrg-Slrausy\"ascu itis.
$s-B/La I R
=— CENP-B Syndrome de CREST / Goodpasture Syndrome
scl70 sclérogermie
— U1-5nRNP Connectivite mixte (MCTD)
AMA M2 CBP /LED / S¢S
Jo-1 Myosite
PM-Scl
Mi-2
— KU
DFS70 Exclusion des matadies
rhumatismales —
1
Figura 3. Controlinmunoensayo lineal Figura 4. Controlinmunoensayo

IMTEC ANA-LIA XL. IMTEC- Vasculitis -LIA
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Los antigenos nucleares y citosdlicos se encuentran fijos en una membrana de nitrocelulosa
a los cuales se unen los autoanticuerpos presentes en la muestra del paciente; para la
deteccioén de los anticuerpos unidos se emple6 un anticuerpo secundario anti IgG conjugado
con peroxidasa de rdbano (HRP) que tras la adicion de sustrato y de la solucién de parada,
se observaron lineas color marrén indicadoras de la presencia de autoanticuerpos contra el
antigeno respectivo de cada una de las muestras de sueroanalizadas.

IMTEC- ANA- LIA XL

Los anticuerpos antinucleares (ANA) son anticuerpos que reconocen el material integrado
del nicleo celular, sin embargo, de acuerdo a la composicion bioquimica y localizacién
nuclear algunas macromoléculas citoplasmaticas estan clasificadas como ANA (90,91); las
proteinas nucleares reconocidas por las ANA tienen funciones de replicacion y transcripcion
celular y se clasifican en dos grupos, los autoanticuerpos del primer grupo reconocer ADN,
histonas y nucleosomasy los ANA que se unen a complejos de ARN con proteinas de union
a ARN (RBP) (91).

IMTEC- ANA- LIA permite la identificacion de 18 clases de anticuerpos que son asociados
con enfermedades reuméticas particulares proporcionando mayor comprension acerca de
sus mecanismos patoldgicos, 6 de estos, corresponden a la deteccién de antigenos
nucleares extraibles (ENA), SmD1, SS-A/Ro 60 kD, SS-A/Ro 52 kD, SS-B/La, U1-snRNP y
Jo-1. Ver Tabla 16.

IMTEC- Vasculitis

Los anticuerpos dirigidos contra los antigenos citoplasmaticos de neutréfilos (ANCA) son
expresados por los granulos primarios de los neutrdéfilos y los lisosomas de los monocitos.
Los granulos delos neutrofilos contienen diferentes proteinas incluyendo mieloperoxidasas
(MPO), hidrolasas acidas y proteinasas neutras como PR3, catepsina G y elastasas (92).

La proteinasa 3 (PR3) es el blanco principal de ANCA por lo que su hallazgo es de
importancia clinica en la vasculitis autoinmune (92). Si los neutréfilos, en respuesta de
inflamacién o lesién vascular, liberan enzimas granulares extracelularmente, puede ocurrir
una modificacion proteica que convierte las moléculas en autoantigenos (93). Los ANCA
asociados a vasculitis (AAV) se divide en tres enfermedades clinicas: granulomatosis con
poliangitis (GPA) asociada a la inflamacion granulomatosa en tracto respiratorio,
acompafada de vasculitis necrotizante de vasos pequefios; la poliangitis microscopica
(MPA) que afecta los micro vasos sistémicos, especialmente los del glomérulo renal y la
granulomatosis con poliangitis eosinofilica (EGPA) que afecta vasos de pequefio y mediano
tamafio con acumulacién de eosindfilos, cada unade las cuales se asocia a autoanticuerpos
circulantes PR3, mieloperoxidasa (MPO) y anticuerpos anti membrana basal glomerular
(anti-MBG) (94).
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Tabla 16. Anticuerpos Antinucleares (ANA) y extra nucleares (ENA) identificados mediante el inmunoensayo lineal IMTEC- ANA- LIA

Anticuerpo | Caracteristicas \ Enfermedades asociadas | Referencias
ANAs
Presentes en el 60 al 83% de pacientes
, . _ con LES, quienes generan anticuerpos
dsDNA Son inmunoglobulinas dirigidas contra el ADN de doble cadena. anti-DNA unido a proteinas como las 95, 96
histonas o integrado en nucleosomas.
EL antigeno consta de 4 pares de histonas centrales (H2A, H2B,
Nucleosomas | H3 Y H4), producidos por células B y estimulados por células T | Primer marcador de LES. 97,98
especificos de nucleosoma.
e o e T MUeleeSamaS] LES (703, anvs reumatoige, Ciross
Histonas interacciones de medicamentos, agentes ambientales o Smar prllmarl_a,f enf_ermedad de alzheimer, | 9
infecciones. emencia e infecciones
Son componentes de las ribonucleoproteinas nucleares
(snRNP) conocidas como antigeno Smith (Sm), esta compuesto -
S por nueve polipéptidos que varian por su peso molecular; Los Altamente especificas para LES 98,99
polipéptidos B y D participan en la respuesta inmune anti- Sm.
PCNA Antigeno nuclear celular anti proliferante. LES (5-10%), Hepatitis cronica By C 99
Los anticuerpos anti-P-ribosomal, estan dirigidos contra tres o .
RPP/PO fosfoproteinas que se encuentran en la subunidad ribosomal Deteli:éeglos en el 12 al 16% de pacientes 99
60S (PO, P1y P2) con
Hace parte de las proteinas que hace parte del centrémero, junto
con CENP-A y CENP-C; el centromero forma la constriccion
CENP-B primaria del cromosoma mitético. CENP-B se une directamente CENP-B_ es el autoantigeno princip_al
al ADN centrométrico, puede formar centromeros reconocido en sueros de pacientes
de novo. positivos para Escleroderma (SSc). 100,101
Scl 70 Marcador de esclerodermia 100
AMA-M2 Presentes en la membrana interna de la mitocrondria es un marcador de Cirrosis biliar primaria| 102
24% de los pacientes con sindrome de
PM-Scl Son un complejo de 11 a 16 proteinas nucleolares, asociados a | superposicion de polimiositis o]
esclerodermia dermatomiositis-esclerodermia 103
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(escleromiositis), 5-8% de pacientes con
Mioscitis, 3% Esclerosis sistémica

La proteina Mi-2 es un componente del complejo de

Mi-2 remodelacién-desacetilasa del nucleosoma (NuRD), un
complejo protéico que participan en la regulacion de la Miopatias inflamatorias idiopéticas, 31%
transcripcion cromosomica dermatomiositis, mioscitis 104
Es una proteina de unién al ADN involucrada en la reparacion
Ku del ADN, la recombinacién y proteccién de telémeros, y se ha | Relacionado como polimiositis,
implicado en la regulacién de la transcripcion de genes. escleroderma 104
ENA
Son componentes de las ribonucleoproteinas nucleares
(snRNP) conocidas como antigeno Smith (Sm), esta compuesto e
SmD1 por nueve poliéptidos que varian por su peso molecular; Los Altamente especificas para LES 98,99
polipéptidos B y D patrticipan en la respuesta inmune anti Sm.
: . : LES (20%-50%), Sindrome de Sjérgen
SSA /Ro Contiene gos proteinas c:e 6? k%y illelilD ;aR:\slof?rn&a OSIZ‘ ?(%kD (SS), Miopatias inflamatorias idiopéticas, 104
€s capaz de unirse a moleculas de y ylade Artritis Reumatoide, cirrosis biliar
SS-B /La Proteina fosforilada de 48 kD SS
Es una molécula asociada a ARN que incluye particulas
Ul-snRNP pequefas de ribo nucleoproteinas nucleares (SnRNP), el
componente de ARN de U1-snRNP estimula las células a través
de receptores tipo Toll (TLR) LES, MCTD 105
La inmunorregulacion de los anticuerpos anti-Jo-1 esté
estrechamente vinculado a factores genéticos y / o ambientales
responsables del desarrollo de la inflamacion muscular,
Jo-1 Recientemente se ha demostrado que el autoantigeno Jo-1, tal| Asociado a Miositis
vez liberado de las células musculares dafadas, puede
perpetuar el desarrollo de miositis por activacion de los
receptores de quimiocinas en los linfocitos T y células 106

dendriticas inmaduras, desempefiando asi un papel directo en
Su respuesta autoinmune.
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4. Resultados

Andlisis demogréfico

En el periodo de estudio, fueron captados 120 pacientes de los cuales 7 no se incluyeron
por criterios de la calidad de las muestras recibidas como: hemdlisis, pérdida de la cadena
de frio en el envio de las muestras de suero y tiempos de entrega mayores a 48 horas que
no permitieron continuar con el proceso.

De los 113 pacientes en estudio, 103 (91,2%) corresponden al género femenino y 10 (8,8
%) al género masculino, con una edad minima de 21 afios y maxima de 64, (promedio de
37 afios). Se observé una mayor frecuencia de consulta por reaccion secundaria a
sustancias modelantes en el rango de edad de 32 a 41 afos (40,0 %).

De acuerdo con la procedencia de los pacientes que consultaron al Centro Médico Santuario
de la ciudad de Cali por reacciones secundarias al uso de sustancias modelantes se encontrd
gue el 69,0 % eran colombianos, 18,0 % de nacionalidad extranjeray el 13,0

% sin dato registrado.

Segln su ocupacion el 64% (72) de los participantes refirieron ser trabajadores
independientes, 36% (41) tenian grado de escolaridad profesional y 25% (28) secundaria.
El 39% (44) refiri6 como estado civil soltero. (Tabla 17)

Tabla 17. Caracteristicas demograficas de los pacientes incluidos en el estudio

Variable Categoria n__ %

Sexo Femenino 103 91
Masculino 10 9

Edad 21-31 24 21
32-41 45 40
42-51 32 28
52-61 6 5
>62 2 2
Media 37

Lugar de

nacimiento Colombia 78 69
Extranjero 20 18
Sin dato 15 13
Trabajador 71 63

Ocupacion Independiente
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Empleado 22 19
Ama de casa 10 9
Estudiante 7 6
Ninguno 3 3
Nivel académico Primaria 3 3
Secundaria 28 25
Tecnblogo 21 19
Profesional 41 36
Posgrado 4 4
Sin dato 16 14
Estado civil Soltero 44 39
Casado 41 36
Unién libre 18 16
Divorciados 10 9

Areas anatémicas implicadas en las reacciones adversas a sustancias modelantes

El area anatébmica mas afectada, fue la regiéon glitea con 110 pacientes (97%) seguida de
la region facial 8 casos (7%); 11 (9,7 %) pacientes tenian mas de una zona de infiltracion
aparte de la zona glatea. El tiempo promedio de infiltraciébn de sustancias modelantes en
las areas anatomicas hasta su consulta por reaccion secundaria fue de 7,8 afios, con un
rango de 1 a 11 afios y el tiempo de presentacion de signos y sintomas desde la infiltracion
de la sustancia fue de 4 afios, con un rango de 1 a 10 afios (Tabla18).

Tabla 18. Frecuencia de infiltracién de sustancias de relleno segun lugar anatomico

. Aplicacién .
Pacientes con . Presentacion
. Genero dela . .
Lugar mas de una - de sintomas
2 o . sustancia
anatoémico infiltracion
Femenino Masculino
n % n % n % ANOS ANOS
Gluteos 4 4, 10 88 10 9 11 4
0 0
Rostro 0 0 8 7 - - 10 10
Piernas 1 1 1 1 - - 10 2
Senos 0 0 2 2 - - 1 1
Cadera 6 5 6 5 - - 7,3 4

*Promedio de tiempo de aplicacion de la sustancia
*Promedio de tiempo de presentacion desintomas
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Respecto al personal y el establecimiento en los que se aplicaron las sustancias modelantes, 69
pacientes (61,0 %) refirieron que su procedimiento se realiz6 en clinicas estéticas. 93 (82,3 %)
pacientes refieren a los esteticistas como el personal encargado de aplicar las sustancias, siendo
la zona glutea 66 (60,0%) la mas afectada. (Tabla 19).

Tabla 19. Descripcion del establecimiento y personal que aplico las sustancias modelantes segun
zona anatémica.

Lugar anatobmico
Variable Categoria 0 % Gluteos | Rostro| Senos | Piernas| Caderas
n % |in| % | n| %[ n| %|n| %
Clinica de estética 69 61 | 66 |60,0 5|62,5 2|100/ 1|100f 3| 50
Consultorio 19 17 | 19| 17,3| 2| 25,0 1| 16,6
Clinica clandestina 7 6 7 1 6,3
Establecimi_ento en  oOtro 5 4 5 | 45 1] 16,6
dondeSLeS%pr!ggron la Casa 5 4 [ 5] 45
Salén de belleza 3 3 3| 2,7 1| 16,6
Spa 2 2 2 |18
No responde 3 3 3| 27| 1125
Esteticista 93 82 [ 90|81,8 6|750f 1| 50| 1|100f 6| 100
Cirujano plastico 8 7 7| 63| 1]|1,25
Persona que le aplicé Médico general 4 4 51| 45
la sustancia Dermatdélogo 2 2 2| 18
Estilista (peluguero) 2 2 2|18 1| 50
Enfermero 1 1 1] 09
No responde 3 3 3|27 1|1,25

Tipo de sustancias inyectadas

90 (79,6 %) pacientes desconocian las sustancias aplicadas, 23 (20,3%) pacientes refirieron el
uso de diferentes sustancias modelantes, descritas en la Tabla 20.

Tabla 20. Conocimiento del material de relleno aplicado segun zona anatomica.

Lugar anatomico

Tipo de sustancias Gluteos Rostro Senos Piernas Cadera
n % n % n % n % n %
Geles
Biogel 8 727 1 125 - - 1 20
Acido hialurénico 5 455 1 125 - - -
Silicona 4 364 - - - -
Biopolimeros 4 364 1 125 - - -
Metracrilato 3 2,73 - - - -
Hialucorp 2 1,82 - - - -
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Biofil 1 091 - - - -
Células regeneradoras 1 091 - - - -
Colageno 1 0,91 - - - -
Gel 1 091 - - - -
Medraguibano 1 091 - - - -
Metacorp 1 0,91 - - - -
Polimetracrilato 1 0,91 - - - -
Tratamiento celulitis 1 0,91 - - - -
Virgel 1 0,91 - - - -
Vitaminas 2 1,82 - - - 1 20
No sabe 79 71,8 5 625 1 100 1 100 4 80

Presentacion clinica

Los hallazgos clinicos en orden de frecuencia se describen en la Tabla 21, siendo la
asimetria 107 (95 %) y reaccion granulomatosa 106 (94 %) las manifestaciones clinicas
mas representativos que refirieron las pacientes en consulta por el uso de sustancias
modelantes.

Tabla 21. Hallazgos clinicos en pacientes con reacciones secundarias al uso de sustancias
modelantes.

Manifestaciones clinicas

n %
Asimetria 107 95
Reaccion granulomatosa 106 94
Cambio en el contorno 104 92
No6dulos 103 91
Estrias 101 89
Eritema 100 88
Adenopatia inguinal 100 88
Hipercromia 89 79
Compromiso del tejido subcutaneo 87 77
Migracion de sustancias 72 64
Pérdida de la movilidad 3 3
Dolor general 74 64

Aumento de temperatura local 97 84
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4.1 Analisis microbiologico

Infecciones asociadas al uso de sustancias modelantes

De los 113 participantes del estudio, se recuperaron aislamientos microbianos de 38
pacientes (33,6 %), de los cuales 11 (9,73 %) presentaron aislamientos con mas de un
microorganismo (Infeccién polimicrobiana) y 27 (23,8%) con aislamientos de un sélo
microorganismo (Infeccion mono microbiana). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas segun las fases de recoleccion y manejo de las muestras,
obteniendo 75 (66,3%) muestras de pacientes negativas para el aislamiento de
microorganismos del tamafio de muestra total.

Infecciones polimicrobianas identificadas en pacientes con reacciones secundarias
al uso de sustancias modelantes

Se definié como infeccidn polimicrobiana al aislamiento de mas de dos especies bacterianas
presentes en unamuestra de cultivo microbiolégico e identificada por MALDI-TOF, las cuales
se observaron en 11 (9,7 %) pacientes. Figura 5. Tabla 22.

Figura 5. Aislamiento polimicrobiano en agar sangre.

Laboratorio de Microbiologia -INS.
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Tabla 22. Aislamientos microbianos asociados a infecciones polimicrobiano identificados
por MALDI-TOF

MALDI-TOF

# Paciente Especie identificada
Score value

Stenotrophomona maltophilia 2,51

Lysinibacillus boronitolerans 2.14
3 Bacillus cereus 2.10
Staphylococcus warneri 2.32
5 Bacillus oceanisediminis 2.33
Pseudomonas stutzeri 2.24
12 Pseudomonas stutzeri 1.98
Bacillus cereus 2.20
13 Bacillus cereus 2.42
Pseudomas stutzeri 2.12
Enterococcus faecalis 2.48
39 Staphylococcus epidermidis 2.19
Bacillus cereus 2.14
42 Mycobacterium fortuitum -
Staphylococcus capitis 2.23
63 Mycobacterium fortuitum -
Staphylococcus epidermidis 2.21
100 Staphylococcus lugdunesis 2.18
Salmonella sp 2.43
107 Staphylococcus epidermidis 1.93
Mpycobacterium fortuitum -
Salmonella sp 2.47
108 Staphylococcus epidermidis 2.21
Staphylococcus lugdunesis 2.18
111 Salmonella sp 2.30

Amplificacién del gen humano RNasa P y el gen 16S rRNA

Las muestras de tejido analizadas de 11 pacientes con cultivo positivo amplificaron el gen
RNasa P empleado como control interno, indicando la no inhibicion de la PCR con
contaminantes organicos o inorganicos.

De acuerdo con el marcador de peso empleado en el gel de agarosa, (50 pb DNA Ladder
Invitrogen), se obtuvieron fragmentos de ADN del gen 16S ARNr, de un tamafio de 450 pb
en 7 muestras de 11 pacientes.
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En 4 muestras no se obtuvo amplificacion del gen 16S rRNA, a pesar de repetir el proceso
de extraccion de ADN y amplificacion del gen; por lo tanto, consideramos que los
aislamientos recuperados por cultivo de estos pacientes pueden representar posible
contaminacién durante la toma, transporte o procesamiento de las muestras; considerando
las especies identificadas en los 7 pacientes como probable fuente de infeccién de los
tejidos. Los aislamientos mas frecuentes identificados de estos 7 pacientes fueron Bacillus
cereus (n=4, 57,1%), Pseudomonas stutzeri (n=3, 42,8%) y Mycobacterium fortuitum (n=3,
42,8%).

Los iniciadores y las sondas de ensayo para la evaluacion de microorganismos Gram
negativos y Gram positivos coincidié con los aislamientos identificados, las infecciones
polimicrobianas amplificaron las dos sondas empleadas de acuerdo con la presentacion
microbiana de la muestra analizada (Tabla 23).

Tabla 23. Resultados de identificaciobn microbiolégica por cultivo y pruebas moleculares en
muestras de tejido de pacientes con infecciones polimicrobianas.
Pruebas moleculares

Paciente Cultivo PCR en tiempo real
Gen Gen Gram Gram

Microorganismo identificado RNAsa 16S rRNA Positivos  Negativos
P (FAM) (HEX)

Stenotrophomona maltophilia

3 Bacillus cereus + + + -
Lysinibacillus boronitolerans

Staphylococcus warneri

5 Bacillus oceanisediminis + + + +
Pseudomonas stutzeri

Bacillus cereus
12 . + + + +
Pseudomonas stutzeri

Pseudomonas stutzeri
Bacillus cereus

Enterococcus faecalis
39 . o + + + -
Staphylococcus epidermidis

Bacillus cereus
42 + + + -

Mycobacterium fortuitum

Mycobacterium fortuitum
63 + + +

Staphylococcus capitis -

Staphylococcus lugdunensis
100 . - + - ND ND
Staphylococcus epidermidis

Salmonella sp
107 Staphylococcus epidermidis + - ND ND
Mycobacterium fortuitum

Staphylococcus epidermidis
108 + - ND ND
Salmonella sp

Staphylococcus lugdunensis
111 + - ND ND
Salmonella sp

+: Amplifico * -: No amplifico *ND: No determinado
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Infecciones monomicrobianas identificadas en pacientes con reacciones
secundarias al uso de sustancias modelantes

Se definié como infeccibn monomicrobiana la identificacion de una especie bacteriana
presente en una muestra recuperada por cultivo microbiolégico e identificada por MALDI-
TOF, las cuales se observaron en 25 pacientes y se presentan en la Tabla 24.

Tabla 24. Resultados microbiolégicos por cultivo y pruebas moleculares en muestras de
tejido de pacientes con infecciones monomicrobianas

# MALDI-TOF
Paciente Especie identificada Score value
9 Bacillus cereus 2.38

18 Mycobacterium fortitum -

19 Mycobacterium fortitum -

25 Bacillusoceanisediminis 2.21
36 Bacillus cereus 1.88
41 Bacillus cereus 1.73
44 Bacillus cereus 1.97
45 Bacillus cereus 2.28
50 Staphylococcus epidermidis 2.28
51 Candida parapsilosis 2.24
52 Cutibacterium avidum 2.18
67 Cutibacterium avidum 2.24
68 Bacillus circulans 2.00
77 Staphylococcus hominis 2.23
87 Staphylococcus epidermidis 2.34
90 Staphylococcus lugdunesis [1.89
95 Staphylococcus lugdunesis 1.89
96 Staphylococcus lugdunesis 2.00
106 Salmonella sp 2.21
109 Salmonella sp 2.18
110 Salmonella sp 2.00
112 Salmonella sp 2.21
115 Salmonella sp 2.20
116 Salmonella sp 2.18

120 Salmonella sp 2.18
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Amplificacion del gen humano RNasa P y el gen 16S ARNr

Amplificé el gen RNasa P en las 25 muestras analizadas y el gen 16S ARNr fue obtenido
en 13 muestras de pacientes, las cuales se correlacionaron con los resultados de PCR en
tiempo real para microorganismos Gram positivos y Gram negativos; los amplicones
obtenidos del gen 16S ARNr fueron enviados a Macrogen para secuenciacion por la
metodologia de Sanger. Los resultados obtenidos se describen en la Tabla 23.

Similar a los resultados obtenidos en infecciones polimicrobianas se asumié que las
muestras que no amplificaron el gen 16S ARNr pueden ser probables de contaminacion,
por lo tanto, los aislamientos mas frecuentemente aislados en los 13 pacientes fueron
Bacillus cereus (n=4,30,7 %), Mycobacterium fortuitum (n=2, 15,3 %) y Salmonella sp (n=2,
15,3 %).

Las muestras 14 y 28 segln consecutivo sin aislamiento presuntivo, se evidencié la
amplificacion del gen 16S ARNr, razon por la cual se realiz6 PCR en tiempo real y
secuenciacion por Sanger.

Analisis de secuenciacion

Mediante el programa DNA baser Assembler ® se determiné la calidad de cada una de las
secuencias obtenidas para los analisis de las muestras que presentaron infecciones de tipo
monomicrobiano; teniendo en cuenta que la calidad de la misma debe ser igual o superior
a 30 (Q30) de acuerdo a la escala de Phred, el base calling fue revisado manualmente
asegurando la asignaciéon de bases por el programa y eliminando las regiones de las
secuencias con baja resolucion y obtener asi la secuencia consenso de las cadenas forward
yreverse del amplicon.

En la Figura 6 observamos una muestra aleatoria de los cromatogramas evaluados de las
secuencias analizadas.

Forward:

Filo: 025_rRNAIGsF.abl ~ Run Ended: 20201230 5:55:4  Signal G:5219 4:5649 C:7146 T-4317 g
Sample: 025_rRNAIGF ~ Lame:14  Basespacing: 13.739695 430 basesin3300zcans  Pagelofl
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Reverse:

File: 025_rRNAI6sR.abl

Run Ended: 2020/12/30 5:55:4
Sample: 025_rRNAI6:R Lane: 2§ Base spacing: 13.57818

20 30 40
CGOGET CGCGTCAGT TACY G ACC G AGTCGEC

& macrogen
Signal G:2669 4:2501 C:5952 T:3360 Y)

440 bases in 5272 scans Pagelofl

Figura 6. Cromatogramas Forward y Reverse obtenidos de la secuenciacion por el método de Sanger
para el gen 16S rRNA de un amplicon obtenido por PCR a partir de una muestra de tejido.

A partir de las secuencias consenso obtenidas del andlisis de la secuencia forward y reverse
del gen 16S rRNA (Imagen 5) se realiz6 el alineamiento de las secuencias obtenidas
empleando elalgoritmo BLASTN del NCBI (National Center for Biotechnology Information).
Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 25.

Tabla 25. Resultados por cultivo y pruebas moleculares en muestras de tejido con

infecciones monomicrobianas.
Pruebas moleculares

Paciente Cultivo PCR en tiempo real Secuenciacion

Microoraanismo Gen Gen Gram Gram
identific%do RNAsa 16S Positivos Negativos
P rRNA  (FAM) (HEX)

9 Bacillus cereus + + - + Bacillus cereus
14 Sin aislamiento + + + - Mycobacterium sp.
18 Micobacteria + + + + ND
19 Micobacteria + + + + ND
25 Bacillus + + - Bacillus sp.

oceanisediminis +
28 Sin aislamiento + + - + Pseudomonas sp.
36 Bacillus cereus + - ND ND ND
41 Bacillus cereus + + + - Bacillus cereus
44 Bacillus cereus + - ND ND ND
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45 Bacillus cereus + + + + Bacillus cereus
Staphylococcus
50 epidermidis * i ND ND ND
Candida
51 parapsilosis * * ND ND ND
Cutibacterium %
52 avidum * * * )
Cutibacterium
67 avidum + - ND ND ND
68 Bacillus circulans + - ND ND ND
Staphylococcus -
77 hominis * * * )
Staphylococcus
87 epidermidis * i ND ND ND
Staphylococcus
90 lugdunensis * i ND ND ND
95 Stgphylo_c_occus + i ND ND ND
epidermidis
96 Staphylocqccus + + 4 ) Staphylococcus
lugdunensis aureus
106 Salmonella sp + - ND ND ND
109 Salmonella sp + - ND ND ND
110 Salmonella sp + - ND ND ND
112 Salmonella sp + - ND ND ND
115 Salmonella sp + + - + *x
116 Salmonella sp + + - + *x
120 Salmonella sp + - ND ND ND

Los aislamientos microbiolégicos hallados en pacientes con reacciones secundarias al uso
de sustancias modelantes se presentd en el 31,8%; la variedad de especies identificadas
se asocia a la diversidad del microbioma de piel, asi como posibles agentes contaminantes
del ambiente.
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Pruebas de caracterizacion microbioldgicas adicionales

Identificacion de los aislamientos de Salmonella spp.

Los aislamientos estudiados (115 y 116) fueron identificados como Salmonella enteritidis;

el comportamiento de los aislamientos demostré una sensibilidad del 100% a los
antimicrobianos evaluados descritos en la Tabla 26. Debido a la clonalidad de Salmonella
enteritidis previamente documentada en Colombia no se consideré establecer la similitud
genética entre los mismos por la técnica de PFGE o WGS (107).

Tabla 26. Perfil de resistencia de los aislamientos identificados de Salmonella enteritidis

Aislamientos

Antibiotico 115 116
Tetraciclina TE Sensible  Sensible
Blactamasa de espectro
extendido CTx Sensible  Sensible
Cloranfenicol Clor Sensible  Sensible
Amoxicilina/Acido
clavulanico AmC Sensible  Sensible
Acido Nalidixico Na Sensible  Sensible
Meropenem Men Sensible  Sensible
Sulfametoxazol /
trimetoprima Sxt Sensible  Sensible
Ampicilina Amp Sensible  Sensible
Ceftazidima CAZ Sensible  Sensible

Las pruebas de resistencia a los aislamientos Gram negativos de Pseudomonas stutzeri
por VITEK 2 mostraron diferentes perfiles de resistencia (tabla 27 y tabla 28)

Tabla 27. Perfil de resistencia para el aislamiento identificado como 12B

Informacién de identificacidn Tiempo de andlisis: 7,98 horas IEstado: Final
B9% Probabilidad Pseudomonas stutzeri

[Organismo seleccionado Bionumero: 2203201100000042
Mensajes de analisis de ID
Infnn:n.a:cldn de Tismpo de 13,83 horas Extado: Ll
sensibilidad andlists:

Antibiédtico CMI |Inmrprﬂtal:ién Antibidtico CMI |interpretacién
BLEE Ertapenem
lAmpicilina IMeropenem ==025 3
|Ampicilina’Sulbactam Armnicacina <=2 3
Cefalotina \Gentamicina == 1 5
Cefuroxima Ciprofloxacino <=(,25 5
Cefuroxima Axetil MNorfloxacing ==05 5
Cefotaxima 4 3 Fosfomicina
Ceftazidima <=1 3 Mitrofurantoina
Ceftriaxona 3 5 Iln'metoprima.-‘Sulfamem:az = 30 5
Cefepima <=1 5

+= Antibidtico deducide *= AES modificado *= Usuario modificado
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Tabla 28. Perfil de resistencia para el aislamiento identificado como 13 A-1
Aislamiento: 13A-1 (Calificados)

Tipo de tarjeta: GN Cédigo de barras: 2411586203409731  Prueba de instrumento: 0000148FFB58 (MICROBIOLOGIA INS)
Tipo de tarjeta: AST-N271 Cédigo de barras: 6911429403235025 Prueba de instrumento: 0000148FFB58
(MICROBIOLOGIA INS)

Técnico de preparacion: Microbiologia(micro)

Bionumero: 0000001100200040
Cantidad de organismo:

Organismo seleccionado: Pseudomonas stutzeri

Informacién de Tarjota:  AST-N271 N°de lote: 6911429403 |Fecha caduc.: ésg;c:.zom 1z

|sensibilidad Finalizado: (2%?6{'2021 G Estado: Final I:::Z';:de 15,53 horas
Antibiético CMI Interpretaciéon Antibiético CMI Interpretaciéon

BLEE Ertapenem

Ampicilina Meropenem >= 16 R

Ampicilina/Sulbactam lAmicacina 16 S

Cefalotina Gentamicina <=1 S

Cefuroxima Ciprofloxacino <=0,25 S

Cefuroxima Axetil Norfloxacino 1 S

Cefotaxima >= 64 R Fosfomicina

Ceftazidima 32 R Nitrofurantoina

Celasina >=64 R :;g:etopnmalsmfametox <=20 s

Cefepima <=1 S

+= Antibiético deducido *= AES modificad **= Usuario modificado

De acuerdo a los resultados obtenidos se realiz6 prueba de tamizaje para carbapenemasas
fenotipica RAPIDEC ® CARBA NP (bioMérieux) al aislamiento Resistente (R) y se obtuvo un
resultado negativo (CARBA NP NEGATIVO) que coincide con el resultado de PCR convencional
(MEN-R01.53330-022 INS) para la identificacibn de genes codificantes de carbapenemasas
(KPC, GEF y MTVIM Y MDM) la cual fue negativa, siguiendo el procedimiento descrito por el
MEN-R01.53330-019- INS del grupo de Microbiologia del INS.

Se dilucida que el aislamiento es resistente a un mecanismo diferente al a la produccion de
carbapenemasas.
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Identificacion de la clonalidad de los aislamientos de Bacillus cereus

Debido a la frecuencia de aislamientos recuperados de B. cereus se realiz6 PFGE a los
aislamientos de tipo monomicrobiano (n=6) para establecer la similitud genética entre los
mismos, para su analisis se tuvo en cuenta los criterios descritos por Tenover FC y
colaboradores, quienes refieren la identificacion de un patrén comun entre los aislamientos,
asi como la comparacién fragmento por fragmento en relacion al patrén.

Los aislamientos genéticamente indistinguibles seran aquellos que presenten patrones de
restriccion idénticos en relacidon con el nimero y tamafio de bandas; Un aislamiento se
considera estrechamente relacionado si el patron de PFGE difiere del patron de brote por
cambios consistentes en una banda; hace referencia a una mutacion puntual, insercion o
eliminacion de ADN.

Posiblemente relacionados se considera al patron de PFGE que difiere del patron de
brote, observando cambios consistentes a mas de dos eventos genéticos independientes,
es decir diferencias de cuatro a seis bandas, que indicaran inserciones o deleciones de ADN
o pérdidas de sitios de restriccion.

No relacionado se considera un aislamiento con siete 0 mas cambios independientes de
las bandas.

De los seis aislamientos evaluados, cinco mostraron ser aislamientos genéticamente
indistinguibles, es decir que representan la misma cepa bacteriana (Figura 7). El aislamiento
namero 09 se considerd no relacionado de acuerdo a los criterios evaluados (83). PAMP
(Patrones Moleculares Asociados a Patégenos), DAMP (Patrones Moleculares Asociados
a Dafios),

Figura 7. Relaciones genéticas por PFGE de los aislamientos de B. cereus usando la
enzima de restriccion Notl y MP: M, lambda ladder PFGE marker (New England BioLabs).
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Secuenciacién de genoma completo (WGR) de B. Cereus

Se seleccionaron tres aislamientos representativos (09, 041 y 045) para la secuenciacion
de genoma completo de acuerdo a los resultados obtenidos por la PFGE con el fin de
identificar genes asociados a patogenicidad y asociaciones filogenéticas recuperados de
infecciones humanas.

De acuerdo a la relacién genética de los aislamientos por secuenciacién de genomas de B.
cereus identificamos que los aislamientos 041 y 045 se encuentran relacionados a
diferencia del aislamiento 09 que es mas distante genéticamente confirmando que proceden
de diferente fuente (Figura 8).

41-B-cereus/1-71847
45-B-cereus/1-71847
9-B-cereus/1-71847

Figura 8. Relacién genética de los aislamientos por secuenciacion de genomas de B. cereus

Segun las herramientas bioinformaticas empleadas, se identificaron un total de 114 genes,
de los cuales 32 se encuentran asociados a factores de virulencia, 27 genes expresados
por el aislamiento 041, seguido del aislamiento 045 (n=25) y el aislamiento 09 (n=21)
representados en la Figura 9.

33 genes fueron asociados a desarrollo de biopeliculas (Figura 10), en el que el aislamiento
09 mostr6 una mayor expresion comparado con los aislamientos 041 y 045 y 9 genes
relacionados a resistencia (Figura 11) en la que se observa una mayor expresion del
aislamiento 09.

La expresién de genes se indica en los cuadrantes verdes y su ausencia se indica con el
color amarrillo.
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Figura 9. Factores de virulencia asociados a los aislamientos de B. cereus identificados

58932%¢
= 0ot I
w X 00aaQ
© 41-B-cereus/1-71847TH N mEM

#

/
/

@ 45-B-cereus/1-71847HHE HEEE HE EEE EEEEE SENENEEEEERE

@ 9-B-cereus/1-71847 HNNNNNNNEENENEN B DENEENEEE EEEEER

Figura 10. Factores de virulencia asociados a la formacion de biopeliculas de los aislamientos
de B. cereus identificados
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Figura 11. Genes asociados a resistencia de los aislamientos de B. cereus identificados

Los resultados obtenidos demuestran que los aislamientos de B. cereus seleccionados por
secuenciacion presentan caracteristicas de virulencia debido a que se identificaron genes de
virulencia y genes asociados a la formacion de biopeliculas, asi como la identificacién de genes
de resistencia.



64

Identificacion de micobacterias

Se recuperaron 5 aislamientos presuntivos de micobacterias, teniendo en cuenta el
crecimiento en el medio selectivo, se registraron para su clasificacion la pigmentacion de
las colonias, el tiempo y la temperatura de crecimiento. Para su identificacion se utilizé la
amplificacién del gen hsp65, los cuales fueron sometidos a digestion enzimatica por BstEll
y Haelll en los que se reconocieron patrones compatibles con el complejo de Mycobacterium
fortuitum tipo2 de acuerdo con el analisis realizado en la base de datos PRASITE, en los
gue fueron comparados los patrones obtenidos con la base datos disponible para su
identificacion obteniendo los resultados descritos en la Tabla 29 y representados en la

Figura 12.

Figura 12. Digestion del producto amplificado del gen hsp65 con BstEll y Haelll

Tabla 29. Identificacién de las especies del género Mycobacterium segun la amplificacién
del gen hsp65 y restriccién con las enzimas BstEll y Haelll

Consecutivo | Tiempo de Identificacion
crecimiento
18 15 dias Mycobacterium fortuitum type 2
19 10 dias Mycobacterium fortuitum type 2
42 15 dias Mycobacterium fortuitum type 2
63 15 dias Mycobacterium fortuitum type 2
107 15 dias Mycobacterium fortuitum type 2
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4.2. Resultados de andlisis inmunolégicos

Se consideraron caracteristicas de tamafio como de complejidad para seleccionar las
células vivas (Figura 13). Posteriormente, se definié la poblacion de linfocitos T basandose
en la expresién de la molécula CDS3; a partir de esta, se realiz6 el analisis de células CD4+
y CD8+. De acuerdo con los valores de referencia citados por Comans-Bitter WM y
colaboradores, e implementados en los analisis clinicos en Inmugen Corporation en su
practica médica fueron analizados los promedios de las subpoblaciones linfocitarias
obtenidas (108). Anexo 2.

256

1521
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T
a G4 128 152 256
F5C-H

Figura 13. Poblaciones celulares en analisis de citometria de flujo.
Inmugen Corporation.

Se observé que los recuentos celulares obtenidos de la poblacion total en estudio (113
pacientes) se encuentran dentro de los valores de referencia citados por Commans y
colaboradores, sin embargo, observamos en la tabla 30, que el promedio y las medianas de
los recuentos de las subpoblaciones T CD3+, CD4+ y CD8+ presentan una tendencia alvalor

mas bajo y se encuentran por debajo del promedio esperado y una aparente normalidad en
los recuentos de células B CD19+.
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Los analisis de la relacion de células CD4+/CD8+ en 1,84 indica que hay un aumento de
células CD4+ asociada a la respuesta humoral mediando el cuadro clinico. Esto sugiere
gue el aumento de CD4+ estd mediando la posible expansion de células B.

El promedio del recuento de células B (CD5+ y CD19+) no demostré un déficit de células B,
con una tendencia a la normalidad en los valores de referencia obtenidos y no se
correlacionan los resultados con inmunosupresion en la poblacién total depacientes.

Tabla 30. Valores de las subpoblaciones de linfocitos T CD3+, CD4+, CD8+, CD5+, CD19+
en sangre periférica de pacientes con reacciones secundarias al uso de sustancias
modelantes.

Valor

estadistico/  WBC  Linfocitos Linfocitos Linfocitos Linfocitos Linfocitos Linfocitos Linfocitos

Fenotipo  (CEVMD) (&M tepay  repas TCD8+ TCD4+/CD8+  TCD5+  TCD19+
celular (céliml)  (céliml) (céliml) (céliml) (céliml)  (cél/ml)

Valorde 5.000- 1.200- 700- 300- 800-

referencia  10.000 3.400 2100 1.400  200-900 15 1.600 100-500
Promedio 1200 700 400 2.0 2000
esperado

Promedio 7004 2224 766 516 279 1,84 936 282
Mediana 6350 2048 532 449 182 1,37 895 217

En la Tabla 31 se observa el valor absoluto de las subpoblaciones de linfocitos de los
pacientes que presentaron aislamientos microbianos de tipo polimicrobiano y mono
microbiano y en la Tabla 32 se observan los valores de las subpoblaciones de linfocitos en
pacientes que no presentaron aislamientos microbianos.

Los andlisis de las subpoblaciones linfocitarias entre los pacientes con ausencia y presencia
de aislamientos microbianos demuestran que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los promedios de linfocitos T CD3+ (Figura 14), T CD4+ (Figura 15) y T
CD8+ (Figura 16). Sin embargo, los pacientes con aislamientos microbianos presentan un
promedio mayor de células T CD4+ comparado con los pacientes que no presentan
aislamientos microbianos.

Los pacientes con aislamientos microbianos frente a los pacientes sin aislamientos
microbianos mostraron diferencias estadisticamente significativas en los recuentos de
células B CD19+, con una p 0,0447* (Figura 17) y un promedio mas elevado de linfocitos B
gue los pacientes que no presentaron infeccién, lo que sugiere una tendencia a expresion
de respuesta inmune de tipo humoral, un dato relevante en el cuadro clinico asociado al uso
de sustancias modelantes.

Los pacientes sin aislamientos microbianos presentaron un promedio de las subpoblaciones
de células T disminuido comparado a los valores promedio esperados. (Figura 18). Los
andlisis de la relacion de células CD4+/ CD8+ no mostraron diferencias estadisticamente
significativas en ninguno de los dos grupos analizados.
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Tabla 31. Valores de las subpoblaciones de linfocitos T CD3+, CD4+, CD8+, CD5+, CD19+

CD16+/CD56+ en sangre periférica de pacientes con reacciones secundarias al uso de
sustancias modelantes con aislamientos microbianos.

Val,or. Linfocitos Linfocitos Linfocitos
estadistico/. - -
WBC Linfocitos
Pacientes (cél/ml) (cél/ml)

Linfocitos Linfocitos Linfocitos

CON TCD3+ TCD4+ TCD8+ TCD4+/CD8+ TTCD5+ CD19+

infecciones (cél/ml) (cél/ml) (cél/ml) (cél/ml) (cél/ml) (cél/ml)
Valor de 5.000- 1.200-

referencia  10.000 3.400 700-2.100 300-1.400 200-900 15 800-1.600 100-500
Promedio 1200 700 400 2,0 200
esperado

Promedio 7356 2232 809 498 287 1,73 889 362
Mediana 6085 2069 493 267 182 1,93 834 264

Tabla 32. Valores de las subpoblaciones de linfocitos T CD3+, CD4+, CD8+, CD5+, CD19+

CD16+/CD56+ en sangre periférica de pacientes con reacciones secundarias al uso de
sustancias modelantes sin aislamiento microbiano.

Va[or_ : WBC  Linfos Linfocitos Linfocitos Linfocitos Linfocitos Linfocitos Linfocitos
Pacientes . n ,OCIIOS

SIN (cél/ml)  (cél/ml) TCD3+ TCD4+ TCD8+ TCD4+/CD8+ TCD5+ TCD19+
infecciones (cél/ml) (cél/ml) (cél/ml) (cél/ml) (cél/ml) (cél/ml)
Valor de 5.000- 1.200- 700- 300- 800-
referencia 10.000 3.400 2100  1.400  200-900 1.5 1.600  100-500
Promedio
esperado 1200 700 400 2,0 200
Promedio 2219 1645 624 433 241 1,79 794 240
Mediana 1966 1680 313 278 132 1,34 785 211
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Linfocitos Totales
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Figura 18. Recuento de linfocitos totales en pacientes con reacciones secundarias al
uso de biopolimeros con y sin aislamiento microbiano.

Anadlisis de BAFF

Observamos que los promedios analizados entre los grupos con y sin autoinmunidad
presentaron una clara tendencia al incremento de los valores séricos circulantes de BAFF
en las pacientes (Figura 19) pero debido al bajo nimero de pacientes sin autoinmunidad, no
se evidencié una significancia estadistica. Consideramos que el tamafio entre los dos
grupos analizados pudo afectar el resultado estadistico puesto que los pacientes con
autoinmunidad (61) fue comparado con un grupo con una baja poblacién total (11). Por lo
tanto, seria importante en futuros estudios incrementar los tamafios poblacionales con miras
a realizar comparaciones que estadisticamente sean significativas.
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Figura 19. Comparacion de los niveles de BAFF en pacientes con reacciones
secundariasal uso de sustancias modelantes con autoinmunidad y sin
autoinmunidad.

Los promedios obtenidos de BAFF entre los grupos con y sin aislamientos microbianos no
evidencian una diferencia estadisticamente significativa (Figura 20) sin embargo,
observamos que los pacientes que no presentaron infeccién tienen una tendencia mayor al
grupo de comparacion, lo que correlaciona la expresion de autoanticuerpos con la elevacién
deBAFF.
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Figura 20. Comparacion de los niveles de BAFF en pacientes con reacciones secundarias
al uso de sustancias modelantes con aislamiento microbiano y sin aislamiento
microbiano.

Asociacion autoinmunidad y ASIA

De acuerdo con los criterios mayores y menores asociados a ASIA descritos por Shoenfeld
y Levin en 2011, 77 pacientes cumplen con dos criterios mayores y un criterio menor que
enmarca el cuadro clinico de Sindrome de ASIA.

112 pacientes (99,1%) reportaron en la anamnesis mas de dos criterios mayores: el dolor
(n=106, 93,8%), la debilidad muscular (n=51, 45,1%) y las mialgias (n=39, 34,5%) fueron
los mas frecuentes; la presencia de autoanticuerpos como criterio menor fue observado en
muestras de suero de 77 pacientes (79,3%) de 97 evaluados en el estudio; la seleccion del
tamafio muestral para el estudio de autoinmunidad se determiné de acuerdo a la asociacion
de aislamientos microbianos y los resultados de los recuentos celulares obtenidos. (Figura 21)
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56 (72,7%) de los pacientes, mostraron presencia de autoanticuerpos para vasculitis
autoinmune, de los cuales la presencia de anti MPO (n=51, 91,0%) fue la mas frecuente; 53
pacientes (68,8%) mostraron autoanticuerpos antinucleares de clase 1gG (IMTEC- ANA-LIA
XL), en la que la deteccion del autoanticuerpo anti-SS-B/La (n=32, 60,3%) fue el mas
frecuente, seguido de anti Ku (n= 22, 41,5 %) y anti PM-Scl (n=14, 26,4) (Figura 20). En 18
(18,5%) pacientes no se observd la expresion de autoanticuerpos, 23 pacientes 29,8%)
expresaron un anticuerpo y 56 pacientes (72,7%) expresaron mas de dos autoanticuerpos
Figura 22.
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Figura 21. Frecuencia de autoanticuerpos expresados en pacientes con
reaccionessecundarias al uso de sustancias modelantes.
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Figura 22. Frecuencia de autoanticuerpos en pacientes con reacciones secundarias
a sustancias modelantes.

La distribucién de la frecuencia de autoanticuerpos expresados en la poblacion de estudio
se analiza al detalle en la Figura 23, en la cual se observa el porcentaje total de los
autoanticuerpos hallados en los 77 pacientes de estudio, teniendo en cuenta que la
expresion de un autoanticuerpo o mas de uno por paciente fue agrupado de acuerdo con
las patologias asociadas a su expresion, segun el inmunoensayo enzimatico empleado.
Los anti PR3, anti MPO y anti GMB se asocian a vasculitis autoinmune de acuerdo al
inmunoensayo IMTEC- Vasculitis y los anticuerpos de clase IgG anti dsDNA, anti-
nucleosomas, anti-histona, anti- SmD1, anti PCNA, anti PO (RPP) asociados a LES, anti SS-
A/Ro 60 KD, anti SS-A/Ro 52 KD, anti-SS- B/La asociados a SS y LES, anti CENP-B, anti
Scl70 asociados a Sindrome de CREST y escleroderma, anti Ul-snRNP asociado a
Enfermedad de Tejido Conectivo Mixto (EMB), anti AMA M2 asociado a Lupus Eritematosa
Dérmica (LED), colangitis biliar primaria (CBP), Sindrome de Churg-Strauss o
granulomatosis alérgica (ScS) , anti Jo-1, anti PM-Scl, anti Mi-2, anti Ku, asociado a Miositis
y anti DFS70 de acuerdo al inmunoensayo enzimético IMTEC- ANA LIA-XL empleado.

Los resultados de la distribucion de frecuencias de autoanticuerpos en los pacientes con
reacciones secundarias a biopolimeros fueron mas frecuentes en la expresion de anti MPO
el (26,51%) asociada a Vasculitis autoinmune y en el estudio de anticuerpos antinucleares
y citoplasmaticos anti -SS-B/La (16,40%) asociada a Sindrome de Sjégren (SS) y Lupus
Eritematoso Sistémico (LES).
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Figura 23. Distribucion de las frecuencias encontradas en la expresion de autoanticuerpos
en pacientes con reacciones secundarias al uso de sustancias modelantes.

Los anticuerpos encontrados son patognomonicos y hacen parte de los criterios de
diagnéstico de las enfermedades autoinmunes, por lo tanto, se realizé una condensacion
acorde con la utilizaciéon de estos en los sindromes clinicos autoinmunes, identificando la
enfermedad a la que estan asociados cada uno de ellos. El porcentaje de las enfermedades
asociadas a la expresion de autoanticuerpos se describen en la Figura 24 de acuerdo con
la literatura citada y a los lineamientos establecidos por los inmunoensayos enzimaticos
empleados de la casa comercial HUMAN. La vasculitis autoinmune fue la mas frecuente
(32,72%), seguida de la miositis (22,22%), y el Sindrome de Sjogren (22,22%) en la
poblacion de estudio.
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Bl 22.22% Sindrome de Sjogren
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Figura 24. Porcentaje de las enfermedades autoinmunes asociadas a la expresién de
autoanticuerpos en pacientes con reacciones secundarias al uso de sustancias
modelantes.

De acuerdo al andlisis de respuesta autoinmune observada en los pacientes con sustancias
modelantes, no encontramos diferencias estadisticamente significativas en los recuentos
de células TCD3 (Figura 25), células TCD4+ (Figura 26), TCD8+ (Figura 27) y CD19+
(Figura 28) entre los pacientes que presentaron inmunidad frente a los que no la
presentaron.
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Figura 26. Recuento de linfocitos TCD4+ en pacientes con reacciones secundarias al uso
de biopolimeros con y sin autoinmunidad.
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Figura 27. Recuento de linfocitos TCD8+ en pacientes con reacciones secundarias al uso
de biopolimeros con y sin autoinmunidad.
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Figura 28. Recuento de linfocitos TCD19+ en pacientes con reacciones secundarias al
uso de biopolimeros con y sin autoinmunidad.

Observamos que la presencia de microorganismos en pacientes con reacciones
secundarias al uso de sustancias modelantes no incrementa el riesgo de sufrir
autoinmunidad, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. (Figura 29).
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Figura 29. Porcentaje de autoinmunidad en pacientes con reacciones secundarias al uso
de biopolimeros con y sin aislamientos microbianos.
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5. Discusion

La infiltracién de sustancias modelantes ha generado un problema de salud en muchos
paises de América Latina (13), con repercusiones fisicas, psicolégicas y econdmicas de los
pacientes que se someten a este tipo de procedimientos (14); de acuerdo con el reporte
emitido en el afio 2019 por la Sociedad Internacional de Anestesia y Cirugia Plastica
(ISAPS), los rellenos de tejidos blandos han aumentado un 8,6 %.

El 91 % de los participantes en el estudio fueron mujeres con un rango de edad entre 21y
64 afos que corresponde a la proporcion distribuida por género y edad en investigaciones
anteriores (109,111).

En Colombia se calcula mas de 35 mil personas con biopolimeros (10), el 69% de los
participantes que consultaron por reacciones adversas al uso de sustancias modelantes
eran colombianos de los cuales el 79,6 % refirieron el desconocimiento de las sustancias
aplicadas, sin embargo, el 20,3 % de pacientes refirieron el nombre de la presunta sustancia,
entre las cuales el Biogel, el acido hialurénico y la silicona liquida se describieron con mayor
frecuencia. Ninguno de estos productos en mencidén cuenta con registro sanitario INVIMA
vigente para ser utilizados como rellenos faciales, de zona glitea o como implantes
mamarios (Informacion aportada por el INVIMA en el desarrollo del proyecto Min Ciencias),
y por lo tanto son sustancias prohibidas, no aprobadas por el INVIMA, que carecen de un
control de la composicién y calidad de las moléculas y difieren con respecto a la composicion
guimica y dindmica e interaccién con el tejido del organismo.

El personal implicado con mayor frecuencia en la manipulacién de las sustancias
modelantes son los esteticistas (82,3 %) siendo las clinicas estéticas las instituciones de
mayor demanda que ofertan este tipo de procedimientos a bajo costo, con la premisa de ser
seguros y no generar complicaciones, para lo cual es necesario un control sanitario que evite
la manipulacién de sustancias desconocidas, asi como el seguimiento del personal que los
emplean (13).

La region glatea es el area anatémica con la mayor presentacion de reacciones secundarias
al uso de sustancias modelantes (97,3 %), seguido de rostro (7,0 %); similar a los resultados
del estudio de Gordillo Herndndez J., y colaboradores y Dominguez-Zambrano A., y
colaboradores quienes describen el 53,6 % y 67,0 % de afeccion de la zona glitea, seguido
de mamas 18,0 % y 9,03% respectivamente (7, 111).

Los tiempos promedio desde la aplicacion de la sustancia a la presentacion de
manifestaciones clinicas fue de 7,8 afios, comparado con los resultados del estudio de
Dominguez-Zambrano A., y colaboradores de 8,8 afios de las cuales las que se reportan
con mayor frecuencia son asimetria (95 %) y reaccion granulomatosa (94 %). EnColombia
mas del 50% de pacientes con sustancias modelantes presenta algun tipo de complicacion
(13). La presentaciéon de lipogranulomas y reaccién granulomatosa fue descrita en la
poblacién de estudio de acuerdo con el informe de patologia realizado a las pacientes en
su tratamiento médico post cirugia.

Las sustancias de relleno permanecen en el tejido en forma de vacuolas redondeadas, con
la probabilidad de desarrollar infecciones bacterianas; los microorganismos pueden
encontrarse en lo profundo del tejido humano no solo por la probabilidad de contaminacién
al realizar procedimientos invasivos, el microbioma presente en piel, en foliculos pilosos y
membranas mucosas también pueden ser introducidos en la sustancia durante el
procedimiento permitiendo crecimiento de microorganismos facultativos que interacttian con
la sustancia modelante (51,110).
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La formacién de granulomas o ndodulos inflamatorios sugieren la supervivencia de
patdgenos por periodos de tiempo prolongados al estar inmersos en las sustancias de
relleno o bien, al conformar biopeliculas proteicas de fibrindgeno y fibronectina, que ayudan
a su persistencia en el tejido, generando una proteccion a la respuesta inmune del
hospedador (36, 43, 65). Christensen L y colaboradores, refieren que el crecimiento
bacteriano local puede ser causa de reacciones granulomatosas (109). Las reacciones
granulomatosas pueden provocar la activacién de linfocitos CD4+ posterior al reclutamiento
de macrdéfagos; los niveles de citocinas proinflamatorias derivadas de las células T como
interleucina 2 (IL-2) e interleucina 12 (IL-12) aumentan en el tejido afectado, aun
presentando niveles normales en sangre (39).

La composicién quimica de las sustancias de relleno es un factor que puede reducir o
aumentar la posibilidad de asentar mecanismos microbianos que permitan la colonizacion
y latencia en el organismo. Wang Y. y colaboradores, demostraron en su estudio la
posibilidad de formacién de biopeliculas en hidrogeles empleados en rellenos dérmicos
(112). Este mecanismo de crecimiento facilita la resistencia de agentes microbianos y la
supervivencia microbiana alrededor o adentro de la sustancia durante afios (113).

Las infecciones bacterianas proporcionan un entorno en el que una variedad de
interacciones entre patégenos y microbiota pueden compartir determinantes de virulencia y
desencadenar la liberacion sinérgica de citoquinas que contribuyen a la gravedad de la
infeccién y de la inflamacion (32). La piel intacta es una barrera formidable a patégenos y
comensales por igual, pero el dafio de esta barrera ya sea a través de mutacion genética o
alteracion fisica (64, 114). La contaminacién de los rellenos estid asociada a la
contaminacion de la microbiota de piel durante la penetracion de la aguja, siendo el 20%
microbiota cutanea residente que no se elimina por completo en la preparacion de la piel de
cirugias abiertas, por lo tanto, los procedimientos cosméticos al no tener una preparacion
estricta asumen serun primer paso de posible contaminacion durante la inyeccion (115).

En nuestro estudio se evidencid una frecuencia de 13,2 % de infecciones monomicrobianas
y 6,19 % de infecciones polimicrobianas; Christensen L y colaboradores han identificado en
su estudio mediante cultivo, tincion de Gram, secuenciacion del gen 16S rARN e hibridacién
in situ con fluorescencia microorganismos asociados a piel en muestras de lesiones de
pacientes con inyecciones dérmicas (109).

Las infecciones polimicrobianas representan aproximadamente el 10 % de los casos de
infecciones de piel y tejidos blandos en los que son identificados como agentes causales
microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos (1); se ha demostrado una mayor
persistencia de los patdgenos con asociaciones polimicrobianas en el sitio de la infeccién
gue conducen a una mayor gravedad de la enfermedad y una mayor resistencia a los
antimicrobianos, un fendmeno descrito como sinergia polimicrobiana, definida como la
interaccion de dos o mas especies bacterianas que potencian su patogenicidad (29).

Los microorganismos mas prevalentes en el estudio fueron Bacillus cereus (n=8) y
Staphylococcus epidermidis (n=4) y Mycobacterium fortuitum (n=3) en infecciones
polimicrobianas, y en infecciones monomicrobianas, Salmonella sp. (n=7 ,26 %) y Bacillus
cereus (n=5) en muestras de tejido de pacientes con reacciones secundarias a sustancias
modelantes.
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Bacillus cereus es un microorganismo facultativo, Gram positivo, formador de esporas.
Generalmente se manifiesta en tres sindromes clinicos como intoxicacion alimentaria,
infeccién localizada e infeccion sistémica; su distribucion ambiental supone una asociacion
en infecciones localizadas, especificamente en infecciones cutaneas (52); Meneghetti, K. L
y colaboradores, reportan a B. cereus como el microorganismo mas prevalente en muestras
de injertos de piel, seguido de S. epidermidis; B. cereus sido recuperado de infecciones de
heridas posquirurgicas, heridas por trauma, manos del personal de enfermeria, cambio de
protesis de cadera y quemaduras (110) tanto en infecciones polimicrobianas como
monomicrobianas (116).

Los datos de tipificacion molecular de las cepas de B. cereus analizadas por PFGE y por
WGS mostraron que los aislamientos no tenian una fuente comudn y por lo tanto es poco
probable que sean contaminantes.

La patogenicidad de B. cereus esta asociada a la produccion de exoenzimas capaces de
destruir el tejido tanto en infecciones intestinales como no intestinales, una toxina inductora
de emesis y tres enterotoxinas formadoras de poros: hemolisina BL (HBL), enterotoxina no
hemolitica (NHE) y citotoxina K (117); los resultados de WGS de los aislamientos 09, 041y
045 reportan 114 genes de patogenicidad, entre los cuales 33 se asocian a la formacién de
biopeliculas, 32 son asociados a factores de virulencia y 9 a mecanismos deresistencia.

La expresion de genes asociados a virulencia fue mayor en el aislamiento 041 (n=27),
seguido del aislamiento 045 (n= 25) y el aislamiento 09 (n=21), sin embargo, no se puede
concluir o afirmar que la mayor cantidad de genes como el aislamiento mas patogénico pues
la expresion de genes depende de la capacidad del microorganismo de detectar multiples
sefales ambientales que le permitan generar una respuesta adaptativa y coordinarla en su
expresion génica (118). Se plantea la hipétesis de que los aislados de B. cereus podrian
estar presente en el entorno inmediato del paciente al momento de realizar su procedimiento
cosmeético tanto en la institucién como en el material con el que se realiz6 la infiltracion.

Las infecciones de piel y tejidos blandos causadas por estafilococos coagulasa positivos o
coagulasa negativos (CoNS) pueden presentarse con hallazgos clinicos similares o incluso
idénticos y, por lo tanto, pueden ser imposibles de distinguir entre si, sin un cultivo de la
lesion.

Entre las especies de Staphylococcus, S. epidermidis (19,4 %), S. lugdunensis(11,1 %), S.
capitis (2,9 %), S. warneri (2,9%) y S. hominis (2,9%) fueron aislados en muestras de tejido
de pacientes con reacciones secundarias a biopolimeros y pueden considerarse parte
integral de la microbiota cutanea normal. Sin embargo, aunque menos virulentas, estas
especies pueden causar infecciones como patdégenos oportunistas de piel y tejidos blandos;
se encuentran asociadas al uso de dispositivos implantados y tienen una alta capacidad de
formar biopeliculas(65,119,120).

Siguiendo el criterio descrito en el estudio, se consideré un aislamiento de siete identificados
como S. epidermidis en una infeccion de tipo monomicrobiano como un aislamiento
representativo de infeccion de tejidos en las muestras analizadas. El grupo de S. epidermidis
comprende los tipicos estafilococos patdgenos que requieren una decisién, cada vez que se
detectan en muestras clinicas, sobre si representan una infeccion verdadera o solo una
colonizacién / contaminacion de la muestra analizada. De acuerdo a las técnicas moleculares
empleadas se discutio si los aislamientos recuperados realmente son un organismo
causante de infeccidn en los tejidos blandos de los pacientes en estudio, para lo
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cual los aislamientos sin amplificacion del gen 16S ARNr fueron considerados como
probables contaminantes, por contacto directo, aerosoles o diseminacion de los
microorganismos desde un sitio adyacente antes de que la herida cicatrice durante la
infiltracién de la sustancia o al momento del retiro del biopolimero en salas de cirugia,
teniendo en cuenta que hacen parte de la microbiota autéctona del huésped. Mansson E.y
colaboradores, refieren aislamientos de S. epidermidis en el aire del campo operatorio
identificados en su estudio (121,122).

La diversidad genética del S. epidermidis indica que so6lo el 20% de su genoma es variable,
lo que indica que tiene un pangenoma abierto y un repertorio genético potencialmente
limitado, lo que sugiere que S. epidermidis est& bien preparado para adaptarse rapidamente
y prosperar en todos los microambientes de la piel (120). Por lo tanto, se recomienda hacer
WGS para establecer diferencias entre los aislamientos de S. epidermidis identificados y
evaluar su contenido genémico.

Un aislamiento recuperado corresponde a S. lugdunensis, esta especie representa del 5 al
6 % de las infecciones de piel y tejidos de acuerdo a la literatura y su potencial patogénico
es similar al de S. aureus (123), hace parte del microbioma de la piel humana asociado
principalmente a las partes inferiores y extremidades del cuerpo. Su identificacién en
revisiones de literatura se asocia a infecciones de prétesis articulares y catéteres (120).

Un aislamiento se identific6 como S. capitis, un componente normal de la microbiota
cutanea, especialmente en el cuero cabelludo y rostro; S. capitis tiene el potencial de causar
infeccion por si s6lo o asociado en infeccion polimicrobiana como fue identificado en el
estudio de Tevell S. y colaboradores, en muestras de cultivo de tejido de prétesis articulares
(125). En nuestro estudio fue recuperado de un paciente con infeccién polimicrobiana. Los
aislamientos de S. warneri y S. hominis se consideraron como infecciososen una infeccion
de tipo polimicrobiano y monomicrobiano.

La amplificacion del gen 16S ARNr de las muestras nimero 14 y 28 segln consecutivo sin
aislamiento presuntivo, puede interpretarse como estrés, dafio celular o la baja densidad de
la poblacién bacteriana contenida en la muestra que no hizo posible observar su crecimiento
(125). Sin embargo, Christine L y colaboradores, concluyen en su estudio que las
infecciones de bajo grado de patogenicidad y de larga duracién en tejidos dan lugar a
nédulos con cultivo negativo, que se confunden con granulomas de cuerpo extrafio; el
crecimiento microbiano progresa lentamente en el tejido en microambientes anaerdbicos,
sin sintomatologia de infeccion presuntiva (43).

Los aislamientos identificados de Pseudomonas stutzeri son probables de colonizacion o
contaminacioén en lugar de infeccion; Se considera una infeccion oportunista que causa una
enfermedad grave en pacientes inmunodeprimidos, tejido dafiado o tras un acceso
intravenoso accidental (126). los analisis microbiolégicos adicionales mostraron que los
aislamientos identificados difieren en sus mecanismos de resistencia a antibioticos, por lo
cual es muy probable que los aislamientos obtenidos sean diferentes genéticamente y
proceden de fuentes distintas.

Cinco MNT del genéro M. fortuitum fueron identificadas en 3 pacientes con infecciones
polimicrobianas y 2 con infecciones monomicrobianas. M. fortuitum causa infeccion en piel
y tejidos blandos, la enfermedad cutanea ocurre a través de la inoculacion directa del
ambiente y generalmente se asocia con procesos iatrogénicos (34). Los traumatismos,
cirugias e inyecciones cosméticas estan frecuentemente asociadas (35); las
manifestaciones clinicas tempranas incluyen dolor local que fue referido por los pacientes
en estudio en el 64 % y presentacion de nddulos 91 % (55).


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=M%C3%A5nsson%2C%2BEmeli
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Andlisis inmunoldgicos

La inflamacion a nivel tisular se caracteriza por dolor, referida por 106 pacientes del estudio
(93,8%), calor (n=97, 84%), enrojecimiento (n=100, 88%), resultado de la respuesta inmune
local y vascular inducida por lesiones e infecciones en el organismo (127). Alijotas-Reig J y
colaboradores postulan que los implantes y sustancias de relleno actian como activadores
especificos de células T ya sea directamente o a través de receptores tipo Toll; Si bien, los
resultados de los pacientes con reacciones secundarias al uso de sustancias modelantes
se encuentran dentro del rango de referencia para la edad, los promedios y medianas
celulares obtenidos se encuentran por debajo del promedio esperado (128). Alijotas-Reig
J., y colaboradores, indican que los linfocitos CD4+ y linfocitos B se elevan en la respuesta
inflamatoria de dermis y tejido subcutaneo ocasionadas por la infiltracién de sustancias de
relleno (55). Se observé que las medianas de los recuentos celulares analizadas por
citometria de flujo de los pacientes sin infeccién fueron menores que los que presentaron
infeccién, consideramos importante el estudio de inmunosupresion de células T asociado al
uso de sustancias modelantes y relacionada con la expresion de inmunidad humoral para
el estudio de estos casos.

Encontramos que 77 pacientes con reacciones secundarias al uso de sustancias
modelantes cumplen con los criterios asociados al sindrome de ASIA; Alijotas-Reig J y
colaboradores,refiere en su estudio la asociacion de 15 casos evaluados con reacciones
adversas inmediatas y tardias por el uso de sustancias de relleno entre uno a doce afos
después de la aplicacién, los pacientes del estudio anterior al igual que los pacientes
evaluados no presentaron manifestaciones clinicas asociadas a infecciones, sin embargo
la aparicion de dolor generalizado, induracién de la piel y dolores articulares fueron
asociados (128).

Se ha asociado el papel de los rellenos como adyuvantes mas que como antigenos que
estimulan la respuesta inmunolégica induciendo la expresion de citocinas que seran un
factor determinante en la respuesta inflamatoria y autoinmune (129,130). Los resultados de
BAFF, una citoquina que ha sido estudiada como biomarcador de autoinmunidad, capaz de
incrementar la sobrevida y la maduracion de los linfocitos B, induciendo la secrecion de
anticuerpos, observamos una tendencia de aumento en las pacientes que presentaron
autoinmunidad. La sobreexpresion de BAFF ha sido asociado a la expresiéon de
autoanticuerpos asociados a LES y SS (127).

Se han descrito pacientes con antecedente de uso de materiales de relleno, que
posteriormente presentaron enfermedades autoinmunes (60). Los analisis de ANA
comunmente son empleados para tamizar enfermedades del tejido conectivo (130), la
presencia de ANA se asocia al desarrollo de algunas enfermedades reumaticas como
Sindrome de Sjogren (59 a 85% en suero), Lupus Eritematoso Sistémico (LES), miopatias
inflamatorias y Enfermedad Mixta del tejido conectivo (EMS) (131, 132). El estudio de
inmunoensayos enzimaticos demostro la presencia de autoanticuerpos asociados al uso de
biopolimeros en 78 pacientes (69,0%), de los cuales se observé en los resultados del
inmunoensayo IMTEC ANA-LIA la frecuencia de anti-SS-B/La (n=32, 41,0 %), seguido de
anti Ku (n= 22, 28,2 %) y anti PM-Scl (n=14, 17,9%) en la poblacion de estudio. La expresién
de SS-B/La se encuentra asociado a Sindrome de Sjogren (71-78%) Lupus Eritematoso
neonatal (75%) y Lupus Eritematoso Sistémico (9-35%). Belizna C., y colaboradores 2010
reportaron la expresion de anti-SS-B/La en el 52,1% de los pacientes con SS (132). La
expresion de Ku y PM-Scl se detecta en pacientes con enfermedades tisulares, asi como
miositis entre el 5 al 8% (132,133).
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La miositis hace parte de los trastornos inflamatorios del musculo esquelético que incluyen
dentro de las manifestaciones clinicas debilidad muscular referida por 51 pacientes del
estudio (45,1%); a pesar de que es una de las manifestaciones clinicas establecidas como
criterio mayor de ASIA no fue referida en la anamnesis de los pacientes en estudio, lo que
supone lo referido por Schmidt J y colaboradores, que el diagndstico de miositis requiere
una evaluacion rigurosa gue incluye analisis de autoanticuerpos asociados a la patologia,
asi como resonancias magnéticas de musculo y electromiografia (EMG) que no fueron
evaluadas en la clinica de las pacientes en estudio (133,134).

Los ANA producidos en LES son caracteristicos para su diagnéstico, entre estos la
expresion de anticuerpos anti- ADN que pueden unirse tanto al ADN monocatenario y
bicatenario expresados por 1 (1,28%) paciente, Pisetsky DS., y colaboradores refieren que
los niveles de anti dsDNA pueden variar con el tiempo de acuerdo con la evolucion de las
manifestaciones clinicas y el desarrollo de la enfermedad, por esta razén sugieren el
monitoreo de estos (134). Los anticuerpos anti SSA/Ro 60KD (n=2, 2,5%) y anti SSA/Ro 52
KD (n=6, 7,6%) contribuyen al diagndéstico clinico de LES siendo expresados en las primeras
etapas de la enfermedad, sin embargo, no se evidencié la expresion de SSA/Ro 60KD en
las pacientes con ANAS caracteristicos de LES, mientras que SSA/Ro 52 KD fue
identificado en un paciente quien expreso a su vez anti-histona (135,136).

Los anticuerpos anti-nucleosoma, anti-histona y anti-Sm expresados en LES pueden
expresarse de acuerdo a la raza y la etnia del paciente, siendo los Afrodescendientes los
mas vulnerables. Los resultados del inmunoensayo IMTEC- Vasculitis mostraron una mayor
frecuencia para Mieloperoxidasa (MPO), detectada en trastornos inflamatorios en plasmay
tejido, Strzepa A., y colaboradores indicaron que la MPO suprime la respuesta inmune
adaptativa mediante la atenuacion de células dendriticas reduciendo su capacidad de
presentacion de antigenos (137)

La expresion de auto anticuerpos anti U1 -snRNP se ha asociado a la expresion de
enfermedad mixta del tejido conectivo (EMB), el cual se expresé en 7 (8,9%) pacientes; ésta
se caracteriza por incluir al menos dos enfermedades de tejido conectivo en la que se
incluye Lupus Eritematoso Sistémico (LES), dermatomiositis (DM) y esclerosis sistémica
(SSc), los resultados obtenidos se consideran clinicamente como un criterio diagndstico
para EMB, la edad media de presentacion es de 48 afios en nuestro estudio se presento en
un promedio de 38 afios. Sapkota B., y colaboradores refieren la correlacion de factores
ambientales como las infecciones y la silice presente en las sustancias de relleno con
silicona liquida con el desarrollo de EMB (136).

Por lo tanto, el presente estudio demuestra que las enfermedades asociadas al uso de
sustancias modelantes son un sindrome complejo en el que se incluyen infecciones
polimicrobianas y monomicrobianas por gérmenes poco comunes, asi como a un proceso
inflamatorio que perpetua las reacciones inflamatorias locales y asociacion con procesos
sistémicos que llevan a la autoinmunidad. Es claro que la aparicién de multiples tipos de
autoanticuerpos de forma tan especifica y la tendencia de disminuciéon de células T en
algunos de estos pacientes, esta relacionado con mecanismos en donde la inflamacién
cronica produce inmunosupresion o cansancio inmunologico efectos que deberian ser
dilucidados enfuturos proyectos para identificar cuales son las consecuencias que tienen
estas repercusiones inmunes sobre la salud de estos pacientes que presentan este tipo de
patologias.
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La presencia de autoanticuerpos no debe existir en pacientes sanos, por ende la aparicion
de estos en el marco de las respuestas inflamatorias asociadas a las sustancias modelantes
tiene que ver con complicaciones de tipo autoinmune que deben ser estudiadas a
profundidad con el fin de brindar mejores alternativas terapéuticas que apoyen los hallazgos
infecciosos, inflamatorios y autoinmunes de los pacientes.

Este estudio es el inicio de nuevas investigaciones que se requieren en la poblacién
colombiana y de América latina, aportando elementos para considerar la importancia del
desarrollo de enfermedades inflamatorias locales y sistémicas con progresion a alteraciones
sistémicas, inflamatorias y otras enfermedades asociadas que explicarian el conjunto de
morbilidades y manifestaciones clinicas expresadas por los pacientes en la consultamédica.

6. Conclusiones y recomendaciones

-El hallazgo de aislamientos microbianos asociado al uso de sustancias modelantes fue
significativo con relacién al nimero de microorganismos asociados, asi como laasociacion
con infecciones de tipo polimicrobiano y microbiano.

-Muchos de los microorganismos asociados al uso de sustancias modelantes actian como
patdgenos de baja virulencia, entre los cuales la mayoria de las especies recuperadas son
oportunistas, constituyentes de la microbiota cutanea o que no son considerados patégenos
clinicamente significativos.

-La formacion de biopeliculas por agentes microbianos asociados al uso de sustancias
modelantes es un campo de estudio que se debe abordar al detalle en estudios posteriores,
puesto que su desarrollo facilita la resistencia antimicrobiana y permite su supervivencia
alrededor o adentro de la sustancia durante afos.

-La expresiéon de reacciones inflamatorias y autoinmunes en pacientes con reacciones
secundarias al uso de biopolimeros genera preocupacion e incentiva a continuar con
nuevos estudios que diluciden un mejor manejo clinico de los pacientes afectados.
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7. Anexos

7.1 Anexo 1
Consentimiento informado

Formato de consentimiento informado para participar del estudio

Infeccion y efectos a la salud derivados de la aplicacion de biopolimeros en la Ciudad de Cali
Colombia.

Estimado(a) Sefior/Sefiora

Informacion
Objetivo del estudio

Yo Jaime Enrique Moreno Castafieda, del Instituto Nacional de Salud, soy el Investigador Principal
de un estudio que estamos realizando con las instituciones para las cuales trabajamos y con el
INVIMA, Secretaria de Salud del Valle del Cauca, Santuario Medical Center y el Instituto Nacional de
Medicina Legal y Ciencias Forenses. El propésito del estudio es identificar las infecciones asociadas
al uso de biopolimeros (materiales o sustancias utilizados en las protesis implantadas y en los
rellenos aplicados en el cuerpo de usuarios de cirugias y procedimientos estéticos), asi como los
efectos adversos (problemas de salud que se presentan en algunos casos tras las cirugias y
procedimientos sefialados) derivados de su implante o aplicacién, en la ciudad de Cali.

Consentimiento informado

Este documento es un Consentimiento Informado, a través del cual le estamos proporcionando
informacion sobre el estudio que vamos a realizar y lo/la estamos invitando a participar en él. Si no
entiende alguna palabra o idea mientras se hace la lectura del documento, siéntase libre de
interrumpir y hacer las preguntas que tenga, porque es importante que comprenda bien lo que nos
proponemos estudiar y en qué consiste su participacion. Si necesita tiempo y desea consultar con
alguna otra persona antes de decidir, no tenga duda en solicitarlo.

Razones por las que fue invitado/a a participar en el estudio

Usted estd invitado(a) a vincularse a este estudio porque va a someterse a un procedimiento
quirtrgico en Santuario Medical Center de la ciudad de Cali, mediante el cual le seran extraidos
biopolimeros implantados o infiltrados con fines estéticos, debido a que estos le han causado
reacciones adversas. De la misma manera, la invitacion se dirige a otras personas que se realizaran
la cirugia de extraccion de biopolimeros en Santuario Medical Center de Cali, hasta completar el
namero de 120 participantes, en un periodo de 12 meses.
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Libertad y forma de participacion

El estudio al que estamos invitandolo/a a participar es independiente de su atencién en salud y de
los procedimientos quirurgicos que se le realizaran para la extraccion de biopolimeros, perodepende
de esos procedimientos. Los investigadores se proponen efectuar unos estudios adicionales de
laboratorio, mas profundos y detallados (microbiolégicos, inmunoldgicos, histopatoldgicos, y
guimicos) sobre las mismas muestras de sangre y de tejidos que le extraerdn durante la cirugia o
con ocasién de ella (no son muestras nuevas), asi como sobre el material o sustancia extraida
(biopolimeros), por lo cual requerimos su autorizacion expresa para tal fin. Los investigadores
requieren también acceso a su Historia Clinica para tener informacion clinica relevante para el
proyecto: signos y sintomas, reportes de laboratorio clinico y estudios imagenologicos (como las
fotografias médicas de seguimiento de su caso).

Su participacion en el estudio es, por consiguiente, completamente voluntaria. Puede decidir
libremente no participar y ello no afectara en manera alguna los servicios de salud que se le prestan
en el Santuario Medical Center o en cualquier otro centro.

El estudio también tendrd en cuenta los factores sociales y culturales que influyen en el uso de
biopolimeros. Para conocer este tipo de factores sera necesario conversar con algunas personas que
tienen experiencias como usuarios o como trabajadores de la salud relacionados con la aplicacién o
extraccion de biopolimeros. Estas conversaciones se realizaran mediante entrevistas y Grupos
Focales. Algunos de los participantes en el estudio seran invitados a realizar la entrevista y a formar
parte de un Grupo Focal. De ser usted uno de los invitados, en su momento se le dara la informacion
respectiva y podra aceptar o no la invitacion.

Procedimientos

Autorizar el acceso a sus registros e historia clinica, segin base de datos del Santuario Medical
Center. Se tomara informacién relacionada con los signos y sintomas que usted presenté por causa
de la aplicacion de biopolimeros, asi como con las fotografias tomadas para el seguimiento de su
caso. Cabe anotar que esta informacion sera recopilada exclusivamente por los investigadores, y
gue su uso en la presente investigacion hara anénimos los datos, para que usted no pueda ser
identificado(a) por personas extrafas al proyecto.

Autorizar el uso de la muestra de tejido (una pequefia porcion de material bioldgico que se encuentra
alrededor de la sustancia o material) obtenido durante el procedimiento quirlrgico de extraccién de
los biopolimeros causantes de las complicaciones de salud que esta enfrentando, realizado en el
Santuario Medical Center, por un meédico cirujano experto de la extraccion del biopolimero, para
hacer estudios de lo que afecta su estructura, causa la infeccion, etc.

Autorizar el uso de sus muestras de sangre, obtenidas en los examenes previos a la cirugia de
extraccion de los biopolimeros, en el Santuario Medical Center, las cuales seran estudiadas para
obtener informacion sobre la causa de las complicaciones presentadas por el uso de biopolimeros.

Beneficios

Usted no recibira un beneficio directo por su participacién en el estudio. Sin embargo podra beneficiar
a otros, porque contribuird al conocimiento y caracterizacion de la problematica y a la generacion de
estrategias de control y prevencion de las complicaciones causadas por la implantacion o infiltracion
de biopolimeros.
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Confidencialidad

Toda la informacion adquirida para el estudio sera tratada de manera confidencial. Unicamente
tendrén acceso a ella las personas del equipo de investigacion. Los resultados de este estudio seran
publicados con fines cientificos, pero se presentaran de tal manera que usted no podra ser
identificado(a).

Riesgos potenciales/compensacion

No existen riesgos potenciales relacionados con su participacion en el estudio, debido a que no
involucran intervenciones adicionales a los procedimientos que se realizaran para la extraccion de
los biopolimeros. Es importante aclararle que usted no recibira pago alguno por participar en el
estudio, y que tampoco tienen costo para usted los andlisis de laboratorio adicionales que se le
practicardn a sus muestras biolégicas.

Contactos

Sitiene preguntas sobre el estudio y su participacién en él, puede hacerlas ahora o mas tarde, incluso
puede hacerlas en cualquier momento después de haberse iniciado, dirigiéndose a:

Jaime Enrique Moreno Castafieda, Investigador Principal en este estudio, Instituto Nacional de Salud,
Avenida Calle 26 N 51-20, Bloque 2, Piso 2, 2207700 Ext 1421, jmoreno@ins.gov.co

Este proyecto ha sido revisado y aprobado por el Comité de Metodologias y Etica de la Investigacion
del Instituto Nacional de Salud (CEMIN), un comité cuya tarea es velar por que sean respetados los
derechos de los participantes en la investigacion. Si usted tiene alguna inquietud o queja relacionada
con sus derechos como participante en este estudio, puede contactar a:

Dra. Marcela Mercado, Subdirectora de Investigacion en Salud Publica del Instituto Nacional de
Salud, Secretaria Ejecutiva del CEMIN, Avenida Calle 26 N 51-20, Bloque 1, Piso 1, 2207700 Ext 1316,
mmercado@ins.gov.co

II: Declaracion de Consentimiento Informado

Declaro que lei o me fue leido el Formulario de Consentimiento Informado para participar en un
estudio que tiene por objeto la identificacion de las infecciones y de los diferentes efectos adversos
para la salud causados por la aplicacion de biopolimeros, desarrollado por el Instituto Nacional de
Salud, INVIMA, Secretaria de Salud del Valle del Cauca, Santuario Medical Center y el Instituto
Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses. Entiendo que mi participacion en el estudio consiste
en la autorizacién para que los investigadores puedan acceder a mi Historia Clinica y obtener
informacion relacionada con mis complicaciones de salud causadas por el uso de biopolimeros en
mi cuerpo; asi como permitir estudios adicionales (microbiolégicos, histopatolégicos, inmunoldgicos,
clinicos y bioquimicos) sobre mis muestras de sangre y de tejido corporal obtenidascomo parte de mi
tratamiento y cirugia de extraccion de biopolimeros. Tuve oportunidad de hacer preguntas sobre el
estudio y mi participacion en él, las cuales me fueron respondidas satisfactoriamente. Sé que no
recibiré pago ni beneficio directo por mi participacion en el estudio.

Consiento voluntariamente en participar en este estudio y entiendo que tengo derecho a retirarmeen
cualquier momento, sin que por ello se afecte mi cuidado y servicios en salud.


mailto:jmoreno@ins.gov.co
mailto:mmercado@ins.gov.co
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En consecuencia:

Autorizo a los investigadores de este proyecto a consultar mi historia clinica y a usar la informacion
y fotografias de seguimiento relevantes para el estudio que encuentren en ella, con la condicion de
gue mantengan sobre esta informacion la confidencialidad a la que tengo derecho y que cualquier
publicacion que la involucre la proteja mediante la anonimizacién de mis datos sensibles.

Autorizo a los investigadores de este proyecto a realizar estudios de laboratorio adicionales sobrelas
muestras de tejido y de sangre obtenidas durante o con ocasion del procedimiento quirargico de
extraccion de biopolimeros de mi cuerpo en Santuario Medical Center.

Nombre: Documento de identidad: Firma:
Testigo 1
Nombre: Documento de identidad: Firma:
Testigo 2
Nombre: Documento de identidad: Firma:

Autorizacion para la utilizaciéon de las muestras obtenidas en estudios posteriores

La utilizacion de los residuos de sus muestras biolégicas (si llegaran a quedar) en futuros
proyectos de investigacion, puede contribuir al avance de los conocimientos en favor de la Salud
Publica.

Por favor, margue en donde corresponda su decision sobre el almacenamiento y destino de sus
muestras biol6gicas y de la informacién vinculada a ellas:

Solicito que la muestra que me fue extraida sea desechada una vez completado el estudio.

Autorizo conservar la muestra que me fue extraida con la posibilidad de emplearla, junto

. X ) . : .
e coresultado del estudio, en las situaciones sefialadas a continuacion:

FISi AINo
o En estudios complementarios de diagndstico para mi o algun
miembrode mi familia :

ESi ENo
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0 En estudios de investigacion realizados por la(s) entidad(es)
participantes en el presente estudio, siempre y cuando se mantengan
anonimizados mis datos de identificacion:

ISi EINo
0 En estudios de investigacion de entidades distintas a la(s) entidad(es)
participantes en este estudio, siempre y cuando se mantengan
anonimizados mis datos de identificacion:

FISi BINo

0 En estudios de investigacion de entidades distintas a la(s) entidad(es)
objeto de esta toma de muestra, siempre y cuando se conserve en
anonimato mis datos de identificacion:

Solicito que si en los resultados de futuros andlisis de mi muestra existiera potencial
beneficiopara mi, buscaran dentro de lo posible contactarme para recibir la informacion.
Nombre: N° de cédula:

Firma: Lugar: Fecha:

Las muestras biolégicas para las que exista autorizacion de uso en estudios posteriores,

se almacenaran en el Biobanco del Instituto de Salud Publica (Av. Calle 26 # 51-20, Zona
6 CAN,Bogota D.C., Tel. 2207700 Ext. 1331-1108)
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7.2. Anexo 2

Valores de referencia en Inmunologia celular (108)

Subpoblacién % de Linfocitos Ty Linfocitos B.

Subpoblaciones | Neonatos

Subpoblaciones | Neonatos 15-24 m 10-16y Adults

] 0.

Commans-Bitter WM, de Groot R, et al. J Pediat, 130(3), 1997
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