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Estimados Investigadores, Acadéemicos y Profesionales de las Ciencias Quimico-Biologicas:

Es un honor dirigirme a ustedes en el marco de la publicacion del numero b de QUIBIOUAS Revista de Ciencias
Quimico Bioldgicas. Este nuevo numero representa no solo la continuidad de nuestro compromiso con la
divulgacion cientifica de calidad, sino también un momento clave en el crecimiento y consolidacion de nuestra
revista.

Nos complace compartir que QUIBIOUAS ha obtenido oficialmente su registro ISSN (International Standard
Serial Number), un reconocimiento fundamental que fortalece nuestra identidad como publicacion cientifica
formal y nos posiciona dentro del sistema internacional de revistas academicas. Este logro implica multiples
beneficios: garantiza la visibilidad y trazabilidad de nuestros articulos, facilita su indexacion en bases de datos
y repositorios académicos, y brinda mayor confianza y respaldo a los autores que eligen nuestra revista como
medio de difusion de sus investigaciones.

Contar con ISSN no solo valida el trabajo editorial realizado hasta ahora, sino que también abre nuevas
oportunidades paraincrementar el impacto y alcance de los trabajos publicados. Asimismo, representa un paso
decisivo hacia la consolidacion de estandares de calidad editorial y cientifica que benefician a toda nuestra
comunidad académica. En este contexto, extendemos una cordial invitacion a investigadores, docentes y
estudiantes de posgrado a someter sus manuscritos y formar parte de este proyecto editorial en crecimiento.
QUIBIOUAS es un espacio abierto para la difusion del conocimiento en areas como la Quimica, Biotecnologia,
Ciencias de los Alimentos, Salud y Disciplinas Afines.

Aprovechar esta nueva etapa de la revista es también una oportunidad para que sus investigaciones alcancen
mayor visibilidad, reconocimiento y proyeccion internacional. Agradecemos profundamente la confianza de
nuestros autores, revisores y lectores, quienes han hecho posible este avance. Los invitamos a seguir
colaborando con nosotros y a ser parte activa del fortalecimiento de la ciencia.

Atentamente,
Dra. Martha Edith Lépez Lépez
Editora en Jefe
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Cuantificacion del contenido de ésteres de forbol por HPTLC en semillas de
genotipos de Jatropha
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*Facultad de Ciencias Quimico-Bioldgicas. Universidad Auténoma de Sinaloa. Calzada de las Américas y Universitarios, Ciudad Universitaria; C.P. 80040,

Culiacan, Sinaloa, México.

RESUMEN
La Jatropha pertenece a la familia Euphorbiceae e incluye especies de interés como Jatropha curcas, J. platyphylla'y J. cinerea, cuyas semillas presentan

potencial para la produccion de biocombustibles por su valioso contenido de aceite (50-60 %)y para la elaboracion de alimentos balanceados por su alto
contenido de proteina cruda (25-30 %). Sin embargo, las semillas de Jatropha contienen compuestos antinutricionales y toxicos tales como ésteres de
forbol, comunmente conocidos como promotores de cancer, lo que limita suaprovechamiento industrial y alimentario si no se identifican adecuadamente,
ya que su ausencia o presencia determina la necesidad de procesos de detoxificacion previos a su uso. El objetivo de este estudio fue desarrollar y validar
un método analitico para la cuantificacion de ésteres de forbol (PE) mediante cromatografia en capa fina de alta resolucion(HPTLC) en semillas de Jatropha
de diferentes regiones de Sinaloa. Los resultados mostraron que Jatropha curcas-Capule, J. curcas-lmala y J. cinerea-La Campana presentaron
concentraciones de 1.78 mg/g, 0.96 mg/g y 0.17 mg/g de ésteres de forbol, respectivamente. En contraste, en J. curcas-La Campana, J. platyphylla-La
Campana y J. platyphylla-Mocorito no se detectaron niveles de estos compuestas. Estos hallazgos evidencian variaciones importantes en el contenido de

ésteres de forbol entre genotipos, lo cual es relevante para su posible aprovechamiento y manejo.
Palabras clave: Cromatografia, Germen, HPTLC, Jatropha.

ABSTRACT
Jatropha belongs to the Euphorbiaceae family and includes species of interest such as Jatropha curcas, J. platyphylla, and J. cinerea, whose seeds have

potential for biofuel production due to their valuable oil content (50-60 %) and to produce animal feed due to their high crude protein content (25-30 %).
However, Jatropha seeds contain antinutritional and toxic compounds such as phorbal esters, commonly known as cancer promoters, which limits their
industrial and food use if they are not properly identified, since their absence or presence determines the need for detoxification processes prior to use.
The objective of this study was to develop and validate an analytical method for the quantification of phorbol esters(PE) using high-performance thin-layer
chromatography (HPTLC) in Jatropha seeds from different regions of Sinaloa. The results showed that Jatropha curcas-Capule, J. curcas-Imala, and J.
cinerea-La Campana presented concentrations of 1.78 mg/g, 0.96 mg/g, and 0.17 mg/q of phorbol esters, respectively. In contrast, in J. curcas-La Campana,
J. platyphylla-La Campana, and J. platyphylla-Mocorito, no levels of these compounds were detected. These findings show significant variations in phorbol

ester content among genotypes, which is relevant for their potential use and management.

Keywords: Chromatography, Kernel, HPTLC, Jatropha.
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La familia Eupharbiaceae, conocida como una de las mas diversas del reino
vegetal, se distribuye por todo el mundo, excepto en las zonas polares, sin
embargo, se representa mas en regiones tropicales y subtropicales
(Cavalcante et al., 2020). De las 186 especies de Jatropha que existen en
todo el mundo, aproximadamente el 21 % de las especies son endémicas de
Mexico, lo que sugiere que México es un centro de diversidad y endemismo
paraeste grupo de plantas, caracterizadas por su rapido crecimiento y facil
propagacion (Govaerts et al., 2012). Ademas, las semillas de Jatropha,
especialmente J. curcas, J. platyphylla y J. cinerea, tienen un contenido de
aceite alto, lo que ha permitido que estas especies sean consideradas con
potencial industrial para la produccion de biodiésel (Sosa-Sequra et al.,
2014). Por su parte, Jatropha curcas L. es cominmente conocido como
“pinoncillo” y debido a su notable adaptabilidad a condiciones
edafoclimaticas adversas, incluyendo suelos degradados y periodos
prolongados de estrés hidrico, ha generado interés biotecnolagico (Jaspal
etal., 2023). En México, se han identificado variedades toxicas y no toxicas,
en contraste con regiones de Africa y Asia, donde predominantemente se
han reportado variedades toxicas (Leyva-Padron et al., 2020). Tanto las
especies tdxicas como las no toxicas de Jatropha presentan potencial para
la produccion de biocombustibles, alimentos y piensos (Makkar et al., 2011;
Edrisi et al., 2015); sin embargo, en el caso de las variedades toxicas, es
necesario aplicar tratamientos adicionales para la eliminacion o reduccién
de compuestos toxicos, como los ésteres de forbol, a fin de garantizar su
uso seguro (de Barros et al., 2024). Asimismo, estas variedades toxicas han
demostrado potencial como molusquicidas e insecticidas (Devappa et al.,
2012a; Roach et al., 2012). En particular, J. platyphylla es una especie
silvestre menos conocida, es endémica de México y se distribuye por la
costa del Pacifico desde Sinaloa hasta Michoacan (Salazar-Villa et al., 2020).
Esta especie tiene potencial para la produccion de biocombustibles y
alimentos debido a su alto contenido de aceite en la semilla (60.3 %)y
proteina cruda en la harina (27.1 %), ademas de ser una fuente de
compuestos bioactivos para el control de enfermedades fangicas (Sosa-
Segura et al, 2014; Leyva-Acuna et al., 2023). Finalmente, J. cinerea es una
especie distribuida en poblaciones silvestres del noroeste de México y se
caracteriza por su resistencia alargos periodos de sequiay su desarrollo en
suelos salinos. Ademas, tiene usos medicinales e industriales y se
considera una materia prima no convencional con potencial para producir
biodiésel (Vega-Ruiz et al., 2021). La relevancia de estas especies radica en
su perfil quimico, las semillas de Jatropha destacan por su composicion

lipidica rica en acidos grasos, monoinsaturados como el oleico (24 % al 45
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%)y poliinsaturados como el linoleico (27 % al 34 %), ideales para la
produccion de biodiesel de alta calidad (Duque & Lopez, 2022; Halim et al.,
2022). De igual manera, la harina desgrasada posee un alto contenido de
proteina cruda(61.8 %) con un balance de aminoacidos competitivo frente
a fuentes convencionales como la soya y la quinoa (Ollogui et al., 2022;
Ramadan-Hassanien, 2023). Sin embargo, una limitacién importante en la
aceptacion de Jatropha como fuente de biodiésel es la presencia de
ésteres de forbol, los cuales son toxicos y potencialmente cancerigenos
cuando son consumidos por humanos y animales, lo que ademas impide el
uso directo del aceite y de la torta residual en la formulacion de alimentos
para aves, ganado y peces (Pelletier et al, 2015). No obstante, estos
compuestos también presentan interés desde el punto de vista de su
posible aprovechamiento como agentes bioactivos, particularmente
insecticidas, por lo que su cuantificacion precisa es necesaria tanto para la

evaluacion de riesgos como para la valorizacion del recurso.

Los ésteres de forbol son promotores de tumores y pueden causar una
variedad de efectos biologicos negativos a bajas concentraciones
(Wakandigara et al., 2020). En este contexto, la determinacion de su
contenido es fundamental, ya que permite establecer la seguridad del
material vegetal, asi como su potencial de uso industrial y la necesidad de
procesos de detoxificacion cuando sea necesario. Sin embargo, los
meétodos analiticos disponibles para su cuantificacion, aunque efectivos,
pueden presentar limitaciones en términos de accesibilidad, costo o tiempo

de andlisis, lo que justifica el desarrollo de metodologias alternativas.

Considerando lo anterior, esta investigacion tuvo como abjetivo desarrollar
y validar un método analitico parala cuantificacion de ésteres de forbol (PE)
mediante cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC) en semillas

de los genotipos de J. curcas, J. platyphylla y J. cinerea.
MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

Las semillas utilizadas en este estudio se obtuvieron de diferentes especies
del género Jatropha establecidas en un campo experimental localizado en
La Campana, Sinaloa, México, con coordenadas geograficas (N 25 ° 30 W
108 ©22'). En total, se evaluaron tres genotipos de Jatropha curcas: JCC-T
(toxico) y JCC-NT (no toxico), ambos originarios de EI Capule, Culiacan, asi
como JCl proveniente de Imala, Culiacan. Asimismo, se analiz6 un genotipo
de Jatropha cinerea (JCL) de La Campana, Culiacan, y dos genotipos de

Jatropha platyphylla: JPLC, originario de La Campana, y JPP, procedente de

10
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Pericos, Mocorito. Las muestras fueron codificadas utilizando una
nomenclatura compuesta por la abreviatura de la especie sequida de la

localidad de colecta.

Las semillas fueron recolectadas durante el periodo de fructificacion,
comprendido entre agosto y septiembre de 2021, a partir de individuos
previamente seleccionados con base en criterios de sanidad y vigor. Se
eligieron plantas bien ramificadas, con adecuado desarrollo vegetativo y sin
sintomas visibles de enfermedades o dano por plagas, con el fin de
garantizar la calidad y representatividad del material vegetal empleado en
el estudio. Posteriormente, las semillas se almacenaron en condiciones

secas Yy a temperatura ambiente hasta su procesamiento.

PREPARACION DE MUESTRAS Y EXTRACCION DE ESTERES DE FORBOL
(PE)

Las muestras se procesaron en el Laboratorio de Biorecursos del Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD, A.C.). Las semillas de
genotipos de especies de Jatropha se descascararon y molieron en una
licuadora para obtener una harina homogenea, por separado. Para la
extraccion se pesaron 2 g de cada muestra y se mezclaron con 15 mL de
metanol grado HPLC (SIGMA-Aldrich, Misuri, E.U.A., 99.9 % de pureza) en
tubos coénicos de centrifuga de 50 mL. Las muestras se sometieron a
sonicacion en bafio ultrasénico (Modelo Branson 2800) durante 30 min a 10

°C. Posteriormente, se centrifugaron a 12,000 rpm a 4 °C durante 10 min.

El sobrenadante metandlico (capa superior) se recuperé en un matraz
limpio. El residuo se sometié a dos extracciones adicionales bajo las
mismas condiciones y los sobrenadantes obtenidos se combinaron para

cada muestra.

Los extractos metandlicos combinados de cada muestra se concentraron
en un evaporador rotatorio a 337 mbar y 70 rpm y el extracto concentrado
se reconstituyo con 2 mL de metanol, se agitd en un vartex (Genie 2 Fisher)
y se filtro a través de una membrana de 0.45 pmy se almacend a -18 °C en
un vial dmbar para analisis cromatograficos posteriores (Devappa et al.,

2012a; Jonas et al., 2022).

ANALISIS CROMATOGRAFICOS

Con un aplicador semiautomatico (Limonat 5, CAMAG, Muttenz, Suiza), se
aplicaron 10 pL de cada muestra en forma de bandas cromatogréaficas de 8
mm de longitud sobre placas de aluminio de 20 x 10 cm recubiertas con gel

de silice TLC 60 F254. Las placas se desarrollaron en una camara
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cromatografica (CAMAG, Muttenz, Suiza) previamente saturada durante 10
min con una fase movil de acetona-éter de petroleo 4:6(v/v)(SIGMA-Aldrich
Misuri, E.U.A., 99.9 % de pureza). Una vez alcanzado el frente del disolvente
(80 mm), se permitio que la placa desarrollada se secara con aire frio
durante 5 min. Las placas se escanearon en una camara de luz ultravioleta
(UV)(Cabinet 4, CAMAG, Muttenz, Suiza) a 254 y 366 nm. Posteriormente, se
realizo un escaneo densitométrico utilizando un escaner (TLC Scanner 4,
CAMAG, Muttenz, Suiza). El factor de retencion (Rf) se calculé como la
relacion entre la distancia recorrida por cada banda cromatogréafica y la
distancia recorrida por el frente del solvente en la placa. Los datos
espectrales UV de todos los picos se acumularon en el rango de 200-400
nmYy los cromatogramas se registraron a 280 nm con la ayuda del software
visionCATS, version 2.4 (CAMAG, Muttenz, Suiza).

PARAMETROS DE VALIDACION

La validacion del método se realizo con base a los parametros de
especificidad, linealidad, precision, limite de deteccion (LOD) y limite de
cuantificacion (LOQ), de acuerdo con ICH (International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human

Use)(ICH, 2005; Patel et al., 2010).

La linealidad se evalué mediante curvas de calibracion construidas con
cinco concentraciones diferentes de PMA (Forbol 12-miristato-13-acetato,
pureza > 98 %), por duplicado en cuatro corridas independientes. La
especificidad se verifico utilizando datos de espectros UV, confirmando la

ausencia de interferencias en el tiempo de retencion del analito.

EILOD y LOO se calcularon en funcion de la desviacion estandar (DE) de la
respuestay la pendiente (S) de las curvas de calibracion segun las formulas
(LOD = 3.3(DE/S)y LOQ =10(DE/S)).

La precision del método se evaluo en funcion del célculo de la desviacion
estandar relativa (% RSD) calculada como la relacion entre la desviacion
estandary lamedia de las mediciones, multiplicada por 100. La repetibilidad
(precisién intra-dia) se determind analizando multiples réplicas de la misma
muestra bajo las mismas condiciones experimentales y de reproducibilidad
(precision inter-dia) se evaltio utilizando el analisis de las muestras en

diferentes dias.

La recuperacion del método se evalué mediante el analisis de muestras

fortificadas con concentraciones conocidas del estandar PMA, las cuales
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fueron sometidas al mismo procedimiento de extraccion y analisis descrito
para las muestras. La recuperacion (%) se calculd como la relacion entre la
cantidad de analito recuperado después del proceso de extraccion y la

cantidad tedricamente anadida, multiplicada por 100.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del contenido de ésteres de forbol en los genotipos de
especies de Jatropha se expresaron como media + desviacion estandar. El
analisis estadistico se realizo utilizando el software Minitab version 18.0. Se
aplico un ANOVA de una via y, cuando se detectaron diferencias entre las
medias, se realizd una prueba post hoc de Tukey con un nivel de
significancia de p < 0.05. La linealidad del método HPTLC se evalud
mediante andlisis de regresion lineal. A partir de este anélisis se obtuvo la

ecuacion de la rectay el coeficiente de determinacion (R?).
RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS CROMATOGRAFICO DE ESTERES DE FORBOL

Los germoplasmas de Jatropha pueden clasificarse en téxicos y no toxicos,
lo cual estd asociado con la presencia 0 ausencia de compuestos como los
ésteres de forbol. Debido a que estos metabolitos estan relacionados con
efectos toxicos, resulta fundamental desarrollar técnicas confiables para
su deteccion y cuantificacion. Esto permite prevenir posibles
intoxicaciones y garantizar que el aprovechamiento de la pasta y el aceite
de Jatropha en las industrias energética y alimentaria se realice de manera
segura. La cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC) es una
herramienta analitica potente y altamente especifica para identificar
componentes individuales presentes en extractos de plantas (Demissie &
Lele, 2010). Existen estudios donde se utiliza esta técnica para la deteccion
de metabolitos terpenoides, un grupo al que pertenecen los ésteres de

forbol (Yamunadevi et al., 2011).

Los analisis por HPTLC revelaron tres bandas cromatogréaficas con valores
de Rf de 0.43, 0.46 y 0.50 en JCL (Figura 1). Estos valores muestran
coincidencia con losrangos de migracion reportados para ésteres de forbol
en Jatropha, previamente identificados mediante HPLC en estudios
anteriores (Beutler et al., 1989; Soto-Leon et al., 2014), lo que sugiere la
posible presencia de estos metabolitos en esta especie. JCC-T y JCI
muestran cuatro bandas cromatograficas que representan componentes

de ésteres de forbol, respectivamente (Tabla 1)(Figuras 2 y 3). Para JCC-NT,
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JPPy JPLC no se detectaron bandas cromatograficas. Los cromatogramas
obtenidos para las muestras positivas (JCL, JCC-T y JCI) mostraron sefales
convalores de Rf comprendidos entre 0.30 y 0.50, intervalo comparable con
el reportado por Demissie & Lele (2010), quienes identificaron ésteres de

forbol en Jatropha curcas de India con valores de Rf entre 0.36 y 0.50.

El andlisis densitométrico permitid obtener picos cromatograficos

correspondientes a los componentes presentes en las bandas
cromatograficas. En la muestra JCL se observaron tres picos principales,
mientras que en JCC-T se registré una mayor intensidad relativa en los
picos 1y 4, y en JCI predomind un pico de mayar area correspondiente al

primer pico detectado en el intervalo analizado.

Estos perfiles pueden asociarse con algunos de los factores de ésteres de
forbol (C1-C7) descritos previamente para especies del género Jatropha, los
cuales corresponden a variantes estructurales con diferente
comportamiento cromatogréafico. En particular, estos factores representan
mezclas de ésteres de forbol con variaciones en su cadena lateral y grado
de ciclacion, lo que les confiere diferencias en su movilidad en sistemas
cromatograficos (Francis et al., 2021). En este sentido, Liu et al. (1997)
reportaron la presencia de estos factores en semillas de J. curcas de
diferentes procedencias y senalaron que las variaciones en su compasicion
pueden emplearse como indicadores quimicos para la caracterizacion de
germoplasmasy el posible origen geogréafico de las semillas. El factor C1-C5
de Jatropha contiene una unidad de ciclohexano biciclica, y el factor C6-C7
de Jatropha contiene una unidad de ciclobuteno, la cual se encontré por

primera vez dentro de esta clase de compuestos (Fujiki et al., 2017).

En el presente estudio, las muestras analizadas mostraron perfiles
cromatograficos diferenciados dentro de este intervalo de Rf. En JCL se
observaron tres picos principales enla region de Rf 0.43-0.50, mientras que
en JCC-T se registré una mayor intensidad relativa en los picos ubicadas
aproximadamente en Rf 0.43 y 0.52, y en JCI predomind un pico principal
cercano a Rf 0.43. La coincidencia de estos valores con los rangos
reportados en la literatura sugiere la posible presencia de algunos de los
factores de ésteres de forbol previamente descritos para especies de
Jatropha. El uso de técnicas, como HPTLC con espectrometria de masas,
permitiria determinar el contenido de estos factores. Si bien técnicas

analiticas complementarias, como la espectrometria de masas, permitirian
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Figura 1. Cromatograma de ésteres de forbol (PE) del germen de la semilla de JCL y espectros ultravioleta (UV) de los principales picos de PE. 1. Pico 1; 2. Pico 2 y 3. Pico 3.

Tabla 1. Rf promedio de los componentes de los ésteres de forbol (PE)y correlacion de los espectros de absorcion.

Muestra PE Rf promedio+SD Correlacion
Pico 1 0.4385:0.007 0.99038
J. cinerea (JCL) Pico 2 0.4695+0.003 0.976028
Pico 3 0.5015:0.01 0.967538
Pico 1 0.4375+0.002 0.994629
Pico 2 0.465:0.004 0.999057
J- curcas Capule (JCC-T) Pico 3 0.4885:0.002 0.995322
Pico 4 0.519540.001 0.992676
Pico 1 0.363+0.002 0.99315
Pico 2| 0.386+0.005 0.997804
J. curcas Imala (JCI) Pico 3 0.4£0.007 0.966096
Pico 4 0.43£0.002 0.95253

confirmar la identidad estructural de cada uno de los factores individuales ~ Los espectros de absorcion pueden proporcionar informacion Util
de ésteres de forbol, el presente estudio se centra en el desarrollo y  relacionada con la fragmentacién de compaonentes individuales, lo que
validacion de un método HPTLC parala determinacion de ésteres de forbol ~ puede utilizarse para buscar nuevos metabolitos con caracteristicas
totales en semillas de diferentes genotipos de Jatropha. estructurales similares. Este andlisis puede ser particularmente util para

determinar la presencia de componentes relacionados en materiales
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vegetales e investigar la degradacion fitoquimica, el metabolismo y la

biosintesis cuantitativa y cualitativa (Liu et al., 1997; Roque et al., 2017).

Tabla 2. Comparacion de los espectros de absorcion entre ésteres de forbol (PE)
Picos. VS = Contra.

PE Muestra Correlacion
JCLVSJCC-T 0.964
Pico1 JCLVSJCI 0.986519
JCC-TVS JCI 0.971032
JCLVSJCC-T 0.970778
Pico 2 JCLVS JCI 0.970966
JCC-T VS JCI 0.965501
JCLVSJCC-T 0.983728
Pico 3 JCL VS JCI 0.956347
JCC-T VS JCI 0.975087
Pico 4 JCC-TVS JCI 0.992662

En JCL, los espectras de absorcion del pico 1fueron 234, 250 y 292 nm; del
pico 2 fueron 231-232 y 292-294 nm; y del pico 3 fueron 234, 250, 288-307
nm (Figura 1). La comparacion de los espectros de absorcion es util para
evitar la interpretacion erronea de picos no PE, que se muestran en el
mismo Rf. Estos picos pueden aparecer debido a la descomposicion de los
PE o a la interferencia de moléculas lipidicas complejas presentes en la
matriz(Devappa et al., 2012a).

En JCC-T, los espectros de absorcion del pico 1 fueron 234, 250 y 287-288
nm; del pico 2 fueron 231-234 y 287-288 nm; mientras que del pico 3 fueron
232-234 y 288 nm. El pico 4 tuvo sus valores méximos de espectro de
absorcion en 232-233, 288 y 314 nm (Figura 2). En JCI, los espectros de
absorcion del pico 1fueron 234, 250 y 292 nm; para el pico 2 fueron 231-232
y 292-294 nm; los maximos de absorcion del espectro del pico 3 fueron 234,
250y 288-307 nm. Los espectros de absorcion del pico 4 fueron 232, 250 y
283-288 nm (Figura 3).

Dado que las concentraciones de PE detectadas en las muestras se
informan como equivalentes al estandar de PMA, el analisis de los espectros
de absorcion es importante para identificar los componentes.
Anteriormente, se han reportado los espectros de absorcion para los
factores C1-C5, cuya intensidad de senal oscila alrededor de 280 nm,
mientras que para el factor C6 la maxima absorcion es de 304 nm

(Kongmany et al., 2016).
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En el presente estudio, los espectros de absorcion asociados a los picos
cromatogréaficos observados en las Figuras 1-3 muestran méaximos
predominantes en el intervalo de 280-292 nm en las muestras JCL, JCC-Ty
JCI. Este comportamiento es consistente con el rango reportado para los
factores C1-Chb, lo que sugiere que los compuestos detectados
corresponden principalmente a este tipo de ésteres de forbol. Asimismo, no
se observaron sefales con maximos cercanas a 304 nm, lo cual indicaria la
ausencia o baja contribucion de compuestos asociados al factor C6 bajo las
condiciones analiticas empleadas.

El contraste de los picos de los espectros de absarcion obtenidos para PE
mostro altas correlaciones entre ellos (Tabla 2). Los picos 1y 2 mostraron
un R? > 0.96; el pico 3 un R?> 0.95 y el pico 4 un R? > 0.99. Esta alta
correlacion espectral indica una elevada similitud en los perfiles de
absorcion UV entre los diferentes picos detectados, lo cual sugiere que
corresponden a compuestos estructuralmente relacionados dentro del

mismo grupo de ésteres de forbol.

Tabla 3. Concentracion de ésteres de forbol (PE)(mg/g) en el germen de Jatropha.

Genotipos de especies de Jatropha PE mg/g+SD
JcC-T 1.78+0.1a
JCl 0.96+0.11b
JCL 0.17+0.3bc
JCC-NT ND
JPLC ND
JPP ND

JCC-T =J. curcas Capule(toxico), JCI = J. curcas Imala, JCL = J. cinerea La Campana,
JCC-NT = J. curcas Capule (no toxico). JPLC = J. platyphylla La Campana, JPP = J.
platyphylla Pericos. Letras diferentes entre filas indican diferencia estadistica
p<0.05. ND: No detectado

VALIDACION DEL METODO HPTLC

La tabla 3 presenta el contenido de PE determinado en semillas de tres
especies de Jatropha provenientes de diferentes localidades. Se
observaron diferencias en las concentraciones de PE entre los genotipos
analizados. El mayor contenido se registré en JCC-T (1.78 + 0.10 mg/g),

sequido de JCI(0.96 + 0.11 mg/g), mientras que JCL presentd una
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Figura 2. Cromatograma de ésteres de forbol (PE) del germen de la semilla de JCC-T y espectros ultravioleta (UV) de los principales picos de PE. 1. Pico 1; 2. Pico 2; 3. Pico 3y
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Figura 3. Cromatograma de ésteres de forbol (PE) del germen de semilla de JCIy espectros ultravioleta(UV) de los principales picos de PE. 1. Pico 1; 2. Pico 2; 3. Pico 3 y 4. Pico

4.

concentracion considerablemente menor (0.17 + 0.30 mg/g). El analisis de
varianza mostrd diferencias estadisticamente significativas entre los
genotipos (p < 0.05). Sequn Makkar & Becker (2009), un rango de 0.86 a 1.48
mg/g de PE se considera una especie toxica. Por lo tanto, JCC-T y JCI

padrian considerarse materiales toxicos. JCL puede definirse como una
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especie de Jatropha no toxica debido a su bajo contenido de PE,
coincidiendo con lo que se informo previamente (Soto-Leon et al., 2014).

Estos resultados evidencian la variabilidad en el contenido de ésteres de
forbol entre las especies evaluadas. Estudios previos han reportado

concentraciones variables de PE en semillas de J. curcas provenientes de
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diferentes regiones geograficas, lo que sugiere que factores genéticos y
ambientales influyen en la acumulacion de estos compuestos. No obstante,
la informacion disponible sobre el contenido de PE en otras especies del
género, como J. cinerea y J. platyphylla, es limitada. En este sentido, los
resultados obtenidos en el presente trabajo contribuyen a ampliar el
conocimiento sobre la variabilidad del contenido de ésteres de forbal en

distintas especies de Jatropha.
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Figura 4. Curva de calibracion de 12-myristato-13-acetato de forbol (PMA) y su
respectiva distribucion de residuos.

En J. curcas, el contenido de PE reportado en la literatura muestra una
amplia variabilidad dependiendo del origen geografico y del genotipo. Se
han registrado concentraciones de 1a 3 mg/g en semillasyde 3a6 mg/gen
aceite (Devappa et al., 2012a), mientras que otros estudios reportan valores
entre 0.206 y 3.406 mg/g en diferentes regiones del mundo (Liu et al., 1997).
En contraste, algunas variedades mexicanas consideradas no toxicas
presentan contenidos significativamente menores, generalmente
inferiores a 0.3 mg/g, mientras que genotipos de otras regiones, como
Brasil, pueden alcanzar valores cercanos a 3 mg/g (Makkar et al., 1998;
Oskoueian et al., 2011; Chun & Roldan, 2013).

Se ha encontrado que el PE es toxico para una amplia variedad de animales,
incluidos ratones, ratas, cabras, ovejas, terneros, pollos, cerdas, peces y
especies acuaticas mas pequenas, incluidos los caracoles (Makkar &
Becker, 1997; Makkar & Becker, 2009; Devappa et al, 2012a). En
consecuencia, la identificacion de materiales toxicos o aguellos con trazas
de PE es esencial en los programas de mejoramiento genético para

identificar genotipos con menor contenido de estos metabolitos, con el
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proposito de la extraccion de aceite en alimentacion animal (Vischi et al.,
2013; Liu et al., 1997).

De manera complementaria, la identificacion de genotipos con contenidos
altos de ésteres de forbol también resulta relevante debido a su potencial
aplicacion en el desarrollo de agentes bioldgicos con actividad insecticida
y otras aplicaciones biotecnoldgicas o medicinales, aprovechando su
reconocida actividad bioldgica sobre diversos organismos (Devappa et al.,

2012a; Roach et al., 2012).

La validacion del método HPTLC mostré un desempeno adecuado para la
determinacion de PE en semillas de Jatropha. La relacion entre la
concentracion del estandar forbol 12-miristato-13-acetato (PMA)y el area de
los picos cromatograficos presentd un comportamiento lineal en el
intervalo de 0.05-0.7 mg/mL, obteniéndose una ecuacion de regresiony =
0.0105x + 0.00007 con un coeficiente de determinacion (R* = 0.997), lo que
indica una respuesta analitica proporcional dentro del rango evaluado. La
curvade regresion de las areas de los picos frente alas concentraciones de
PMA fue lineal con un coeficiente de determinacion (R?)> 0.99 y el rango de
linealidad fue de 0.05-0.7 mg/mL (Figura 4)(Faria-Machado et al., 2019).

La precision del método, expresada como desviacion estandar relativa
(%RSD), mostrd valores intra-dia entre 3.49 % y 17.45 %, mientras que el %
RSD inter-dia fue de 3.44 %, lo que refleja una adecuada reproducibilidad
del método. Los valores mas altos de % RSD se observaron en las
concentraciones mas bajas del estandar, lo cual es consistente con la
mayor variabilidad analitica que suele presentarse cerca del limite de
deteccion en métodos cromatograficos. De acuerdo con criterios
comunmente aceptados para la validacion de métodos analiticos, valores
de %RSD inferiores al 20 % pueden considerarse aceptables cuando se
analizan concentraciones bajas del analito, mientras que valores menores
al 10 % indican una precision alta del método (Patel et al., 2010; Shrivastava
& Gupta, 2011).

La calidad de un método analitico se evalta en términos de su idoneidad
para el proposito, considerando aspectos como recuperacion, sensibilidad,
estabilidad del analito y facilidad de anélisis. En este contexto, el limite de
deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) constituyen parametros
importantes en la validacion de meétodos analiticos, ya que describen la
concentracion minima de un analito que puede detectarse o cuantificarse
de manera confiable mediante un procedimiento analitico (Devappa et al.,

2012b). En este estudio se obtuvieron valores de LOD de 0.0261 mgy LOQ de
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0.087 mg, lo que indica una sensibilidad adecuada del método para la

deteccion de PE.

En estudios previos realizados con muestras de J. curcas, se han reportado
valores de LOD y LOQ de 0.0051 y 0.0171 mg/mL, respectivamente,
empleando técnicas como espectroscopia UV e infrarroja(Liu et al., 1997).
En este sentido, los limites obtenidos permiten la deteccion de
concentraciones compatibles con los niveles reportados en semillas
toxicas y no toxicas de Jatropha, considerando que concentraciones
superiores a 0.86 mg/g se asocian con materiales toxicos, mientras que
contenidos entre 0.1y 0.27 mg/g corresponden a genotipos no toxicos
reportados en laliteratura(Liet al., 2010; Devappa et al., 2012a). Por lo tanto,
el método presenta una sensibilidad suficiente para discriminar entre
genotipos con potencial toxicologico y no toxico dentro del rango de interés

biologico.

La recuperacion de PE mediante HPTLC oscilo entre 41.42 % y 64.8 %.
Valores comparables han sido reportados en muestras fortificadas
analizadas mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas (LC-MS), donde se observaron recuperaciones entre 51 % y 69 %
(Baldini et al., 2014). Otros estudios han reportado recuperaciones cercanas
al 98.5 % mediante extraccion con metanol sequida de andlisis por HPLC-
UV (Neu et al., 2018). La recuperacion se considera un indicador de la
exactitud del método, ya que evalla la proximidad entre el valor medido y el
valor real del analito (ICH, 2005). De acuerdo con criterios internacionales,
recuperaciones entre 70 % y 120 % + 20 % suelen considerarse aceptables
para métodos analiticos, aunque valores menores pueden ser admisibles
cuando se trata de concentraciones muy bajas del analito y el método
demuestra una precision adecuada (Patel et al., 2010; Shrivastava & Gupta,
2011; Nishshanka et al., 2016; Codex Alimentarius Commission, 2017). Por
otra parte, los métodos HPTLC previamente desarrollados para la
determinacion de compuestos fendlicos en especies del género Jatropha
han demostrado ser reproducibles y selectivos para el analisis de
metabolitos en extractos vegetales (Dwivedi et al., 2020). En conjunto, estos
resultados indican que el método HPTLC desarrollado presenta sensibilidad
y reproducibilidad adecuadas para la determinacion de ésteres de forbol en

semillas de diferentes especies de Jatropha.

CONCLUSIONES

Se confirmo la presencia de ésteres de forbol en concentraciones de 0.17

mg/ga1.78 mg/gen el germen de algunas especies de Jatropha analizadas,
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Jatropha curcas y Jatropha cinérea, utilizando la técnica HPTLC; la cual
demostro ser capaz de cuantificarlos. Esta técnica podria considerarse
como control de calidad para la seleccion de semillas y asi poder obtener

aceite vegetal y pasta rica en proteinas libres de ésteres de forbol.
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Causas de diferimiento en candidatos a donacion sanguinea: estudio
retrospectivo en un hospital de la Huasteca Potosina
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RESUMEN

La sequridad transfusional depende de la aplicacion estricta de criterios de seleccion que minimicen riesgos para donantes y receptores; sin embargo,
estos lineamientos pueden generar una proporcion considerable de diferimiento. El objetivo de este estudio fue identificar las principales causas de
rechazo en candidatos a donacion de sangre y analizar su distribucion temporal en un hospital de sequndo nivel de la Huasteca Potosina. Se realizé un
estudio observacional, retrospectivo y de corte transversal, con enfoque descriptivo-analitico y anélisis comparativo por periodo semestral, basado en la
revision de 1604 expedientes clinicos de candidatos evaluados en el Servicio de Transfusion de la Clinica Hospital B del ISSSTE, en Ciudad Valles, San Luis
Patosi, de enero a diciembre de 2023. Las causas de diferimiento se analizaron conforme a la NOM-253-SSA1-2012. Se realizé un andlisis descriptivo y un
analisis comparativo exploratorio por semestre mediante prueba exacta de Fisher, calculo de Odds Ratio con intervalo de confianza al 95% y ajuste por
Benjamini-Hochberg para control de la tasa de descubrimientos falsos. EI 54.24 % de los candidatos fue diferido. Las principales causas de rechazo fueron
suero quiloso (45.75 %), venas no aptas para venopuncion(10.80 %), hemoglobina baja(8.51 %), leucocitosis(8.51 %)y extraccion incompleta o reserva(6.21
%). En el analisis temporal exploratorio, las asociaciones que se mantuvieron después del ajuste correspondieron a suero quiloso y extraccion
incompleta/en reserva. En conclusion, el estudio aporta evidencia regional actualizada sobre las principales causas de diferimiento y resalta laimportancia
de fortalecer las acciones de orientacion predonacion y optimizar los procesos de seleccion en el contexto regional.

Palabras clave: Donacion de sangre, Seguridad transfusional, Diferimiento de donantes, Criterios de exclusion, Servicios de transfusion.

ABSTRACT

Transfusion safety depends on the strict application of donor selection criteria that minimize risks for both recipients and donors; however, these
requirements may result in a considerable proportion of donor deferrals. The aim of this study was to identify the main causes of deferral among blood
donation candidates and to analyze their temporal distribution in a second-level hospital in the Huasteca Potosina region. An observational, retrospective,
cross-sectional study was conducted, with a descriptive-analytical approach and a comparative analysis by semester, based on the review of 1604 clinical
records of candidates evaluated at the Transfusion Service of Hospital B of the ISSSTE in Ciudad Valles, San Luis Potosi, from January to December 2023.
Causes of deferral were classified according to NOM-253-SSA1-2012 requlations. A descriptive analysis and an exploratory comparative analysis by semester
were performed using Fisher’s exact test, 0dds Ratio calculation with 95 % confidence intervals, and Benjamini-Hochberg adjustment to control the false
discovery rate. Overall, 54.24 % of candidates were deferred. The main causes were lipemic serum (45.75 %), unsuitable veins for venipuncture (10.80 %),
low hemaoglobin (8.51 %), leukocytosis (8.51 %), and incomplete collection or reserve (6.21 %). In the exploratory temp oral analysis, the associations that
remained after adjustment corresponded to lipemic serum and incomplete collection/reserve status. In conclusion, this study provides updated regional
evidence on the main causes of donor deferral and highlights the importance of strengthening pre-donation counseling actions and optimizing selection
processes in the regional context.

Keywords: Blood donation, Transfusion safety, Donor deferral, Exclusion criteria, Transfusion services.
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INTRODUCCION
Las transfusiones sanguineas son intervenciones terapéuticas de vital
importancia, ya sea para salvar la vida o mejorar la salud de numerosos
pacientes; sin embargo, el acceso oportuno a sangre segura continla
siendo un reto en los sistemas de salud, particularmente en paises con
bajos y medianos ingresos (World Health Organization, 2025). La
disponibilidad de componentes sanguineos seguros depende, en gran
medida, de la participacion de donantes adecuados y de la aplicacion
rigurosa de criterios de seleccion que garanticen la seguridad tanto del
donante como del receptor.

En México, la seleccion de donantes esta regulada por la Norma Oficial
Mexicana NOM-253-SSAT1-2012, la cual establece los requisitos que deben
cumplir los candidatos a donacion y define las causas de diferimiento
temporal o permanente, con el objetivo de minimizar los riesgos asociados
a la transfusion (Secretaria de Salud, 2012). Si bien estos criterios son
indispensables para la seguridad transfusional, su aplicacion puede resultar
en la exclusion o diferimiento de un niumero considerable de candidatos, lo
que impacta directamente en la disponibilidad de sangre.

De acuerdo con reportes del Centro Nacional de la Transfusion Sanguinea
(CNTS), México ha logrado cubrir sus necesidades béasicas de componentes
sanguineos principalmente mediante la donacién por reposicion; no
obstante, la autosuficiencia basada en la donacion voluntaria y no
remunerada continda siendo un reto. Este rezago se relaciona tanto con la
escasa participacion de donantes altruistas y habituales como con la
aplicacion heterogénea de los criterios de seleccion de donantes en los
distintos servicios de transfusion del pais (Centro Nacional de la
Transfusion Sanguinea, 2024a). En el informe Suministro de sangre y
componentes sanguineos para transfusion en los estados de la Republica
Mexicana en el ano 2024 se reporta que durante el periodo 2014-2024 la
daonacion de sangre en México se ha mantenido relativamente estable, con
un promedio aproximado de 1.51 millones de donaciones. En 2024 se
recolectaron 1733 054 unidades, de las cuales el estado de San Luis Potosi
contribuyo con 31 569 donaciones, lo que representa el 2.08 % del total
nacional. En este contexto, la entidad ocup0¢ el lugar 20 en donaciones
generales y el cuarto lugar en donacion altruista, superando la media
nacional en este ultimo rubro(Centro Nacional de la Transfusion Sanguinea,
2025).

El diferimiento de candidatos a donacion puede obedecer a mudltiples
entre ellos antecedentes médicos,

factores, practicas de riesqo,

parametros hematoldgicos fuera de rango o condiciones fisioldgicas
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transitorias (Secretaria de Salud, 2012). La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) ha estimado que millones de donantes potenciales son rechazados
anualmente a nivel mundial por no cumplir con los criterios establecidos en
las normativas vigentes, lo que subraya la necesidad de analizar de manera
sistematica las causas de exclusion en cada contexto (Organizacion Mundial
de la Salud, 2012). Esta necesidad se acentla porque las pruebas
predonacion pueden variar segun la regién geografica en la que se ubique
el banco de sangre o el servicio de transfusion. Asimismo, en la
interpretacion de la biometria hematica, debe considerarse que los valores
de hemaglobina pueden presentar variaciones en funcion de la altitud de la
localidad con respecto al nivel del mar, especialmente en candidatos que
no residen en la misma ciudad (Gonzales, 2011).

El diferimiento puede clasificarse, de acuerdo con su duracion vy
fundamento clinico, en temporal, definitivo o indefinido. El diferimiento
temporal implica la no aceptacién del candidato durante un periodo
determinado debido a una condicion transitoria; una vez superada dicha
condicion y cumplido el tiempo de espera establecido, la persona puede ser
reevaluada como donante apta. Por su parte, el diferimiento definitivo o
exclusion permanente ocurre cuando el individuo presenta una enfermedad
0 antecedente que contraindica la donacion de por vida. Existe ademas la
categoria de diferimiento indefinido, aplicada cuando el intervalo de
exclusion no puede precisarse con claridad o cuando persiste un riesgo
potencial para el cual no existen pruebas de tamizaje concluyentes (World
Health Organization & International Federation of Red Cross and Red
Crescent Sacieties, 2010; Secretaria de Salud, 2012; Huaycama-Santana,
2023; Centro Nacional de la Transfusion Sanguinea, 2024a). En conjunto, el
diferimiento constituye un mecanismo esencial de seguridad transfusional,
aungue también tiene implicaciones operativas relevantes para los
servicios de transfusion, al reducir el numero de unidades potencialmente
disponibles (World Health Organization & International Federation of Red
Cross and Red Crescent Sacieties, 2010; Centro Nacional de la Transfusion
Sanguinea, 2024b).

En México, algunos estudios han analizado las causas de diferimiento de
candidatos a donacion en bancos de sangre de instituciones de alta
especialidad. En el Centro Médico Nacional (CMN) “20 de Noviembre” se
evaluaron las principales causas de rechazo en 129 670 predonadores
durante el periodo 2010-2018, observandose una tasa de diferimiento del
36.32 %. Las causas mas frecuentes de rechazo fueron leucocitosis,
valores bajos de hemoglobina y hematocrito, asi coma condiciones del

sistema venoso que dificultaban la venopuncion. Asimismo, el anélisis de


https://revistas.uas.edu.mx/index.php/QBU/index
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/blood-safety-and-availability
https://www.gob.mx/cnts/documentos/norma-oficial-mexicana-nom-253-ssa1-2012-para-la-disposicion-de-sangre-humana-y-sus-componentes-con-fines-terapeuticos
https://www.gob.mx/cnts/documentos/norma-oficial-mexicana-nom-253-ssa1-2012-para-la-disposicion-de-sangre-humana-y-sus-componentes-con-fines-terapeuticos
http://www.gob.mx/cnts/documentos/recursos-guias-y-documentos-en-medicina-transfusional
http://www.gob.mx/cnts/documentos/recursos-guias-y-documentos-en-medicina-transfusional
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/943510/9-GuIa_de_seleccion_de_donadores_v3.pdf
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/943510/9-GuIa_de_seleccion_de_donadores_v3.pdf
https://www.gob.mx/cnts/documentos/norma-oficial-mexicana-nom-253-ssa1-2012-para-la-disposicion-de-sangre-humana-y-sus-componentes-con-fines-terapeuticos
https://iris.who.int/handle/10665/76724
https://iris.who.int/handle/10665/76724
https://doi.org/10.1590/S1726-46342011000100015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK305667/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK305667/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK305667/
https://www.gob.mx/cnts/documentos/norma-oficial-mexicana-nom-253-ssa1-2012-para-la-disposicion-de-sangre-humana-y-sus-componentes-con-fines-terapeuticos
https://repositorio.ucp.edu.pe/server/api/core/bitstreams/7891b3f7-8a56-4b4f-8ede-dc2e2dc9dfd7/content
https://repositorio.ucp.edu.pe/server/api/core/bitstreams/7891b3f7-8a56-4b4f-8ede-dc2e2dc9dfd7/content
http://www.gob.mx/cnts/documentos/recursos-guias-y-documentos-en-medicina-transfusional
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK305667/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK305667/
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/943510/9-GuIa_de_seleccion_de_donadores_v3.pdf
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/943510/9-GuIa_de_seleccion_de_donadores_v3.pdf

Diaz-Gaytdn et al

factores asociados al diferimiento identifico un mayor riesgo de rechazo en
candidatos con antecedentes de cancer, tatuajes recientes y anemia. Por
otro lado, en el Banco de Sangre del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias “Ismael Cosio Villegas” (INER), un estudio realizado entre 2001
y 2005 en 23 910 disponentes mostrg que una proporcion importante de los
rechazos correspondio a causas temporales potencialmente prevenibles,
como suero lipémico, mientras que entre las principales causas definitivas
se encontraron el sistema venoso inadecuado y antecedentes de
perforaciones. En conjunto, estos estudios evidencian que una parte
considerable del diferimiento de donantes se concentra en causas
recurrentes; sin embargo, los reportes disponibles se concentran en
hospitales de tercer nivel y en periodos previos (Ramirez etal., 2011;
Navarrete-Castro et al., 2024), lo que limita la extrapolacion de sus hallazgos
aotros contextos regionales y niveles de atencion.

A pesar de la relevancia del tema, en el municipio de Ciudad Valles, San Luis
Potosi, se carece de reportes publicados que describan las principales
causas de diferimiento en un hospital de segundo nivel. La ausencia de
informacion local dificulta comprender el comportamiento de este
fendmeno en una region con caracteristicas demograficas, culturales y
epidemiologicas particulares. Ciudad Valles constituye el principal centro
de referencia y polarizacion de la region Huasteca Potosina, al concentrar
servicios de salud de segundo nivel que atienden a poblacién proveniente
de los 20 municipios que conforman dicha region. Esta area se caracteriza
por una amplia dispersion geogréafica, condiciones socioeconémicas
heterogéneas y una importante proporcion de poblacion indigena, lo que
confiere particularidades demograficas, culturales y epidemioldgicas que
pueden influir en los procesos de seleccion y diferimiento de donantes de
sangre (Comité de Planeacion del Desarrollo Estatal, 2022). En este
contexto, los servicios de transfusion ubicados en dicho municipio reciben
candidatos a donacion con antecedentes, practicas de riesgoy condiciones
de salud diversas, lo que hace necesario generar evidencia local que
permita comprender las causas de diferimiento en un entorno regional
distinto al de los grandes centros urbanos y con dinamicas de atencion
propias de unazona de referencia intermunicipal.

Par lo anterior, el presente estudio tuvo como objetivo realizar un anélisis
retrospectivo documental de caracter descriptivo-analitico, con
comparacion por periodo semestral, para identificar las principales causas
de diferimiento de candidatos a donacion de sangre durante el ano 2023 en
el Servicio de Transfusion de la Clinica Hospital B del Instituto de Seguridad

y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE) en Ciudad
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Valles, S.L.P. Los resultados obtenidos permitiran generar evidencia local
util para comprender este fendmeno en la region y orientar acciones de
mejora en los procesos de seleccion de donantes.

MATERIALES Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO Y POBLACION

Se realizo un estudio observacional, retrospectivo y de corte transversal,
con enfoque descriptivo-analitico y analisis comparativo por periodo
semestral. La poblacion de estudio estuvo conformada por todos los
candidatos a donacion de sangre que acudieron al Servicio de Transfusion
de la Clinica Hospital B del ISSSTE en Ciudad Valles, San Luis Potosi, durante
el periodo comprendido del 1 de enero al 31 de diciembre de 2023. Se
incluyeron en el analisis todos los registros correspondientes a candidatos
sometidos a valoracion predonacion durante dicho periodo. Se excluyeron
Unicamente los registros duplicados correspondientes al mismo evento de
evaluacion, de modo que cada evento de valoracion fue contabilizado una
sola vez. No se identificaron expedientes con informacion incompleta, por

lo que no fue necesario excluir ningln registro por datos faltantes.

RECOLECCION Y MANEJO DE DATOS

La informacion fue obtenida a partir de la revision documental de los
expedientes clinicos y registros internos del Servicio de Transfusion. Se
recabaron las siguientes variables: edad, sexo, ocupacion, lugar de
procedencia, parentesco con el receptor, servicio hospitalario que
solicitaba la donacion, resultados de laboratorio predonacion y motivo de
diferimiento, asi como la fecha correspondiente a la evaluacion. Las causas
de diferimiento se recuperaron tal como fueron consignadas en los
expedientes por el personal del Servicio de Transfusion durante la
valoracion predonacion, con base en la practica habitual del servicio y en
los lineamientos institucionales sustentados en la NOM-253-SSA1-2012 y en
la Guia nacional de criterios para la seleccion de donantes de sangre y sus
componentes sanguineos para uso terapéutico (Secretaria de Salud, 2012;
Centro Nacional de la Transfusion Sanguinea, 2024a). Para el analisis, se
conservaron las denominaciones registradas en el expediente, con el
proposito de respetar la clasificacion originalmente utilizada en la practica
institucional y evitar reclasificaciones retrospectivas no sustentadas en
informacion adicional.

Dada su frecuencia y relevancia en los resultados, se precisaron las
siguientes categorias operativas: suero quiloso, hemoglobina baja, venas
no aptas, leucocitosis, en reservay extraccion incompleta. “Suero quiloso”

correspondio a los casos registrados en el expediente cuando la muestra
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sanguinea del candidato mostro lipemia mayor o igual a tres cruces, de
acuerdo con laimagen de referencia incluida en la Guia nacional de criterios
para la seleccion de donantes de sangre y sus componentes sanguineos
para uso terapéutico (Centro Nacional de la Transfusion Sanguinea, 2024a).
No se realizo verificacion bioquimica adicional de esta categoria, por
tratarse de un estudio retrospectivo documental con base en los registros
rutinarios del servicio. “Hemoglobina baja” se considerd cuando el valor
registrado estuvo por debajo del punto de corte establecido por el servicio
conforme a la normativa vigente, correspondiente a 125 g/L en mujeres y
135 g/L en hombres, de acuerdo con la altitud de la region (Secretaria de
Salud, 2012). "Venas no aptas” correspondié a los casos en los que el
expediente indicd que las condiciones del acceso venoso no eran
adecuadas para una flebotomia sequra. “Leucocitosis” se considert cuando
el recuento leucocitario registrado fue superior a 10.5 x 10° células/pL
(Centro Nacional de la Transfusion Sanguinea, 2024a). "En reserva”
correspondio a los casos en que el expediente senald que las unidades de
sangre solicitadas para el paciente ya habian sido completadas. “Extraccion
incompleta” correspondié a los casos en que el volumen de sangre
recolectado no fue suficiente para completar una unidad,
independientemente de la causa.

Paraalgunos analisis, las causas de diferimiento se agruparon, con base en
reportes previos, en las siguientes categorias: disponentes diferidos
relacionados con la salud, disponentes diferidos relacionados con riesgo
conductual, disponentes diferidos por anemia y disponentes diferidos por
otras causas, estas Ultimas no incluidas en las categorias previas
(Navarrete-Castro et al., 2024). Esta agrupacion se utilizd Gnicamente con
fines analiticos para facilitar la comparacion temporal entre periodos
semestrales y reducir la dispersion derivada del gran numero de causas
especificas registradas en los expedientes. No obstante, las frecuencias
principales se presentan con base en la denominacion original registrada
en el expediente. Los datos de identificacion personal fueron eliminados del
registro analitico para garantizar la confidencialidad. La base de datos final
fue capturada, depurada y arganizada en una hoja de célculo de Microsoft

Excel 365 para su posterior anélisis estadistico.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd un analisis descriptivo de las variables generales de la pablacion
de estudio, asi como de las causas de diferimiento, mediante frecuencias
absolutas y porcentajes, considerando su distribucién global y por semestre

del ano (enero-junio y julio-diciembre). Adicionalmente, se efectud un
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analisis comparativo de caracter exploratorio entre ambos semestres. Para
ello, en cada causa especifica de diferimiento se comparo la presencia de
la causa de interés frente al conjunto de las demdas causas en cada
semestre. Este procedimiento permiti¢ identificar variaciones relativas en
la frecuencia de cada causa dentro del total de diferimientos registrados en
ambos periodos, sin asumir relaciones causales ni establecer modelos
explicativos ajustados.

Se aplicé una prueba exacta de Fisher y se calcularon Odds Ratios (OR), con
intervalos de confianza al 95 % (IC 95 %) obtenidos por el método de
Baptista-Pike. Dado el nimero de comparaciones realizadas, los valores de
p se ajustaron para control de la tasa de descubrimientos falsos mediante
el procedimiento de Benjamini-Hochberg (FDR-BH). Debido al caracter
transversal del estudio y a la finalidad exploratoria de estas comparaciones
temporales, los OR se utilizaron como medidas de asociacion con fines
descriptivo-comparativos, por lo que sus resultados deben interpretarse
con cautela y no como estimadores directos de riesgo. El anélisis
estadistico se realizo con el software GraphPad Prism version 9.0 para
Windows, y el ajuste por Benjamini-Hochberg se efectud posteriormente,
con ayuda de Microsoft Excel 365, sobre los valores de p obtenidos. Se
considerd un valor de p<0.05 como estadisticamente significativo en el
analisis no ajustado, y un valor de q < 0.05 como significativo después del

ajuste por comparaciones multiples.

CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio se clasificd como una investigacion sin riesgo, al
tratarse de un analisis retrospectivo de informacién documental sin
intervencion directa de los participantes. Se garantizo la confidencialidad
de los datos mediante la anonimizacion de los registros y el uso exclusivo
de la informacion para los fines de estudio. El protocolo de investigacion
fue evaluado por el Comité de Etica e Investigacion de la Clinica Hospital B
del ISSSTE en Ciudad Valles, bajo el numera de registro 003-CEI/2024,

autorizando el acceso a los datos institucionales para su analisis.

RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS CANDIDATOS Y TASA DE
DIFERIMIENTO

Durante el periodo de estudio, se evaluaron 1604 candidatos a donacion de
sangre en el Servicio de Transfusion de la Clinica Hospital B del ISSSTE en
Ciudad Valles, San Luis Potosi. Todos los expedientes fueron incluidos en el
estudio. De estos, 734(45.76 %) fueron aceptados y 870 (54.24 %) diferidos,
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obteniéndose un indice de rechazo global de 54.24 % (Tabla 1). Esta
proporcion se encuentra dentro del rango reportado en estudios realizados
en otros bancos de sangre del pais. En el INER se documentd un rechazo del
63.9 % (Ramirez et al., 2011), mientras que en el CMN “20 de Noviembre” del
ISSSTE se report6 un 36.32% en el periodo del 2012 al 2019 (Navarrete-
Castro et al,, 2024). Estas variaciones pueden relacionarse con diferencias
en el perfil de los donantes, en los criterios operativos de seleccion o en las
caracteristicas demograficas regionales, particularmente si se considera
que se trata de hospitales de tercer nivel de atencion que reciben poblacion
referida de multiples entidades del pais. El presente anélisis aporta
evidencia generada en un hospital de segundo nivel con cobertura regional,
lo que permite contextualizar los hallazgos en un entorno distinto al de los
grandes centros urbanos y ampliar la comparacion nacional con
informacién proveniente de una unidad hospitalaria de referencia

intermunicipal.

Tabla 1. Caracteristicas generales de los candidatos evaluados y tasa de diferimiento

Variable Donantes aceptados Donantes rechazados
n=734 n=870

Hombres 661(90.05 %) 604(69.43 %)

Mujeres 73(9.95 %) 266(30.57 %)

indice de
- 4.24 %

diferimiento (5 )

Edad mediana - 33 anos

Entre los candidatos diferidos, 604 (69.43 %) correspondieron a hombres y
266 (30.57 %) a mujeres. El rango de edades de los donantes rechazados
fue de 18 a 65 anos, con una mediana de 33 anos. El grupo etario con mayor
proporcion de diferimiento fue el de 18 a 29 afos (39.31 %), mientras que el
grupo de 50 a 63 afios presentd la menor proporcion (10.69 %)(Tabla 1). En
conjunto, estos datos indican que aproximadamente el 60% de los
diferimientos se concentro en candidatos menores de 40 anos. Este
hallazgo podria relacionarse con una mayor participacion de poblacion
joven en la donacidn por reposicion o con habitos de vida que influyen en
algunas causas de exclusion, como el suero quiloso o el riesgo conductual.
Asimismo, la baja proporcion de diferimientos en adultos mayores puede
asociarse amenor frecuencia de presentacion como candidatos a donacion

en este grupo etario.
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En cuanto al tipo de donacion entre los candidatos diferidos, el 57.82 %
correspondio a donantes alogénicos, el 37.47 % a donantes familiares o de
reposicion y unicamente el 4.71 % a donantes altruistas. Estos datos
reflejan que, dentro del conjunto de candidatos diferidos, la proporcién
correspondiente a donantes altruistas fue considerablemente menor en
comparacion con los donantes alogenicos y de reposicion. Lo anterior es
consistente con el contexto nacional, donde la donacién voluntaria adn
representa un desafio estructural (Centro Nacional de la Transfusion
Sanguinea, 2025). La baja proporcion de diferimientos en donantes
altruistas podria sugerir un perfil de mayar preparacion o mayor adherencia
de los criterios de seleccion, sin embargo, este aspecto requiere estudios

comparativos especificos.

PRINCIPALES CAUSAS DE DIFERIMIENTO

Las causas de diferimiento se distribuyeron de manera heterogénea. La
causa mas frecuente fue la presencia de suero quiloso, que representa el
45.75 % de los casos. Este hallazgo es congruente con lo observado en el
INER, donde el suero quiloso fue la causa mas frecuente de rechazo
(Ramirez etal., 2011); sin embargo, la proporcion observada en nuestro
estudio es considerablemente mayor a la descrita en otros centras, como
el CMN Siglo XXI (6.3 %) (Castell-Martinez, 2010); el Instituto de Seguridad
Social del Estado de México y Municipios(ISSEMyM; 21%)(Lopezet al., 2003),
el Hospital General de Ciudad Obregon (4.7%) (Rubio-Lopez, 2014), el CMN
"20 de Noviembre”(4.04 %)(Navarrete-Castro et al., 2024) y el propio INER
(15.7 %)(Ramirez et al., 2011). Dada la naturaleza retrospectiva y documental
del presente estudio, no es posible establecer la base etiolégica de esta
diferencia. La frecuencia observada podria estar relacionada con distintos
factores, entre ellos el cumplimiento variable a las recomendaciones de
ayuno previo a la donacion o condiciones metabdlicas subyacentes de la
poblacion atendida; sin embargo, estas posibilidades deben considerarse
Unicamente como hipotesis interpretativas, ya que no fueron evaluadas de
manera directa en este trabajo. En este sentido, la mayor frecuencia estatal
reportada de enfermedades crénicas como diabetes mellitus tipo 2,
hipertension arterial y obesidad en San Luis Potosi (Secretaria de Salud,
2024) puede considerarse Unicamente como un elemento contextual y no
como una explicacion demostrada de los hallazgos. Ademas, es impartante
senalar que esta categoria se analizd de acuerdo con su registro en el
expediente clinico y no fue objeto de verificacion biogquimica adicional en el

presente estudio.
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En sequndo lugar, se encontraron las venas no aptas para venopuncion
(10.80 %), lo cual es consistente con lo reportado previamente en el
ISSEMyM (24 %)y en el Hospital General de Ciudad Obregdn, donde ocup6 el
segundo lugar entre las causas de diferimiento (Lopez et al., 2003; Rubio-
Lopez, 2014), asi como en el CMN “20 de Noviembre”, donde se posicioné en
el tercer lugar (11.64 %) (Navarrete-Castro etal., 2024). Este tipo de
diferimiento depende en gran parte de las condiciones anatdémicas del
donante y de factores técnicos propios del procedimiento de flebotomia,
por lo que su frecuencia también puede verse influida por las
caracteristicas operativas del servicio y por el perfil vascular de la poblacion
atendida.

La hemoglobina bajay la leucocitosis representaron cada una el 8.51 % de
los diferimientos. Al analizar las causas de diferimiento segun el sexo, se
observd que en los hombres el suero quiloso constituyd mas de la mitad de
los casos (55.63 %, n=336), sequido a distancia por la leucocitosis (9.27 %,
n=56)ylas venas no aptas para venopuncion(8.61 %, n=52). Enlas mujeres,
aunque el suero quiloso también fue la causa mas frecuente (23.31 %, n =
62), su proporcion fue 2.4 veces menor que la observada en los hombres. En
este grupo destacaron ademas la hemoglobina baja y las venas no aptas,
ambas con una frecuencia del 15.79 % (n = 42 cada una), mostrando una
distribucién mas homogeénea entre las principales causas de diferimiento.
La Figura 1 muestra las cinco principales causas de diferimiento
identificadas durante el periodo de estudio.

La hemoglobina baja como causa de diferimiento, particularmente en
mujeres, es un patron que ya ha sido previamente descrito en la literatura
nacional (Castell-Martinez, 2010; Araiza-Soto et al., 2015; Navarrete-Castro
etal., 2024). Aunque suele relacionarse con factores fisioldgicos propios del
sexo femenino, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) sefala que
mujeres con pérdidas menstruales excesivas y niveles bajos de
hemoglobina deben ser referidas para evaluacion clinica (Organizacion
Panamericana de la Salud, 2009). Ademas, la NOM-253-SSAT-2012 establece
puntos de corte diferenciados por sexo y altitud, lo que influye directamente
en la proporcion de diferimientos por este motivo. Considerando que
Ciudad Valles se encuentra a aproximadamente 70 metros sobre el nivel del
mar, los valores minimos establecidos para diferimiento son <13.5 g/dL en
hombres y <12.5 g/dL en mujeres, lo cual debe tomarse en cuenta al
comparar con estudios realizados en ciudades de mayor altitud (Secretaria
de Salud, 2012). Estos factores son relevantes para interpretar la frecuencia
observada en este estudio y para contextualizarla frente a reportes

generados en regiones con condiciones geograficas distintas.
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Por otro lado, la leucocitosis como una de las principales causas de
diferimiento es comparable con lo reportado en otros centros del pais
(Rubio-Lopez, 2014; Navarrete-Castro etal., 2024). Su presencia puede
reflejar procesos infecciosos subclinicos o transitorios en los candidatos a
donacion, lo que reafirma la importancia de la biometria hematica como
herramienta de tamizaje predonacion.

La extraccion incompleta o en reserva constituy¢ la quinta causa de
diferimiento (6.21 %). En los casos clasificados como reserva, el donante
cumplia los criterios de elegibilidad, pero no se realiz¢ la extraccion por
haberse alcanzado el nimero de unidades requeridas. La extraccion
incompleta, por su parte, estuvo relacionada con eventos adversos durante
la flebotomia que obligaron a suspender el procedimiento. A diferencia de
otras causas, esta categoria depende en mayor medida de factores
operativos y circunstanciales. El resto de las causas se agruparon en

categorias con frecuencias individuales menores(Tabla 2).

Tabla 2. Causas de diferimiento en candidatos a donacién de sangre

Causa N %
Suero quiloso 398 4575
Venas no aptas 94 10.80
Hemoglobina baja Th 8.51
Leucocitosis 74 8.51
En reserva/Extraccion incompleta 54 6.21
Hipertension 36 4.4
Hipotension 31 3.56
Cx./vacunacion/Tx. dental reciente 24 2.76
Ayuno prolongado 18 2.07
Lnjﬁgggn reciente/Lesiones en sitio de 5 17
Positivo a Brucelosis (Titulo 1:40) 12 1.38
Tatuajes, acupultura o perforaciones <1ano 10 115
Donacion reciente 6 0.69
Drogas de abuso 6 0.69
Practicas sexuales de riesgo 5 0.57
Peso inferior a 50 kg 4 0.46
Enfermedades cronicas mal controladas 3 0.34
Otras 6 0.69

Nota: Cx.: cirugia; Tx.: tratamiento.
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DISTRIBUCION TEMPORAL DEL DIFERIMIENTO

En el andlisis mensual se observé una variacion importante enlafrecuencia
de diferimientos. EI mes con mayor nimero de candidatos rechazados fue
diciembre (n=92;10.57 %), mientras que febrero registrd la menor cantidad
(n=47; 5.40 %). En diciembre se evaluaron 132 candidatos en total, de los
cuales el 69.69 % fue diferido, constituyéndose como el mes con menor
proporcion de donaciones efectivas. Al dividir el periodo de estudio en dos
semestres(enero-junio y julio-diciembre), se observé una mayor proporcién
de diferimientos durante el segundo semestre. Las causas relacionadas
con la salud y el riesgo conductual tendieron a ser mas frecuentes en el
primer semestre, mientras que el suero quiloso, clasificado en Otras
causas, mostro mayor frecuencia en el segundo semestre. Estas
variaciones intra-anuales no han sido ampliamente documentadas en
estudios previos y podrian reflejar fluctuaciones temporales en la dindmica
de atencion o en la afluencia de candidatas; sin embargo, esta posibilidad
debe interpretarse con cautela. En cuanto al comportamiento mensual,
estas diferencias podrian asociarse con factores temporales propios del
contexto asistencial, como las campanas de vacunacion para infecciones
estacionales o cambios en la disponibilidad de donantes; no obstante, el
presente estudio no fue disenado para evaluar de manera especifica dichas
explicaciones. Aun asi, la identificacion de este comportamiento aporta
informacion Util para la planeacion operativa del servicio y para la
organizacion de acciones de orientacion en periodos con mayor frecuencia

de diferimiento.

Para explorar posibles cambios en las causas de rechazo alo largo del ano
se realizd un andlisis estadistico bivariado, en el que todas las causas de
rechazo se clasificaron en cuatro grupos de acuerdo con lo reportado
previamente (Navarrete-Castro et al., 2024). En el andlisis no ajustado se
observo una asociacion entre el semestre y el diferimiento global (OR =
0.8066; IC 95 %: 0.6623 - 0.9815; p = 0.0352); sin embargo, esta asociacion
no se mantuvo después del ajuste por comparaciones multiples(q=0.0968).
En este sentido, las diferencias observadas entre semestres deben
interpretarse como hallazgos exploratorios, mas que como evidencia

concluyente de variaciones temporales atribuibles a factores especificos.

Los diferimientos por causas relacionadas con la salud mostraron mayor
frecuencia en el primer semestre en el analisis no ajustado (OR =1.7300, IC
95 %: 11400 - 2.6100; p = 0.0126), pero estas diferencias no se mantuvieron

tras el ajuste (q = 0.0513). De igual forma, los rechazos relacionados con
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riesgo conductual fueron més frecuentes en el primer semestre en el
andlisis no ajustado (OR = 3.2400, IC 95%: 1.2200 - 8.1000; p = 0.0257),
aunque esta asociacion tampoco persistio después del ajuste (q = 0.0808).
No se observaron diferencias significativas entre semestre en los casos de

anemia (p = 0.4058; q = 0.6694).
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Figura 1. Principales causas de diferimiento segun sexo. Distribucién de las cinco
causas mas frecuentes de diferimiento en candidatos a donacion de sangre
atendidos durante 2023 en el Servicio de Transfusion de la Clinica Hospital B del
ISSSTE, Ciudad Valles, San Luis Potosi.

Por otro lado, los disponentes diferidos por otras causas fueron méas
frecuentes en el sequndo semestre, y esta asociacion se mantuvo después
del ajuste por comparaciones multiples (OR = 0.6147; IC 95%: 0.5068 -
0.7477; p < 0.0001; g = 0.0022). Dentro de este grupo, el suero quiloso
también mostro mayor frecuencia en el seqgundo semestre y conservo
significancia tras el ajuste (OR = 0.6292; IC 95%: 0.4591 - 0.8598; p = 0.0035;
q = 0.0330). Asimismo, la categoria extraccion incompleta / en reserva fue
mas frecuente en el primer semestre y también mantuva significancia
después del ajuste (OR = 2.2620; IC 95 %: 1.2750 - 3.9010; p = 0.0060; q =
0.0330). En contraste, aunque el ayuno prolongado fue mas frecuente en el
primer semestre en el analisis no ajustado (OR = 3.6210; IC 95 %: 1.3580 -
9.2850; p = 0.0143), esta asociacion no se mantuvo después del ajuste (q =
0.0513). Algunas causas presentaron frecuencia nula en uno de los dos
semestres(Tabla 3). En conjunto, estos resultados sugieren que la variacion
temporal observada se concentro principalmente en un subconjunto de
causas especificas, mas que en un cambio uniforme del patrén global de

diferimiento.
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Tabla 3. Asociacion entre causas de diferimiento y semestre del afio
Enerojunio  “UHO” IC 95% (FDR-BH)
Causa del diferimiento ] diciembre OR ° p-valor q
n/total (OR) aprox.
n/total
Total de donantes
diferidos/Total de donantesde 4,7, 471/829 08066  0.8623-0.9815 00362 0.0968
sangre (Comparacion entre
semestre 1vs semestre 2)°
Dlspo'nentes diferidos 62/870 3718170 1.7280 1.1380 - 2.6090 0.0126 0.0513
relacionados con la salud®
Hipertension® 25/62 1137 1.6970 0.6879 - 3.7560 0.3882 0.6694
Hipotension® 17162 14/37 0.6206 0.2551-1.5420 0.3706 0.6694
Infeccion reciente/Lesiones g, 5/37 12310 0.3948 - 3.4710 0.7810 0.9100
cutaneas®
Otra enfermedad® 10/62 737 0.8242 0.2980-2.187 0.7859 0.9100
Disponentes diferidos
relacionados con riesgo 16/870 5/870 3.2410 1.2170 - 8.1030 0.0257 0.0808
conductual®
Practicas sexuales de riesgo® 2116 3/5 0.0952 0.0129 - 0.8061 0.0630 0.1540
Drogas de abuso* 5/16 1/5 1.8180 0.1645 - 26.2100 >0.9999 0.9999
Tatuajes, acupuntura o 9/16 115 51430 0.5257 - 68.7800 0.3108 0.6694
perforaciones <1 afo*
Di tes diferid
Isponentes clferidos por 33/870 41/870 0.7972 0.4943 - 1.2550 0.4058 0.6694
anemia
Disponentes diferidos por otras
X 288/870 388/870 0.6147 0.5068 - 0.7477 <0.0001 0.0022
causas
Suero quiloso® 151/288 2471388 0.6292 0.4591-0.8598 0.0035 0.0330
Vacunacion reciente® 9/288 15/388 0.8022 0.3335-1.7700 0.6781 0.8775
Estatura/peso bajo® 1/288 3/388 0.4472 0.0343 - 3.0130 0.6402 0.8775
En reserva/extraccion 33/288 21/388 22620 12750-3.9010 0.0060 0.0330
incompleta®
Donacion reciente® 6/288 0/388 - - 0.0058 0.0330
Ayuno prolongado® 13/288 5/388 3.6210 1.3580 - 9.2850 0.0140 0.0513
Venas dificiles® 39/288 55/388 0.9483 0.6042 - 1.4860 0.9106 0.9999
Leucocitosis® 341288 40/388 1.1650 0.7256 - 1.9000 0.5365 0.7869
Falta de suefio® 1/288 2/388 0.6725 0.0463 - 5.8100 >0.9999 0.9999
Sin ayuno® 1/288 0/388 -- - 0.4260 0.6694

Nota: OR: Odds Ratio; IC 95%: intervalo de confianza al 95%; q: valor de p ajustado para control de la tasa de descubrimientos falsos (FDR) mediante el procedimiento de
Benjamini-Hochberg (BH). Los Odds Ratios se calcularon utilizando el sequndo semestre (julio-diciembre) como categoria de referencia. Un OR > 1indica mayor frecuencia en
el primer semestre (enero-junio), mientras que un OR < Tindica mayor frecuencia en el segundo semestre. Las comparaciones se realizaron mediante prueba exacta de Fisher.
*Total de donantes diferidos/Total de donantes de sangre en el semestre correspondiente. ®Numero de candidatos con la variable agrupada/nimero total de candidatos

diferidos en el afio. °Numero de candidatos con la variable/ nimero total de candidatos diferidos relacionados con la salud. Numero de candidatos con la variable/total de

candidatos diferidos con riesgo conductual. *®Numero de candidatos con la variable/total de candidatos diferidos por otras causas.

Entre las limitaciones del estudio se encuentra su caracter retrospectivo y

la dependencia de la informacion consignada en los expedientes clinicos.
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Debido a la naturaleza retrospectiva documental del estudio, no fue posible

corroborar de manera independiente la base clinica o bioguimica de algunos
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motivos de diferimiento registrados en los expedientes, ni distinguir entre
posibles etiologias subyacentes. En consecuencia, los resultados deben
interpretarse como una descripcion de los motivos de rechazo
documentados en la préactica institucional, mas que como una validacion
diagndstica de cada causa. Asimismo, la poblacion analizada estuvo
conformada principalmente por disponentes alogénicos y de reposicion,
conuna baja proporcion de donantes altruistas. Por ello, los hallazgos deben
interpretarse dentro del contexto institucional estudiado y extrapolarse con
cautela a servicios de transfusion con mayor proporcion de donantes
voluntarios repetitivos. Finalmente, aunque existen estudios nacionales
parecidos, la literatura especifica sobre la distribucion temporal del
diferimiento es limitada, lo que restringe la comparacion directa de estos
hallazgos con otros contextos.

En conjunto, los hallazgos del presente estudio aportan evidencia regional
actualizada sobre las principales causas de diferimiento en un hospital de
segundo nivel que funge como centro de referencia en la Huasteca
Potosina. De igual manera, subrayan la importancia de fortalecer las
acciones de orientacion dirigidas a mejarar la preparacion predonacion,
particularmente ante causas frecuentes registradas en la practica

institucional, como el suero quiloso.

CONCLUSIONES

El presente estudio evidencié que mas de la mitad de los candidatos
evaluados fueron diferidos, siendo el suero quiloso la principal causa de
rechazo. En el analisis temporal exploratorio, las diferencias entre
semestres se concentraron principalmente en el grupo de Otras causas, en
especial en el suero quiloso y en la categoria de extraccion incompleta/ en
reserva, las cuales conservaron su significancia después del ajuste por
comparaciones multiples. Asimismo, una proporcion importante de los
diferimientos se concentro en causas recurrentes documentadas en la
practica institucional.

Estos hallazgos aportan evidencia regional actualizada sobre el
comportamiento del diferimiento en un hospital de segundo nivel y resaltan
la importancia de fortalecer las acciones de orientacion predonacion y de
optimizar los procesos de seleccion, particularmente ante causas

frecuentes como el suero quiloso, con el fin de mejorar la eficiencia

operativa del servicio de transfusion en el contexta regional.
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RESUMEN
La sifilis, causada por Treponema pallidum, es una infeccion de transmision sexual reemergente en México cuyo diagndstico convencional basado en

pruebas seraldgicas presenta limitaciones de sensibilidad en ciertas etapas clinicas, especialmente en sangre periférica debido a la baja y transitoria carga
bacteriana. El objetivo de este estudio fue detectar ADN de T. pallidum mediante PCR convencional dirigida al gen tpn47 en 74 muestras de sangre periférica
de individuos de Sinaloa, en un estudio transversal con muestreo no probabilistico por conveniencia, cuyas muestras fueron obtenidas entre mayo y
diciembre de 2023. Los participantes voluntarios fueron atendidos en el Laboratorio de Anélisis Clinicos de la FCOB-UAS y laboratorios privados de Culiacén.
La extraccion de ADN se realizo mediante el método DTAB-CTAB y se amplifica un fragmento de 210 pb del gen diana, utilizando el gen 3-actina como control
interno para confirmar la ausencia de inhibidores de PCR. Se detecté ADN de T. pallidum en 8 de 74 muestras (10.8 %; IC35 %: 4.8-20.5 %), con una
positividad de 11.9 % (5/42) en hombresy 9.4 % (3/32) en mujeres; el 87.5 % de los casos positivos (7/8) se concentra en el grupo de 16 a 23 afos, con una
edad promedio de 21 afos (DE +3.2), mientras que solo se identifico un caso en el grupo de 24 a 45 afios. Se concluye que la PCR dirigida al gen tpn47 es util
paraladeteccion de ADN de T. pallidum en sangre periférica, y que la frecuencia observada en adultos jovenes resalta laimportancia de incorporar técnicas
moleculares como complemento diagnostico y herramienta de vigilancia epidemiolagica de la sifilis en Sinaloa.

Palabras clave: Sifilis, Treponema pallidum, PCR, tpn47, diagndstico molecular.

ABSTRACT

Syphilis, caused by T. pallidum, is a re-emerging sexually transmitted infection in Mexico, where conventional diagnosis based on serological tests presents
sensitivity limitations in certain clinical stages, particularly in peripheral blood due to low and transient bacterial load. This study aimed to detect T. pallidum
DNA by endpoint PCR targeting the tpn47 gene in 74 peripheral blood samples from individuals in Sinaloa, in a cross-sectional study with non-probabilistic
convenience sampling. Samples were obtained between May and December 2023 from volunteers attending the Clinical Analysis Laboratory of FCOB-UAS
and private laboratories in Culiacan. DNA extraction was performed using the DTAB-CTAB method, and a 210 bp fragment of the target gene was amplified.
B-actin was used as an internal control to confirm the absence of PCR inhibitors. T. pallidum DNA was detected in 8 of 74 samples (10.8 %; 95 % Cl: 4.8-20.5
%), with positivity rates of 1.9 % (5/42)in men and 9.4 % (3/32) in women. Most positive cases(87.5 %, 7/8) were concentrated in the 16-23-year age group,
with a mean age of 21years(SD +3.2), while only one case was detected in the 24-45-year group. It is concluded that PCR targeting the tpn47 gene is useful
for detecting T. pallidum DNA in peripheral blood, and the observed frequency in young adults highlights the importance of incorporating molecular
techniques as a diagnostic complement and epidemiological surveillance tool for syphilis in Sinaloa.

Keywords: Syphilis, Treponema pallidum, PCR, tpn47, molecular diagnosis.
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INTRODUCCION

Las infecciones de transmision sexual (ITS) representan un importante
problema de salud publica global debido a sus repercusiones sanitarias y
socioecondémicas (Organizacion Mundial de la Salud, 2023). Cada afo se
estiman aproximadamente 374 millones de nuevos casos de ITS curables en
el mundo, de los cuales cerca de 7.1 millones corresponden a sifilis,
enfermedad causada por la espiroqueta T. pallidum subsp. pallidum
(Organizacion Mundial de la Salud, 2023). La sifilis presenta una evolucion
clinica compleja y progresiva, que puede avanzar desde una fase primaria
caracterizada por lesiones locales hasta etapas tardias asociadas con
complicaciones sistémicas graves, como neurosifilis, sifilis cardiovascular
y sifilis congénita, en ausencia de tratamiento oportuno (Peeling et al.,
2023). Se ha descrito que la persistencia de la sifilis a nivel mundial esta
influenciada por factores sociales, conductualesy limitaciones en el acceso
alos servicios de salud, lo que dificulta su control efectivo en poblaciones
vulnerables(Hook & Peeling, 2004; Rowley et al., 2019).

T. pallidum es una espiroqueta de metabolismo anaerobio cuya membrana
externa contiene diversas lipoproteinas inmunogénicas. Entre ellas destaca
la proteina de 47 kDa codificada por el gen tpn47, ampliamente estudiada
por su conservacion entre cepas patdgenas y su relevancia en lainteraccion
bacteria-hospedero (Lee et al., 2000). Esta proteina se ha asociado con
procesos de persistencia bacteriana y de respuesta inmunoldgica durante
la infeccion (Norgard et al., 1986; Radolf et al, 1988). Por estas
caracteristicas, el gen se ha utilizado como blanco molecular relevante en
estudios diagndsticos y epidemiologicos. Houston et al. (2022) también
propusieron que la proteina TpN47 podria participar en mecanismos
vinculados ala persistencia bacteriana en el torrente sanguineo durante las
fasesiniciales de lainfeccion, lo que respalda su uso como blanco molecular
en muestras de sangre periférica total.

El diagnostico de la sifilis se basa tradicionalmente en pruebas serologicas
clasificadas en no treponémicas, coma VDRL (Venereal Disease Research
Laboratory) y RPR (Rapid Plasma Reagin), asi como en pruebas
treponémicas, entre las que destacan FTA-ABS (Fluorescent Treponemal
Antibody Absorption) y TPPA (Treponema pallidum Particle Agglutination)
(Satyaputraet al., 2021). Estas pruebas presentan limitaciones importantes,
ya que las pruebas no treponémicas pueden mostrar una sensibilidad
variable dependiendo del estadio clinico de lainfeccién y generar resultados
falsos positivos en condiciones como el embarazo, enfermedades
autoinmunes e infecciones virales (Gayet-Ageron et al., 2015; Soreng et al.,

2014). Aunque las pruebas treponémicas presentan alta especificidad, no
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permiten diferenciar entre una infeccion activa y una infeccion previa,
debido a que los anticuerpos antitreponémicos pueden persistir durante
toda la vida (Chen et al., 2022). La interpretacion serologica puede
complicarse en casos de coinfeccién con otras infecciones de transmision
sexual (ITS). lo que evidencia la necesidad de métodos diagndsticos
complementarios con mayor precision diagndstica (Clement et al., 2014).

En México, la Norma Oficial Mexicana NOM-039-SSA2-2014, “Para la
prevencion y control de las infecciones de transmision sexual” (Secretaria
de Salud, 2015), requla el diagnostico y la vigilancia epidemioldgica de la
sifilis. Esta norma indica que el diagndstico debe realizarse combinando
pruebas serologicas no treponémicas (VDRL o RPR)y treponémicas (FTA-
ABS o TPPA), utilizando el algoritmo tradicional, que inicia con pruebas no
treponémicas sequidas de la confirmacion con pruebas treponémicas, o el

algoritmo reverso, segun la disponibilidad de recursos diagnésticos.

La NOM tambien establece el tamizaje obligatorio en mujeres embarazadas
y la notificacion inmediata de los casos identificados. Sin embargo, no
incluye el uso rutinario de técnicas moleculares, como la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), como método confirmatorio, pese a su
utilidad en etapas tempranas de la infeccion o ante resultados serolégicos
discordantes. La incorporacion de métodos moleculares podria
complementar las estrategias diagnosticas actuales y contribuir a una
deteccion mas oportuna, especialmente en poblaciones vulnerables o
cuando la respuesta serologica es limitada. Diversos lineamientos
internacionales han destacado el valor de las técnicas moleculares como
apoyo al diagnéstico y a la vigilancia epidemioldgica de la sifilis (Unemo et

al., 2017).

Las técnicas moleculares permiten detectar directamente el material
genético de T. pallidum en muestras bioldgicas. Entre ellas, la PCR se ha
utilizado ampliamente para identificar el ADN del microorganismo en
diversos tipos de muestras clinicas. En sangre periférica total, esta técnica
ha sido empleada para identificar ADN bacteriano asociado con la
diseminacion hematdgena del patdgeno, incluso durante etapas tempranas
de la infeccion o fases de latencia, cuando las pruebas serolégicas pueden

resultar indeterminadas o negativas(Grange et al., 2012; Shields et al., 2012).

Los genes 16S ARNr, polA y tpn47 de T. pallidum han sido evaluados como
blancos moleculares; tpn47 ha mostrado una adecuada especificidad
diagnostica debido a su conservacion genética y baja homologia con

treponemas no patogenos, reduciendo la posibilidad de amplificacion
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inespecifica (Gayet-Ageron et al., 2015; Salazar et al., 2024). La PCR
convencional dirigida a este gen ha sido utilizada en estudios
epidemiolégicos y de frecuencia poblacional debido a su reproducibilidad y
accesibilidad metodolagica (Mikhail et al., 2009; Orle et al., 1996; Palmer et
al., 2003). En comparacién con técnicas moleculares mas complejas,
presenta menores requerimientos de infraestructura y costos operativos,
favoreciendo su implementacion en regiones con recursos limitados

(Gayet-Ageron et al., 2009; Palmer et al., 2003).

En México, la informacion epidemioldgica sobre la infeccion por T. pallidum
es limitada. Un estudio nacional de seroprevalencia reporto una prevalencia
de anticuerpos antitreponémicos de 3.1% en adultos (Salazar et al., 2024).
Aunque los registros oficiales documentan miles de casos nuevos de sifilis
cada ano, es probable que estas cifras subestimen la magnitud de la
infeccion debido al subdiagnostico vy a las limitaciones asociadas con las
pruebas seroldgicas rutinarias (Ibanez-Cervantes et al., 2020). En la tltima
década se ha reportado un aumento de casos de sifilis, especialmente en
hombres y mujeres en edad reproductiva (Ibanez-Cervantes et al., 2020;
Rochel-Perez et al., 2024). Esta tendencia destaca la importancia de
incorporar herramientas diagndsticas complementarias, incluidas técnicas

moleculares en muestras de sangre periférica.

En el estado de Sinaloa, la informacion epidemiolégica sobre la infeccion
por T. pallidum es limitada, lo que dificulta determinar su magnitud y
comportamiento en la poblacion. Ademas, se carece de evidencia sobre el
uso de métodos moleculares para su deteccion, especialmente en muestras
de sangre periférica. Dada la importancia de la sifilis como problema de
salud publicay la falta de datos en laregion, este estudio evalu¢ la deteccion
de ADN de T. pallidum mediante PCR convencional dirigida al gen tpn47 en
muestras de sangre periférica de voluntarios atendidos en laboratorios

clinicos de Culiacan, Sinaloa.

MATERIALES Y METODOS
DISENO DEL ESTUDIO Y POBLACION

Se realizd un estudio transversal, descriptivo y observacional mediante
muestreo no probabilistico por conveniencia, que incluyd 74 muestras de
sangre periférica recolectadas en tubos con anticoagulante EDTA
procedentes de participantes voluntarios de cualquier grupo etario. Los
pacientes fueron atendidos en el Laboratorio de Analisis Clinicos de la
Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas de la Universidad Auténoma de

Sinaloa y en laboratorios privados de diagnostica clinico de Culiacan,
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Sinaloa, durante el periodo de mayo a diciembre de 2023. Para menores de
edad, se obtuvo el consentimiento de los tutores y el asentimiento del
participante. Se excluyeron muestras con volumen insuficiente o con
condiciones inadecuadas para el andlisis molecular. Debido al caracter
anonimizado del estudio, no se contd con informacion sobre el historial
medico, sospecha clinica, tratamiento previo o diagnostico previo de sifilis.
El protocolo fue aprabado por el Comité de Etica e Investigacion del Hospital
de la Mujer, Culiacan, Sinaloa (Dictamen 20230213), y el manejo de los datos

se realizo conforme alos principios de la Declaracion de Helsinki.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizd a partir de 3 mL de sangre periférica
utilizando la metodologia descrita por Gustincich et al., (1991), con
madificaciones menares. Las muestras se sometieron a lisis eritrocitaria
con buffer BLE (Red Blood Cell Lysis Buffer), sequida de centrifugacion para
recuperar la pastilla celular. Posteriormente, las células se lisaron con
buffer DTAB al 8% (bromuro de dodeciltrimetilamonio) y el ADN se purificé
mediante extraccién con cloroformo y precipitacion con CTAB (bromuro de
cetiltrimetilamonio) y etanol absoluto. EI ADN obtenido se lavé con etanol al
70%, se resuspendié en agua desionizada estéril y se almacen6 a -20 °C

hasta su uso.

La concentracién y pureza del ADN se determinaron mediante
espectrofotometria en un NanoDrop™ 2000 Spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). La integridad del ADN se verificé
mediante la metodologia descrita por Kim et al. (2020), con la amplificacion
de un fragmento de ~600 pb del gen (-actina como control interno,
utilizando los primers 5-GCA CCA CAC CTT CTA CAA TG-3'y 5-TGC TTG CTG

ATC CAC ATC TG-3..

PCR para tpn47

La amplificacion del gen tpn47 de T. pallidum subsp. pallidum se realizo
siguiendo el pratocolo establecido por Pinilla et al., (2015). Se emplearon un
par de primers dirigidos al gen, cuya especificidad se confirmd previamente
mediante andlisis bioinformatico utilizando la herramienta Primer-BLAST
del National Center for Biotechnology Information (NCBI), empleando la
secuencia (CP148145.1) del gen tpn47 como referencia. La reaccion de PCR
se realizd en un volumen final de 20 pL, utilizando MgCl, 3 mM, dNTPs 200
UM, 0.25 pM de cada oligonucleétido iniciador (tpn47-1sifF: 5-
GCATTGTCTTAAGGCCGTTG-3'y tpn47-1sifR: 5-AAGCAGTCGAGGGTGCAGTA-3),
0.5 U de Tag ADN polimerasa (Promega®, Madison, WI, USA)y 100 ng de ADN

32
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molde. La reaccion se llevd a cabo en un termociclador Bio-Rad T100
Thermal Cycler(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) con un programa de
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min, sequido de 35 ciclos de 94 °C por
30's, alineamiento a 62 °C por 30 s y extension a 72 °C 30s, 72 °C 5 min, con
un producto de amplificacion esperado de 210 pb (Pinilla et al., 2015). Los
productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2 % tefido con GelRed® (Biotium, Fremont, CA, USA). En cada experimento
se incluyo un control positivo, ADN previamente confirmado coma positivo
para T. pallidum mediante técnicas serolégicas (TPPA/FTA-ABS, pruebas de
referencia para el diagnastico de sifilis), asi como un control negativo con
agua libre de nucleasas para descartar contaminacion y amplificacion

inespecifica.

ANALISIS ESTADISTICO

El anédlisis estadistico se lleva a cabo utilizando GraphPad Prism version 9.
Las variables cuantitativas se presentaron como media + desviacion
estandar (DE) y rango. La frecuencia de positividad molecular se estimd
mediante intervalos de confianza del 95 % (IC95 %). Paralas comparaciones
entre grupos se utilizd la prueba exacta de Fisher, y las razones de
prevalencia (RP) se calcularon con sus respectivos IC35%. Se considerd un

valor de p < 0.05 como estadisticamente significativo.

RESULTADOS Y DISCUSION

La integridad del ADN genomico extraido de las 74 muestras de sangre
periférica se evaluo mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Todas
las muestras presentaron bandas integras y definidas, lo que indica una
adecuada conservacion del material genetico. La cuantificacion
espectrofotométrica mediante NanoDrop mostré una concentracion
promedio de ADN de 310.66 ng/uL (DE: +45.2 ng/uL)y una relacion A260/280
de 1.87. Este valor se encuentra dentro del intervalo esperado para ADN de
buena pureza(1.8-2.0). lo que sugiere baja contaminacion proteicay calidad

adecuada del material genético.

La integridad y capacidad de amplificacién del ADN se verificé mediante la
amplificacion de un fragmento del gen constitutivo f-actina, lograndose
amplificacion en el 100% de las muestras analizadas (Figura 1A). Estos
resultados sugieren la ausencia de inhibidores que puedan afectar la PCRy
confirman la calidad del ADN utilizado. El incluir de controles internos en los
ensayos moleculares nos permitio evaluar la calidad del ADN y reducir la
posibilidad de resultados falsamente negativos asociados con fallas

técnicas o inhibicion de la reaccion. En este estudio, la amplificacion del
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gen B-actina en todas las muestras fue consistente con una adecuada
integridad del material genetico. Dado que las muestras se recolectaron en
tubos con EDTA, la posibilidad de interferencia asociada con
anticoagulantes como la heparina fue minimizada, ya que se ha reportado
que esta puede afectar la actividad de la ADN polimerasa y disminuir la

eficiencia de amplificacion (Yokota et al., 1999).

A) MC- C+ 1 2 3 4

~B00 pb
500 pb
200 pb

210 pb

Figura 1. Identificacion molecular de T. pallidum. A) Amplificacion del gen B-actina
(~B00 pb). B) Amplificacion del gen tpn47(210 pb) en muestras de sangre periférica.
M: marcador 100 pb; C-: control negativo (ausencia de ADN) C+: Control positivo (ADN
de T. pallidum); carriles 1-4: muestras positivas representaivas de participantes
voluntarios que acudieron a laboratorios de analisis clinicos. Electroforesis en gel de
agarosaal 2 %, 120 V.

Los oligonucledtidos empleados para la amplificacion del gen tpn47 de T.
pallidum fueron evaluados mediante anélisis bioinformatico utilizando la
herramienta PCR in Silico Simulation of Molecular Biology Experiments, con
la secuencia de referencia T. pallidum strain SS14-GFP (CP148145.1)
disponible en GenBank. El anélisis confirmd la alineacion especifica de los
primers sobre la region blanco y la generacion tegrica de un fragmento de
aproximadamente 210 pb en cepas patdgenas. La especificidad de los
oligonucledtidos se corroboré mediante BLASTn, sin identificarse
alineamientos con secuencias humanas ni con 0tros microorganismos no

relacionados, lo que respalda la especificidad tedrica de la PCR utilizada

(datos no mostrados).

La seleccion del gen tpn47 como blanco molecular se fundamento en la
evidencia disponible en comparacion con otros genes empleados para la
deteccion de T. pallidum, como polA (ADN polimerasa 1) y flaA (flagelina).
Diversos estudios han senalado que tpn47 constituye una diana adecuada
debido a su naturaleza de copia Unica y a la presencia de regiones

conservadas que favorecen una hibridacion eficiente de los primers.
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Aunque polA ha mostrado un buen desempeno diagndstico en varios
estudios (Liu et al., 2001), andlisis de epidemiologia molecular han descrito
variabilidad genética entre cepas de T. pallidum que podria afectar el
rendimiento analitico de algunos ensayos de amplificacion (Cejkova et al.,
2015; Giacani & Lukehart, 2014). Ademas, tpn47 presenta especificidad para
T. pallidum subsp. pallidum y no amplifica fragmentos de treponemas no
patégenos, lo que representa una ventaja frente a flaA, debido a la
homologia descrita entre este ultimo y otras especies treponémicas
(Centurion-Lara et al., 1997). La proteina TpN47 codificada por este gen es
inmunogeénica y se expresa durante el curso de la infeccion, por lo que
constituye un blanco molecular Util incluso en etapas tempranas de
bacteriemia (Pillay et al., 1998). Adicionalmente, estudios previos han
reportado sensibilidades elevadas para tpn47 en muestras de lesiones
primarias y un desempeno diagndstico variable pero consistente en sangre
periférica, superando en algunos estudios el rendimiento observado con
otros marcadores moleculares (Gayet-Ageron et al., 2015; Marks et al., 2018).
Esta robustez analitica es particularmente importante en el contexto de la

sifilis, donde la carga bacteriana en sangre es tipicamente bajay transitoria.

En el presente estudio se logro detectar la presencia de ADN de T. pallidum
en 8 de las 74 muestras evaluadas, frecuencia de deteccion del 10.8 % (IC95
%: 4.8-20.5 %). Las muestras positivas presentaron el amplican esperado
de 210 pb (Figura 1B), consistente con la especificidad esperada del ensayo.
Esta frecuencia es superior ala seroprevalencia reportada en donadores de
sangre en México (0.64 %)(Mejia-Aquirre et al., 2025), y se encuentra dentro
del rango descrito en otros estudios moleculares en sangre periférica,
donde las tasas de deteccion varianentre el 2 % y el 15 % (Costa-Silva et al.,
2018; Grange et al., 2012). La deteccion del 10.8 % sugiere la presencia de
ADN treponémico circulante enla poblacion estudiada. Dicha frecuencia fue
superior a algunas seroprevalencias previamente reportadas en
poblaciones mexicanas especificas, lo cual tiene implicaciones importantes
para las estrategias de prevencion y control. Esta discrepancia entre la
deteccion molecular y la seroprevalencia reportada podria explicarse por
diferencias metodologicas entre la deteccion molecular y serologica, asi
como por las caracteristicas poblacionales incluidas en cada estudio.
Algunos individuos padrian haber eliminada la infeccion espontdneamente
o0 posterior al tratamiento sin desarrollar anticuerpos persistentes. Ademas,
la poblacion de donadores de sangre suele estar sometida a criterios de
exclusion asociados con factores de riesgo, mientras que en el presente

estudio se incluy6 poblacion general joven sin dicho filtro. Estos hallazgos
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sugieren la utilidad potencial de la PCR como herramienta para la deteccion
directa del microorganismo, particularmente en muestras de sangre
periférica, donde la bacteriemia suele caracterizarse por baja carga
bacterianay presencia transitoria del patdgeno en circulacion (Grange et al.,
2012). Sin embargo, debido a que el estudio se baso exclusivamente en
deteccion molecular y no incluyo evaluacion clinica ni pruebas serologicas,
los resultados deben interpretarse como evidencia de ADN treponémico

circulante y no como confirmacion definitiva de infeccion activa.

En Latinoamérica, la deteccién molecular de T. pallidum ha sido reportada
en varios paises con frecuencias variables. En Brasil, estudios en la region
amazonica han documentado la deteccion de ADN de T. pallidum en sangre
periférica mediante técnicas de PCR, con frecuencias cercanas al 5-7 % en
poblaciones comunitarias, utilizando principalmente genes diana como
polA (Avelino et al., 2023; Ferreira et al., 2014). En poblaciones de mayor
vulnerabilidad como en el norte de Brasil se han reportado prevalencias de
infeccion o exposicion que pueden superar el 10 % mediante enfoques
serolégicos y moleculares combinados (Avelino et al., 2023). En Chile y otros
paises de la region, estudios en poblaciones clave han descrito frecuencias
de infeccidn o exposicion treponémica superiores al 10% en grupos de alto
riesgo, lo cual es consistente con lo observado en nuestro estudio (Avelino
etal., 2023). En Peru, investigaciones han utilizado PCR mdltiple con genes
como tpn47 y polA, evidenciando una mayor sensibilidad diagndstica del
primero para la deteccion de ADN de T. pallidum en sangre periférica(Pinilla
etal., 2015). Estos hallazgos sugieren que el gen tpn47 representa una diana
molecular con buen desempeno para la deteccion de la bacteria en sangre
periférica en distintos contextos latinoamericanos. En México, los estudios
moleculares son limitados y se concentran principalmente en paoblaciones
de donadores de sangre, donde se ha reportado deteccion baja de ADN
treponémico mediante polA(Ferreira et al., 2014). Estas diferencias pueden
atribuirse tanto al tipo de poblacion estudiada como a la sensibilidad de los
blancos moleculares utilizados. Estos resultados aportan evidencia sobre la
deteccion molecular de T. pallidum en sangre periférica en el noroeste de
México y amplian el conocimiento sobre la circulacién del patégeno en la

poblacion joven de la region.

La incorporacion de herramientas moleculares para detectar T. pallidum
puede complementar los métodos diagnosticas actuales, especialmente en
fases tempranas de la infeccion. En estas etapas, las pruebas serologicas
pueden presentar sensibilidad limitada debido a titulos bajos o ala ausencia

de anticuerpos detectables(Heymans et al., 2010; Peeling et al., 2023). Se ha
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reportado que la PCR permite detectar ADN treponémico en sangre
periféricaincluso antes de la seroconversion en sifilis primaria(Flipse et al.,
2023), lo que sugiere su utilidad para el diagnostico temprano y la
identificacion de infecciones recientes en individuos asintomaticos. La
detecciondirectadel microorganismo, sindepender de la respuestainmune
del huésped, puede resultar util en poblaciones inmunocomprometidas, en
las que la produccion de anticuerpos puede estar alterada o retrasada. La
PCR dirigida al gen tpn47 podria contribuir a la deteccion temprana y

complementar los algoritmos diagndsticos convencionales.

En relacion con las caracteristicas sociodemograficas, la poblacion de
estudio estuvo conformada por 42 hombres (56.8 %)y 32 mujeres (43.2 %),
con edades entre 16 y 45 anos. La positividad para T. pallidum fue de 1.9 %
en hombres y 9.4 % en mujeres, sin diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (RP: 1.27; 1C95 %: 0.33-4.92; p = 0.727, prueba
exacta de Fisher)(Tabla 1). El intervalo de confianza amplio indica una baja
precision en la estimacién de la razén de prevalencias. Esto puede
relacionarse con el tamano muestral limitado y el reducido nimero de casos
positivos. Nuestros hallazgos son consistentes con la mayor incidencia de
sifilis reportada en varones a nivel mundial (Centers for Disease Control and
Prevention, 2022; Newman et al., 2015). En México, los sistemas de vigilancia
epidemiolégica han reportado consistentemente una razén hombre:mujer
que varia entre 2:1y 4:1 enlos ultimos anos, lo cual respalda la direccion de
la tendencia observada en nuestro estudio (Secretaria de Salud, 2015).
Diversos factores biolégicos, conductuales y sociales, incluyendo
diferencias en las redes de transmision sexual, préacticas sexuales de riesgo
(particularmente sexo sin proteccion entre hombres que tienen sexo con
hombres), menor acceso a servicios de salud preventiva y estigmatizacion,
podrian contribuir a este patron epidemiolégico (Refugio & Klausner, 2018;
Stoltey & Cohen, 2015; Tsuboi et al., 2021). Adicionalmente, se han reportado
que podrian existir diferencias en la respuesta inmune entre sexos que
influyan en la duraciéon y magnitud de la espiroquetemia, aunque se
requieren mas investigaciones para confirmar esta hipétesis (Peeling et al.,

2023).

La edad promedio de los individuos positivos fue de 21 afos (DE: 3.2). La
distribucion por grupo etario mostro frecuencias de positividad del 1.8 %
(4/34) en el grupo de 19-23 anos, 11.1 % (3/27) en el grupo de 16-18 afos y 7.7
% (1113) en el grupo de 24-45 anos (Tabla 2). Los grupos de 24-30 afos y 31-
45 anos fueron fusionados debido al reducido tamano muestral y a la

ausencia de casos positivos en el grupo de mayor edad, lo que resultd en un
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grupo combinado de 24-45 anos con 13 participantes y un caso positiva. Los
adolescentes y adultos jovenes de 16 a 23 anos representaron la mayor
concentracion de casos positivos con el 87.5% (7/8), lo que coincide con las
tendencias epidemiolégicas reportadas. Este patron coincide con las
tendencias epidemioldgicas globales que muestran una mayor frecuencia
de infecciones de transmision sexual en adolescentes y adultos jovenes
(Centers for Disease Control and Prevention, 2022; Newman et al., 2015). El
hecho de que solo se detectara un caso en el grupo de 24-45 anos, aunque
en parte explicable por el reducido tamafio muestral (n=13), también podria
reflejar diferencias en las conductas de riesga entre grupos etarios o una
mayaor conciencia sobre practicas sexuales seguras en adultos de mayor
edad. Factores como el inicio temprano de la actividad sexual, la
multiplicidad de parejas y el uso inconsistente de preservativos han sido
asociados previamente con una mayor incidencia de sifilis en poblaciones

jovenes (Dehne & Riedner, 2007; Organizacion Mundial de la Salud, 2023).

Tabla 1. Positividad para ADN de T. pallidum segun sexo

Sexo n Positivos n(%) RP(IC95%) Valor p*
Hombres 42 5(11.9) 1.27(0.33-4.92) 0.727
Mujeres 32 3(9.4) Referencia

Total 74 8(10.8)

*Prueba exacta de Fisher.
RP: Razon de Prevalencias (Prevalence Ratio).
IC95 %: Intervalo de confianza del 95 %.

Al comparar estos resultados con investigaciones previas, se observa
variabilidad en las tasas de deteccion molecular de T. pallidum, atribuible
principalmente a diferencias metodoldgicas y al tipo de muestra analizada.
Los estudios realizados en lesiones sifiliticas han reportado sensibilidades
superiores al 70-80 % (Costa-Silva et al., 2018; Koek et al., 2006). En
contraste, la deteccion en sangre periférica es menor, lo cual
probablemente se debe ala naturaleza transitoria de la bacteriemia (Grange
et al., 2012). Especificamente, para el gen tpn47, Koek et al. (2006)
reportaron una sensibilidad del 78% en muestras de lesiones primarias,
mientras que en sangre periférica la deteccion fue inferior al 15%. Nuestro
hallazgo de un 10.8% de positividad en sangre periférica se sitla dentro de
ese rango esperable. La frecuencia observada parece superior a la

seroprevalencia reportada en donadores de sangre en México (0.64 %)
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(Mejia-Aguirre et al., 2025) y también superior al 4.2 % encontrado en
poblacion general de Brasil (Costa-Silva et al., 2018). Estas diferencias
pueden explicarse por las particularidades metodoldgicas entre estudios
(PCR detecta ADN bacteriano circulante, mientras que las pruebas
serolégicas detectan respuesta inmunoldgica), asi como por diferencias en
la epidemiologialocal de sifilis, en los criterios de inclusion de participantes
y en la sensibilidad de los ensayos moleculares empleados. Una revision
sistematica y metaanalisis publicada en 2011 evidencid que la deteccion del
ADN bacteriano de T. pallidum en muestras de sangre es significativamente
menos sensible que en lesiones cutaneas, con unavariabilidad considerable
segun la técnica de PCR empleada y la poblacion estudiada (Peng et al.,
2011). Estudios mas recientes, como la revision de la literatura entre 1964 y
2017, confirman que las pruebas moleculares directas en sangre periférica
presentan rendimientos heterogéneos, y que la eleccion de la diana
genética (por ejemplo, genes como tpn47 o polA) influye en la sensibilidad,
aunque no se reporta una frecuencia global de deteccion consolidada (Theel
et al., 2020). Una revision sistematica sobre biomarcadores en sifilis ha
senalado que la PCR en sangre es una herramienta prometedora, aunque
aun presenta limitaciones en su estandarizacion, lo que contribuye a la
variabilidad en los porcentajes de deteccion reportados entre los estudios

(Lorenz et al., 2023).

Las pruebas serologicas convencionales también presentan limitaciones,
como falsos positivos en pruebas no treponémicas y dificultad para
diferenciar entre infeccion activa y pasada en pruebas treponémicas
(Satyaputra et al., 2021). En comparacidn, la PCR detecta directamente el
material genético del microorganismo y aporta informacion
complementaria en ciertos contextos clinicos. La persistencia del ADN
treponémico en sangre puede disminuir tras el tratamiento, mientras que
las pruebas seroldgicas pueden permanecer reactivas durante meses 0
anos. En algunos estudios longitudinales, la negativizacion de la PCR se
observd entre 2 y 4 semanas posteriores al tratamiento con penicilina,
sugiriendo su utilidad como indicador temprano de respuesta terapéutica
(Flipse et al., 2023). La combinacion de métodos moleculares y seroldgicos
podria mejorar la interpretacion diagnostica y apoyar la vigilancia

epidemiolégica de la sfilis (Treger et al., 2025).

Si bien este estudio se centrd en la deteccion del gen tpn47, los resultados
positivos permiten considerar analisis complementarios, como la
secuenciacién o genotipificacion de cepas circulantes, asi como la

evaluacion de mutaciones asociadas a resistencia antimicrobiana,

Revista online: https://revistas.uas.edu.mx/index.php/0BU/index

especialmente en el gen 23S rRNA relacionado con resistencia a macrolidos
(Lukehart et al., 2004; Stamm, 2010). Estas estrategias podrian fortalecer la

vigilancia molecular de la sifilis en México.

Tabla 2. Distribucion de la positividad para ADN de T. pallidum por grupo etario

Grupo etario Muestras Positivos n/N Positividad
(afios) analizadas n(%) (%) (%)
16-18 27(36.5) 3127 1A
19-23 34(45.9) 4/34 1.8
24-45* 13(17.8) 113 7.7
Total 74(100) 8/74 10.8

*Los grupos de 24-30y 31-45 se fusionaron par reducido tamafo muestral y ausencia
de positivos en el grupo de mayor edad.
Prueba exacta de Fisher: p > 0.05 (sin diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos etarios).

Entre las limitaciones del estudio se encuentran el tamano muestral
reducido y no probabilistico, lo que limita la generalizacion de los
resultados. La ausencia de informacion clinica y seroldgica impide
distinguir entre infeccion activa, infeccion latente o bacteriemia transitoria.
El diseno transversal no permite evaluar la evolucion de los casos. Ademas,
no se analizaron mutaciones asociadas a resistencia, lo que representa una
linea futura de investigacion. A pesar de estas limitaciones, el estudio
aporta evidencia preliminar sobre la deteccion de ADN de T. pallidum en la
poblacién analizada y sugiere la utilidad de integrar herramientas
moleculares y serolagicas en futuros estudios con disenos longitudinales y

muestras mas representativas.

CONCLUSIONES

Se detectd ADN de T. pallidum en muestras de sangre periférica mediante
PCR caonvencional dirigida al gen tpn47, con una positividad del 10.8% en la
poblacién analizada. Los resultados respaldan la utilidad potencial de este
gen como blanco molecular para la deteccion directa del microorganismo
en sangre periférica y representan una aproximacion preliminar al
diagndstico molecular de sifilis en el estado de Sinaloa. No obstante, se
requieren estudios con mayor ndmero de muestras, integracion de pruebas
serolégicas y evaluacion clinica para validar estos hallazgos y definir el
papel de las herramientas moleculares en la vigilancia epidemioldgica y el

diagnostico complementario de la sifilis en México.
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RESUMEN

Porphyromonas gingivalis es un patégeno estrechamente asociado a la periodontitis crénica, cuyas proteinas inmunogénicas desempenan funciones
esenciales en la interaccion hospedero-patdgeno y constituyen candidatos para el desarrollo de herramientas diagnosticas e inmunoterapéuticas. El
objetivo de este estudio fue identificar proteinas inmunogénicas de Porphyromonas gingivalis mediante un analisis inmunoguimico utilizando sueros de
ratones BALB/c inmunizados con un extracto proteico bacteriano (ECPg). EI ECPg se prepar¢ a partir de cultivos bacterianos (cepa ATCC 33277)y se empled
como antigeno en un esquema de inmunizacion intraperitoneal. La respuesta humoral se confirm¢ mediante ELISA. Posteriormente, el perfil proteico del
extracto se evalué mediante electroforesis SDS-PAGE al 12 %, mientras que las proteinas inmunogénicas se detectaron mediante Western blot utilizando
los sueros inmunes. EI ECPg presentd quince bandas proteicas, de las cuales siete (28, 33, 40, 54, 62, 72 y 104 kDa) fueron reconocidas por anticuerpos IgG
especificos. La proteina de 62 kDa(p62) mostrd la mayor inmunoreactividad, lo que sugiere que constituye el inmundgeno dominante del extracto. El andlisis
in silico permitio asignar la identidad putativa de seis proteinas, correspondientes a Omp28, fimbria Mfab, Omp40, fimbria Mfal, fosfotransacetilasa y
gingipaina K, mientras que p62 permanecio sin identificacion. Estos resultados demuestran que el ECPg contiene multiples antigenos capaces de evocar
una respuesta humoral especifica y amplian el conocimiento del repertorio antigénico de Porphyromonas gingivalis, proporcionando una base para la

caracterizacion estructural, funcional e inmunoldgica futura, en especial de p62.

Palabras clave: Porphyromonas gingivalis, Periodontitis, Antigenos, Bacteria, Western blot, Inmunoglobulina G

ABSTRACT

Porphyromonas gingivalis is a major periodontal pathogen whose immunogenic proteins play essential roles in host-pathogen interactions and represent
promising targets for the development of diagnostic and immunotherapeutic strategies. This study aimed to identify immunogenic proteins of
Porphyromonas gingivalis through an immunochemical analysis using sera from BALB/c mice immunized with a bacterial crude protein extract (ECPg). The
ECPg was prepared from bacterial cultures (strain ATCC 33277) and used as an antigen in an intraperitoneal immunization protocol. The humoral immune
response was confirmed by ELISA. Protein composition was analyzed by 12 % SDS-PAGE, whereas immunoreactive proteins were detected by Western blot
using immune mouse sera. Fifteen protein bands were identified in the ECPg, of which seven(28, 33, 40, b4, 62, 72, and 104 k Da) were recognized by specific
IgG antibodies. The 62-kDa protein (p62) exhibited the strongest immunoreactivity, suggesting that it represents the dominant immunogen within the
extract. In silico analysis enabled the putative identification of six immunareactive proteins as 0mp28, Mfab fimbrial protein, Omp40, Mfal fimbrial protein,
phosphotransacetylase, and K gingipain, whereas p62 remained unidentified. These findings demonstrate that the ECPg contains multiple antigens capable
of eliciting a specific humoral immune response. Although protein identities remain putative and rely on bioinformatic correlation, this study expands the
current knowledge of the antigenic repertoire of Porphyromonas gingivalis and provides a foundation for future structural, functional, and immunological
characterization, particularly of the highly immunoreactive p62 protein.

Keywords: Porphyromonas gingivalis, Periodontitis, Antigens, Bacterium, Western Blotting, Immunoglobulin G
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INTRODUCCION

Porphyromonas gingivalis es un patégeno anaerobio Gram negativo
asociado a la patogénesis de la periodontitis cronica, una enfermedad
periodontal inflamatoria que se caracteriza por la afectacion de los tejidos
de soporte del 6rgano dental, cuya prevalencia global se estima entre el 20
% y el 50 % de la poblacion adulta (Nazir et al., 2020; Olivaet al., 2022). Esta
patologia puede progresar desde formas leves caracterizadas por gingivitis
reversible, hasta estados avanzados que implican la destruccion del
ligamento periodontal, pérdida ¢sea alveolar y eventual pérdida dentaria
(Sanchez et al., 2022). Ademas de sus manifestaciones locales, la
periodontitis ha sido vinculada con diversas manifestaciones sistémicas,
como enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus y trastornos
neurodegenerativos, lo que resalta laimportancia clinica de Porphyromonas
gingivalis y suimpacto en la salud publica (Messina et al., 2025).

La capacidad de Porphyromonas gingivalis para colonizar y persistir en el
hospedero se atribuye a la expresion de mdiltiples factores de virulencia,
entre los que destacan proteinas de superficie y componentes
extracelulares implicados en procesos de adhesion, invasion y evasion de la
respuesta inmune (Xu et al., 2020; Lunar & Cascales, 2021). Estas proteinas
pueden ser reconocidas por el sistema inmune, evocando la respuesta
humoral especifica mediada por linfocitos B y la produccion de
inmunoglobulinas, particularmente del isotipo IgG (Lunar & Cascales, 2021).
En este escenario, la identificacion de proteinas inmunogenicas constituye
una estrategia relevante para comprender los mecanismos de interaccion
hospedero-patogeno, asi como la identificacion de blancos con potencial
aplicacion en el diagndstico o en el desarrollo de estrategias terapeuticas.
Diversos estudios han demostrado que pacientes con enfermedad
periodontal desarrollan anticuerpos circulantes dirigidos contra proteinas
especificas de este microorganismo, lo que refleja una interaccion
dinamica entre la respuesta inmune adaptativa y los factores de virulencia
bacterianos (Chen et al., 1991; Franca et al., 2007). En este escenario, la
identificacion de proteinas reconocidas por anticuerpos constituye una
aproximacion util para comprender los mecanismos de reconocimiento
inmunolégico que ocurren durante la infeccién, asi como para seleccionar
candidatos susceptibles de emplearse en el desarrollo de herramientas
diagndsticas o de intervencion biotecnolégica.

A pesar de los avances en la caracterizacion genomica de Porphyromonas
gingivalis, una proporcion considerable permanece pobremente
caracterizada o carece de asignacion funcional definida (Reyes, 2021). En

este contexto, el andlisis inmunoquimico de extractos proteicos
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bacterianos representa una aproximacion biomédica Util para identificar
proteinas inmunogénicas capaces de evocar una respuesta inmune
adaptativa. La integracion del andlisis in silico con la inmunoguimica,
permite propaner la identidad putativa de dichas proteinas como un primer
acercamiento hacia la caracterizacion estructural y funcional.

En este estudio, se empled un modelo murino con ratones de la cepa
BALB/c inmunizando con un extracto proteico de Porphyromonas gingivalis
(ECPg) con el objetivo de identificar proteinas inmunogénicas reconocidas
por anticuerpos IgG mediante técnicas inmunoquimicas, como ELISA y
Western blot. Adicionalmente, se realizo un anélisis in silico para proponer
la identidad putativa de las proteinas inmunogénicas detectadas,
estableciendo asi una base para el desarrollo de futuros estudios dirigidos

a su caracterizacion bioguimicay funcional.

MATERIALES Y METODOS
CEPA BACTERIANA Y CONDICIONES DE CULTIVO

Se empled la cepa de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, la cual se
cultiva en medio Brain Heart Infusion (BHI) (Sigma-Aldrich, EE. UU.)
suplementado con hemina (5 ug/mL) (Sigma-Aldrich, EE. UU.), vitamina K (1
ug/mL) (Sigma-Aldrich, EE. UU.), y L-Cisteina (500 mg/mL) (Sigma-Aldrich,
EE. UU.). Los cultivos se incubaron a 37 °C bajo condiciones estrictas de
anaerobiosis, conforme a las recomendaciones del proveedor y a

procedimientos previamente descritos (Sieminska et al., 2021).

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratones BALB/c hembra de 6-8 semanas de edad, mantenidos
bajo condiciones controladas de temperatura, humedad y ciclo luz-
oscuridad, con acceso ad libitum a agua potable y alimento comercial
estandarizado para roedores de laboratorio Nutricubos® (Purina, México).
Los animales fueron alimentados con pellets formulados especificamente
para roedores de laboratorio, cuya compasicion proximal fue: proteina 23
%, grasa 3 %, fibra6 %, humedad 12 %, cenizas 7 %, calcio 1 %, fosforo 0.60
% y extracto libre de nitrageno (E.L.N.) 49 %. Esta formulacion esta
disenada para satisfacer los requerimientos nutricionales durante todas las
etapas del ciclo de vida de los roedores y contribuir a la reduccion de la
variabilidad biolégica en estudios experimentales de largo plazo. Todos los
procedimientos experimentales se realizaron de conformidad con las

normas institucionales para el cuidado y uso de animales de laboratario y
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fueron aprobados por el Comité de Etica correspondiente de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Auténoma de Sinaloa.

OBTENCION DEL EXTRACTO PROTEICO DE P. GINGIVALIS

La biomasa bacteriana obtenida de cultivos en fase exponencial fue
recuperada mediante centrifugacion a 5 000 x g durante 20 min a 4 °C. El
pellet celular se resuspendid en una variante del amortiguador de
rehidratacion (BHR) sin anfolitos, compuesto por urea 8 M, 3-[(3-
(CHAPS) al 2 %,

ditiotreitol (DTT) 50 mM y un cactel comercial de inhibidores de proteasas

colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato

cOmplete (Sigma-Aldrich, EE. UU.) sin ajuste de pH, conforme a las
recomendaciones para el enfoque isoeléctrico en gradientes de pH
inmovilizados, siguiendo el procedimiento descrito por Piedra-Quintero et
al.(2015), con modificaciones menares. La suspension bacteriana se incub6
durante 1 h a 4 °C y posteriormente fue sometida a disrupcion celular
mediante un sonicador Ultrasonic Homagenizer 4710 (Cole Palmer, EE. UU.)
configurado a una potencia de salida de 50 W'y frecuencia de operacion de
20 kHz, utilizando tres ciclos de 30 s con intervalos de 30 s, manteniendo la
muestra en hielo durante todo el procedimiento. El lisado obtenido se
centrifugd a 13,000 x g durante 10 min y el sobrenadante fue recuperado
para precipitacion proteica mediante la adicion de ocho volimenes de
acetona(Sigma-Aldrich, EE. UU.) fria, incubandose posteriormente a -20 °C
durante 12 h. El precipitado proteico se recuperd por centrifugacion a
13,000 x g durante 10 min y se lavd cinco veces con 1 mL de metanol (JT
Baker, EE. UU.) frio, eliminando completamente el disolvente entre cada
lavado. Finalmente, las proteinas fueron secadas en un termobloque
(Joanlab, China), resuspendidas en BHR e incubadas a 4 °C durante 48 h
para favorecer su completa solubilizacion. La concentracion proteica se
determiné mediante el micrométodo de Bradford empleando un reactivo
comercial (Sigma-Aldrich, EE. UU.), en microplacas de poliestireno con
fondo plano, tipo ELISA (Thermo-Fisher Scientific, EE. UU.). La absorbancia
se registrd a 550 nm empleando un lector de microplacas Sinergy HTX

(Biotek, EE. UU.)(Piedra-Quintero et al., 2015; Villa-Medina et al., 2025).

ANTICUERPOS ANTI-ECPg

Los ratones fueron inmunizados por via intraperitoneal con 50 ug de
extracto proteico de Porphyromonas gingivalis (ECPg) por dosis, siguiendo
un esquema de tres inmunizaciones separadas por intervalos de diez dias
(dia O, dia 10, dia 20) (Lopez-Mareno et al., 2003). La primera dosis se

emulsificd 1:1 con adyuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich, EE. UU.),
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mientras que las dos inmunizaciones posteriores se prepararon
individualmente con adyuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich, EE.
UU.). Se obtuvieron muestras sanguineas antes de la primera inmunizacion
y siete dias después del ultimo refuerzo. Para ello, los animales fueron
sujetados manualmente y la cola se calenté 5 minutos con una lampara
infrarroja de escritorio con bombillo de 100 W (Philips, EE. UU.) para
favorecer la vasodilatacion. Se efectud una puncion de la vena caudal, con
una aguja estéril 25 G (BD, EE. UU.), recolectando por goteo en un tubo
conico estéril tipo Eppendorf de 1.5 mL (Axygen, EE. UU.), aproximadamente
200 pL de sangre. Posteriormente, se aplico presion suave con gasa estéril
en el sitio de la puncion, hasta detener el sangrado. Este procedimiento se
realizd siguiendo las guias de buenas préacticas para la obtencion de sangre
en roedores (Diehl et al., 2001). La sangre se dejo coagular a temperatura
ambiente y posteriormente fue centrifugada para recuperar el suero, el cual

se almacend a -20 °C hasta su utilizacion (Lopez-Moreno et al., 2003).

DETERMINACION DE ANTICUERPOS MEDIANTE ELISA

La produccion de anticuerpos IgG especificos contra el ECPg fue
determinada mediante un ensayo inmunoenzimatico indirecto (ELISA),
siguiendo el procedimiento descrito previamente por Lopez-Moreno et al.
(2003). Brevemente, placas de alta afinidad para proteinas (Thermo Fisher
Scientific, EE. UU.) fueron sensibilizadas con ECPg (50 pg/mL) preparado en
amortiguador de carbonatos (pH 9.5). Después del bloqueo con leche
descremada (Nestlé, EE. UU.) al 5 % preparada en amortiguador salino de
fosfatos (PBS o PBST por sus siglas en inglés), a pH 7.2, suplementado con
Tween 20 Sigma-Aldrich, EE. UU. al 0.1 %). Las placas se incubaron con
diluciones seriadas de los sueros preinmunes e inmunes. La deteccion se
realiz utilizando un anticuerpo anti-IgG de ratan conjugado con peroxidasa
de rabano picante (HRP) (BioLegend, EE. UU.)(diluido 1:4000 en PBST)y o-
fenilendiamina (1 mg/mL) (Sigma-Aldrich, EE. UU.) como sustrato
cromogenico, disuelta en amortiguador de citratos pH 5.6 suplementado
con Hq02. La reaccion se detuvo con HzS04 (JT Baker, EE. UU.)J 1My la
absorbancia se registré a 490 nm empleando un lector de microplacas
Sinergy HTX (Biotek, EE. UU.)(Lopez-Moreno et al., 2003).

OBTENCION DEL PERFIL PROTEICO DE ECPg

El perfil proteico del ECPg se evalud mediante electroforesis SDS-PAGE al
12 % de acuerdo con el método descrito originalmente por Laemmli y

adaptado previamente por Gonzalez et al. (2024). Se cargaron 5y 10 g de
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proteina por carril y la separacion electroforética se efectuo a 100 V durante
90 min. Los geles fueron tefiidos con azul brillante de Coomassie G-250
(Bio-Rad, EE. UU.)y posteriormente destefidos con una solucion de metanol
40 %, acido acético glacial 10 % y agua desionizada 50 % (ambos reactivos
fueron de la marca JT Baker, EE. UU.). La estimacién del peso molecular se
realizd empleando un marcador comercial pretefido Dual-color (Bio-Rad,

EE. UU.)y el software PDQuest (Bio-Rad, EE. UU.)(Gonzalez et al., 2024).

IDENTIFICACION INMUNOQUIMICA MEDIANTE WESTERN BLOT

Las proteinas separadas por SDS-PAGE fueron transferidas a membranas
de nitrocelulosa de 0.22 um(GE Healthcare, EE. UU.) mediante transferencia
humeda utilizando amortiguador de Towbin (Bio-Rad, EE. UU.).
Posteriormente, las membranas fueron bloqueadas con leche descremada
(Nestlé, EE. UU.)al b % preparada en PBST y cortadas en tiras individuales
de 3 mm aproximadamente. Cada tira fue incubada independientemente
con sueros preinmunes o inmunes diluidos 1:100, incluyendo controles
negativos consistentes en membranas incubadas Unicamente con PBST o
en ausencia de anticuerpo primario. La deteccion de los inmunocomplejos
se realizd utilizando el mismo anticuerpo secundario anti-IgG-HRP
empleado en ELISA y diaminobencidina (DAB, Research Organics, EE. UU.)

como sustrato cromogénico (Villa-Medina et al., 2025).

IDENTIFICACION PUTATIVA DE PROTEINAS INMUNOGENICAS

Los pesos moleculares estimados para las bandas inmunorreactivas fueron
comparados con la informacion disponible en las bases de datos Protein
Data Bank (PDB), UniProt y National Center for Biotechnology Information
(NCBI), con el proposito de proponer la identidad putativa de las proteinas

reconocidas inmunolégicamente.

PREDICCION DE LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL MEDIANTE
ALPHAFOLD

Para aquellas proteinas cuya estructura experimental no se encontraba
disponible en el Protein Data Bank (PDB), se recuperaron las secuencias de
aminoé&cidos en formato FASTA desde la base de datos del National Center
for Biotechnology Information (NCBI) y se emplearon para la prediccion
estructural utilizando la plataforma AlphaFold 3(Abramson et al., 2024). Este
algoritmo emplea un modelo de inteligencia artificial basado en aprendizaje
profundo que integra informacién derivada de la secuencia primaria,

alineamientos multiples de secuencias (MSA), busqueda de estructuras
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homologas, representaciones de pares de residuos(Pairformer)yun madulo
generativo basado en difusion (Diffusion Module) permitiendo generar
modelos tridimensionales a resolucion atémica mediante procesos
iterativos de refinamiento (recycling). (Abramson et al., 2024). La calidad de
los modelos obtenidos fue evaluada mediante los parametros de confianza
proporcionados automaticamente por el servidor. La confiabilidad local de
cada residuo se estimo utilizando el Predicted Local Distance Difference
Test (pLDDT), considerando valores >30 como predicciones de muy alta
confianza, entre 70 y 80 como modelos confiables, entre 50 y 70 como
regiones de baja confianza y valores <50 como regiones probablemente
desordenadas o estructuralmente inciertas. Asimismo, se examind el
Predicted Aligned Error (PAE) para evaluar la confianza relativa entre
diferentes regiones estructurales y el Predicted Template Modeling score
(pTM) como indicador de la confiabilidad global del plegamiento proteico.
Los modelos obtenidos fueron empleados para apoyar la interpretacion
estructural y funcional de las proteinas inmunogénicas identificadas de

manera putativa.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datas obtenidos en el ensayo ELISA fueron expresados como la media
+ desviacion estandar (DE) de tres ratones BALB/c. La respuesta humoral
especifica contra el ECPg fue evaluada mediante un anélisis de varianza de
dos vias con medidas repetidas, considerando como variables
independientes el estado inmunolagico (preinmune e inmune) y la dilucion
serica. La correccion de Geisser-Greenhouse fue aplicada cuando no se
asumio esfericidad. Posteriormente, las diferencias entre medias fueron
evaluadas mediante la prueba de comparaciones multiples de Sidak. Se
consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando p < 0.05.
Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad

Prism version 8.0 (GraphPad Software, EE. UU.).

RESULTADOS Y DISCUSION

IDENTIFICACION DE PROTEINAS INMUNOGENICAS DE P. gingivalis

El andlisis electroforético mediante SDS-PAGE al 12 % permitio identificar
quince bandas proteicas en el extracto proteico crudo de Porphyromonas
gingivalis (ECPg), distribuidas en un rango aproximado de 12 a 150 kDa
(Figura 1A). La presencia de multiples componentes proteicos evidencia la

complejidad del repertaorio molecular presente en esta bacteria y concuerda

con el hecho de que Parphyromonas gingivalis expresa una amplia
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Figura 1. Inmunoquimica de Porphyromonas gingivalis. A. Perfil proteico con 15 bandas presentes en el carril 2 de la muestra con 10 pg del ECPg de 12 a 150 kDa, carril 1, 5 mg
del ECPg. B. ELISA de IgG anti-ECPg, los datos corresponden a la media = SD de tres ratones BALB/c. Las diferencias entre sueros preinmunes e inmunes fueron evaluadas
mediante ANOVA de dos vias con medidas repetidas sequido de la prueba de comparaciones mdltiples de Sidak (**p<0.01; **p<0.001; ****p<0.0001). C. Western blot de IgG
anti-ECPg Deteccian de 7 bandas inmunogeénicas del ECPg(28, 33, 40, 54, 62, 72 y 104 kDa), sienda la mas prominente p62, dilucian de los sueros 1:100. Resultado representativo

de 3 experimentos independientes.

diversidad de proteinas estructurales, metabolicas y asociadas a virulencia
que participan en la colonizacion del hospedero y en la progresion de la
enfermedad periodontal (Mysak et al, 2014; Xu et al, 2020). La
heterogeneidad observada en el perfil proteico es consistente con estudios
previos realizados en extractos bacterianos completos de Porphyromonas
gingivalis, donde se ha documentado la presencia simultédnea de proteinas
de membrana externa, fimbrias, proteasas y enzimas metabolicas con
capacidad para interactuar con el sistema inmune del hospedero(Francaet
al., 2007; Hirai et al., 2020). Debido a que el extracto utilizado corresponde
a una preparacion proteica compleja obtenida a partir de cultivos
completos, era esperable detectar un nimero elevado de bandas proteicas
distribuidas en diferentes rangos de peso molecular.

La inmunizacion de ratones BALB/c con el extracto proteico de
Porphyromonas gingivalis (ECPg) indujo una respuesta humoral especifica
de tipo IgG, la cual fue evaluada mediante ELISA indirecto empleando

diluciones seriadas de los sueros obtenidos antes y después del esquema
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de inmunizacion (Figura 1B). En todas las diluciones analizadas, los sueros
inmunes presentaron valores de densidad optica significativamente
superiores a los observados en los sueros preinmunes, evidenciando el
reconocimiento especifico de los antigenos presentes en el ECPg. El
andlisis estadistico mediante ANOVA de dos vias con medidas repetidas
mostro un efecto significativo tanto del estado inmunolégico (preinmune
versus inmune) como de la dilucion sérica, asi como una interaccion
significativa entre ambos factores (Interaccion: F(4,16)=287.4, p<0.0007;
F(1,4)=2824, p<0.0001;
F(2.077,8.309)=591.6, p<0.0001). Estos resultados indican que la magnitud

condicion  inmunologica: dilucion  sérica:
de larespuesta humoral dependio simultaneamente de lainmunizaciény de
la dilucion evaluada.
Las comparaciones multiples de Sidak confirmaron diferencias
significativas entre los sueros preinmunes e inmunes en todas las
diluciones estudiadas. Las mayores diferencias se observaron en las

diluciones mas bajas, donde los sueros inmunes alcanzaron valores
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promedio de densidad dptica entre 2.434 y 1.948 unidades, mientras que los
sueros preinmunes mostraron valores entre 0.321y 0.135 unidades. Aun en
las diluciones mas altas evaluadas, las diferencias continuaron siendo
estadisticamente significativas (p<0.0001), demostrando la persistencia de
anticuerpos especificos circulantes contra los antigenos del ECPg. Desde
una perspectiva biologica, el patron observado es consistente con una
respuesta humoral secundaria caracterizada por la expansion clonal de
linfocitos B especificos y la produccion de anticuerpos IgG de alta afinidad.
La disminucion progresiva de la sefal conforme aumentd la dilucion sérica
refleja un comportamiento dependiente de la concentracion de
anticuerpos, mientras que la conservacion de diferencias significativas
entre los grupos inmunes y preinmunes en todo el rango de diluciones
confirma que la inmunizacion fue capaz de inducir una respuesta
adaptativa prominente contra proteinas de Porphyromonas gingivalis.
Resultados similares han sido reportados para antigenos de esta bacteria
tanto en modelos experimentales como en individuos expuestos ainfeccion
periodontal (Chen et al., 1991; Franca et al., 2007). En este sentido, los
resultados obtenidos respaldan la capacidad inmunogénica del extracto
proteico empleado y validan el uso de los sueros generados para la
identificacion posterior de proteinas inmunorreactivas mediante Western
blot. La prominente magnitud de la respuesta humoral observada después
del esquema de inmunizacion sugiere que el ECPg contiene multiples
determinantes antigénicos capaces de evocar clonas especificas de
linfocitos By promover su diferenciacion a células plasmaticas productoras
de 1gG, observable en respuestas inmunes secundarias o de memoria
(Cancro & Tomayko, 2021). La persistencia de diferencias significativas
entre los grupos preinmune e inmune incluso en las mayores diluciones
evaluadas indica que la inmunizacién gener¢ anticuerpos con una alta
afinidad y concentracion suficientes para mantener el reconocimiento
antigénico bajo las condiciones de alta dilucion sérica evaluada. Este
comportamiento ha sido descrito previamente para proteinas
inmunogénicas de Porphyromonas gingivalis, las cuales evocan potentes
respuestas humorales, tanto en modelos experimentales como en personas
expuestas a enfermedad periodontal crénica(Chen et al., 1991; Francaet al.,
2007). Adicionalmente, la diferencia observada entre los sueros preinmunes
e inmunes confirma que las senales detectadas posteriormente en las
membranas inmunorreveladas corresponden a un reconocimiento
especifico inducido por la inmunizacion y no a reactividad basal

preexistente.
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La respuesta humoral observada en los animales inmunizados también
sugiere que los antigenos presentes en el ECPg poseen una elevada
capacidad para ser procesados y presentados por células presentadoras de
antigeno, promoviendo el desarrollo de mecanismos dependientes de
linfocitos T cooperadores y promoviendo la diferenciacion de linfocitos B
hacia ceélulas plasmaticas secretoras de IgG. La magnitud de la sefal
detectada mediante ELISA indicaque la inmunizacion generd una respuesta
sostenida contra diversos componentes presentes en el extracto
bacteriano, fendmeno que resulta congruente con la complejidad proteica
observada posteriormente mediante SOS-PAGE y Western blot.

El analisis por Western blot revelo la existencia de siete proteinas
inmunaorreactivas con pesos moleculares aproximados de 28, 33, 40, b4, 62,
72y 104 kDa(Figura 1C, Tabla 1), indicando que Unicamente una fraccion del
repertorio proteico presente en el ECPg fue reconocida por los anticuerpos
IgG inducidos durante la inmunizacion. La deteccion de multiples proteinas
inmunorreactivas coincide con observaciones previas realizadas en
pacientes con periodontitis cronica y en modelos experimentales, donde se
ha demostrado que la respuesta humoral frente a Porphyromonas gingivalis
esta dirigida contra diversos antigenos bacterianos simultdneamente (Chen
et al., 1991; Franca et al., 2007). Este comportamiento sugiere que la
inmunogenicidad de la bacteria no depende de un Unico determinante
antigénico, sino de un conjunto heterogéneo de proteinas capaces de
inducir reconacimiento inmunolégico. La identificacion de siete proteinas
inmunorreactivas indica que la respuesta humoral evocada par el ECPg no
se restringe a un solo antigenos dominante, sino que involucra el
reconocimiento simultaneo de multiples proteinas bacterianas.

Desde una perspectiva biomédica, la deteccion simultdnea de siete
proteinas inmunarreactivas pone de manifiesto que el reconocimiento del
ECPg por anticuerpos IgG ocurre contra multiples blancos moleculares.
Este hallazgo coincide con la naturaleza multifactorial de la virulencia de
Porphyromonas gingivalis, donde distintas proteinas participan de manera
coordinada en procesos de adhesién, invasion tisular, obtencion de
nutrientes y evasion de mecanismos inmunitarios del hospedero. Esta
diversidad antigénica también explica por qué la respuesta adaptativa
humoral evocada contra estabacteria también suele ser policlonal y dirigida
hacia diversos determinantes antigénicos expresados durante el
crecimiento bacteriano en individuos con enfermedad periodontal (Mysak
etal., 2014; Xu et al., 2020).

Entre las bandas detectadas, la proteina de 62 kDa (p62) presentd de manera

consistente la senal de mayor intensidad. Si bien la intensidad de una banda
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Tabla 1. Identidad putativay funcién de las proteinas inmunogénicas de Porphyromonas gingivalis detectadas en el presente estudio e identificadas empleando bases de datos

bioinformaticas.

Peso molecular (kDa)
Banda PDB* Protefna Funcion
Experimental Tebrico
1 104 104.81 619A Gingipaina K Hidrolasa
2 72 72.3 610w Fosfotransacetilasa Transferasa
3 62 - - Antigeno inmunorreactivo Desconocida
4 54 54.4 5NF2 Fimbria Mfal Adhesion celular
5 40 40 - O0mp40(PG33) Membrana externa
6 33 33.03 6TNJ Fimbria tipo V Mfab Adhesion celular
7 28 28 9RC Omp28 Lipoproteina de Membrana

externa

*PDB (Protein Data Bank)

inmunorreactiva no constituye una medida directa de inmunogenicidad
absoluta, si refleja un mayor reconocimiento relativo por los anticuerpos
presentes en los sueros analizados bajo las condiciones experimentales
utilizadas. Este resultado sugiere que p62 podria corresponder a un
antigeno inmunodominante dentro del repertorio proteico evaluado, lo que
lo convierte en un candidato de interés para investigaciones posteriores. La
relevancia de p62 radica no solamente en la intensidad del reconocimiento
observado, sino también en la ausencia de una asignacion clara de su
identidad bioguimica, en las bases de datos consultadas. Este hallazgo es
particularmente interesante debido a que estudios genomicos recientes
han senalado que una porcion importante de los genes codificados por
Porphyromonas gingivalis permanece insuficientemente caracterizada
(Reyes, 2021). En consecuencia, no puede descartarse que p62 corresponda
a una proteina descrita previamente, cuyo comportamiento electroforético
difiera de lo observado bajo las condiciones experimentales desarrolladas
aqui, o bien puede tratarse de un antigeno poco estudiado, pero con una
participacion relevante en la interaccién hospedero-patogeno. La intensa
inmunoreactividad observadajustifica su consideracion como un candidato
prioritario para investigaciones futuras orientadas a determinar su

identidad molecular y su relevancia biomédica.
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IDENTIFICACION PUTATIVA DE LOS INMUNOGENOS

La comparacion de los pesos moleculares experimentales con registros
disponibles en las bases de datos Protein Data Bank (PDB), UniProt y NCBI
Protein permitio proponer una identidad putativa para varias de las
proteinas inmunorreactivas detectadas. De acuerdo con este anélisis, las
bandas de aproximadamente 33, 54 y 72 kDa podrian corresponder a la
fimbria tipo V Mfab, la fimbria Mfal y la fosfotransacetilasa,
respectivamente (Hall et al., 2018; Yoshida et al., 2019; Heidler et al., 2021).
Adicionalmente, otras bandas mostraron correspondencia con proteinas
previamente descritas en Porphyromonas gingivalis, incluyendo Omp28,
Omp40 'y Gingipaina K (Hiratsuka et al., 1992; Slakeski et al., 2002; Guevara
etal., 2019).

Las proteinas propuestas poseen funciones bioldgicas compatibles can
mecanismos relevantes para la virulencia bacteriana (l.unar & Cascales,
2021). La presencia de proteinas relacionadas con la adhesion, como las
fimbrias Mfal y Mfab, resulta particularmente relevante debido a que la
adherencia al biofilm subgingival constituye uno de los primeros eventos en
el establecimiento de la colonizacion e infeccion periodontal (Hall et al.,

2018). Asimismo, la deteccion de la Gingipaina K como inmundgeno, es

consistente con la participacion central que estas proteasas tienen en la
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degradacion de proteinas del hospedero, obtencion de nutrientes y
modulacion de la respuesta inmune (Hirai et al., 2020; Nobre dos Santos-
Lima et al., 2020; Lunar & Cascales, 2021). Por otra parte, la identificacion
putativa de la fosfotransacetilasa sugiere que estas proteinas metabdlicas
intracelulares también podrian participar como inmunégenos cuando son
liberadas durante procesos de crecimiento, lisis bacteriana o liberacion de
vesiculas de membrana externa, fendmeno descrito previamente en
bacterias Gram negativas (Yoshida et al., 2019; Xu et al, 2020; Lunar &
Cascales, 2021).

La concordancia observada entre los pesos moleculares experimentales y
los valores reportados para proteinas previamente caracterizadas en
Porphyromonas gingivalis proporciona una aproximacion inicial para
interpretar la naturaleza bioldgica de los inmundgenos detectados. Aunque
el peso molecular por si solo no constituye una prueba definitiva de
identidad proteica, este criterio ha sido utilizado histéricamente como una
herramienta preliminar para orientar estudios posteriores de
caracterizacion molecular (Mann et al., 2001). Por ello, es importante sefalar
que la asignacion realizada en este estudio debe considerarse
estrictamente como una identificacion putativa. El criterio utilizado se
fundamenta en la correlacion entre el peso molecular experimental y la
informacion disponible en bases de datos bioinformaticas, por lo que no
constituye una identificacion protedmica definitiva. Consecuentemente, la
identidad de estas proteinas debera ser confirmada mediante metodologias
complementarias en estudios futuros.

Particularmente relevante resulta la proteina p62, para la cual no fue posible
establecer una correspondencia confiable con proteinas previamente
caracterizadas mediante las estrategias de identificacion empleadas. Esta
limitacion, lejos de disminuir su importancia, incrementa el interés
biologico de este inmundgeno, ya que su caracterizacion podria aportar
informacion valiosa acerca de componentes antigénicos de Porphyromonas
gingivalis que aun no han sido descritos 0 que permanecen
insuficientemente  estudiados dentro del proteoma de este
microorganismo (Reyes, 2021). Considerando que una proporcion
importante de las proteinas expresadas por Porphyromonas gingivalis
continda sin una caracterizacion funcional completa, la ausencia de una
identificacion concluyente para p62 pone de manifiesto la necesidad de
profundizar en su andlisis mediante estrategias protedémicas y genémicas
complementarias que permitan establecer con precision su identidad
molecular, localizacion subcelular y posible participacion en los procesos

de virulencia y adaptacion bacteriana.
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Un aspecto particularmente significativo es que p62 constituyd el
inmundgeno que presento la mayor intensidad de reconocimiento en los
ensayos inmunolégicos realizados, lo que sugiere que corresponde a una
proteina altamente inmunogénica y consistentemente reconocida por la
respuesta humoral del hospedero. La magnitud de esta reactividad indica
que dicho antigeno podria desempenar un papel relevante durante el
establecimiento o la persistencia de la infeccion periodontal, ya sea por su
elevada expresion durante determinadas etapas del proceso infeccioso, por
su accesibilidad al sistema inmunoldgico o por la presencia de epitopos con
alta capacidad parainducir el reconocimiento por anticuerpos especificos.
En este contexto, la elevada inmunogenicidad observada respalda la
hipotesis de que esta proteina participa de manera importante en la
interaccion  hospedero-patogeno,  constituyendo un  componente
antigénico de interés para investigaciones posteriores.

Desde una perspectiva funcional, la identificacion precisa de p62 podria
contribuir significativamente a comprender con mayor profundidad los
mecanismos moleculares involucrados en la interaccion entre
Porphyromonas gingivalis y el sistema inmunologico del hospedero. La
determinacion de su secuencia, estructura tridimensional, localizacion
celular y funcion biolégica permitiria establecer si este inmunogeno
participa directamente en procesos asociados con la adhesion bacteriana,
la colonizacidn de los tejidos periodontales, la obtencion de nutrientes, la
evasion de la respuesta inmune o la modulacion de procesos inflamatorios,
mecanismos ampliamente reconocidos como determinantes en la
patogénesis de la periodontitis. De igual manera, su caracterizacion
favoreceria la incorporacion de nuevos componentes al repertorio de
antigenos conocidos de Porphyromonas gingivalis, ampliando el
conocimiento disponible sobre la biologia molecular de este importante
patégeno periodontal.

Asimismo, la elevada inmunorreactividad observada posiciona a p62 como
un biomarcador potencial de exposicion inmunolégicay como un candidato
prioritario para el desarrollo de herramientas diagnésticas basadas en el
reconocimiento seroldgico. La incorporacién de proteinas altamente
inmunogenicas en plataformas diagnosticas puede incrementar la
sensibilidad y especificidad de los métodos destinados a detectar la
respuestainmunolégica frente a Porphyromonas gingivalis, particularmente
cuando dichos antigenos son reconocidos de forma consistente por
individuos expuestos al microorganismo. En consecuencia, futuros
estudios dirigidos a la purificacion, secuenciacién e identificacion

definitiva de esta proteina, asi como a la evaluacion de su comportamiento
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inmunolagico en cohortes mas amplias de pacientes con diferentes grados
de enfermedad periodontal, permitiran establecer con mayaor precision su
utilidad como biomarcador, blanco diagnéstico o incluso como posible
candidato antigénico para estrategias inmunoprofilacticas. En conjunto,
estos hallazgos sustentan que p62 representa uno de los inmundgenos mas
relevantes identificados en el presente estudio y justifican plenamente la
realizacion de investigaciones adicionales encaminadas a esclarecer su

identidad, funcion bioldgicay potencial aplicacion clinica.

PREDICCION ESTRUCTURAL DE LA OMP40

Con el fin de respaldar la identificacion putativa de la proteina
inmunorreactiva de aproximadamente 40 kDa, como la proteina de
membrana externa de 40 kDa (Omp40) (Hiratsuka et al., 1992; Namikoshi et
al., 2003), se realizo la prediccion de su estructura tridimensional mediante
AlphaFold 3. EImodelo obtenido present6 un plegamiento caracterizado por
un dominio B predominante, constituido principalmente por laminas
antiparalelas organizadas en una arquitectura compacta compatible con
proteinas localizadas en la membrana externa de bacterias Gram negativas

tipo barril-B (Figura 2E).
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La representacion coloreada de acuerdo con el indice pLDDT evidencit que
la mayor parte del dominio estructurado present¢ valores superiores a 90
(color azul oscuro), indicando una muy alta confianza en la prediccion local
del modelo. Algunas regiones periféricas y segmentos tipo bucle mostraron
valores intermedios (cian y amarillo). mientras que los extremos amino y
carboxilo terminales presentaron valores bajos de confianza (naranja), lo
que sugiere una mayor flexibilidad conformacional o la posible presencia de
regiones intrinsecamente desordenadas.

El andlisis de la matriz Predicted Aligned Error (PAE) mostro valores bajos
de error esperado dentro de cada dominio estructural, reflejados por la
coloracion verde oscuro a lo largo de la diagonal principal de la matriz. En
contraste, las regiones localizadas fuera de la diagonal presentaron valores
ligeramente superiores, indicando una incertidumbre moderada en la
orientacion relativa entre algunos dominios flexibles, sin afectar la
confiabilidad del plegamiento local de la proteina.

El modelo presenté un Predicted Template Modeling score (pTM) de 0.54,
valor que indica una confianza global moderada en la orientacion espacial
entre dominios, aunque compatible con un modelo estructural Util para el

andlisis funcional y la interpretacion de las regiones inmunogénicas. En

Fimbria tipo V Mfa5
33.03

Omp28
28

Figura 2. Identificacion putativa de los inmunagenos de Porphyromonas gingivalis. En A-Dy F. Estructuras cristalograficas; E, modelado 3D con AlphaFold, correspondientes a
seis de los 7inmunadgenos detectados en el ECPg en este estudio, exceptuando a p62 de la cual se desconoce su secuencia de aminoacidos. Rectangulos rosas, nombre y peso
molecular (PM en kDa) de la proteina de Porphyromonas gingivalis reportado en las bases de datos (PDB, Uniprot y NCBI Protein); rectangulos morados, PM experimental,

estimados con el software PD Quest (Bio-Rad).
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conjunto, estos resultados respaldan que la proteina presenta un nudcleo
estructural altamente confiable, mientras que las regiones de menor
confianza probablemente corresponden a segmentos flexibles expuestos al
solvente, potencialmente involucrados en procesas de reconocimiento
molecular o interaccion con el hospedero. Desde una perspectiva
inmunologica, las regiones estructuralmente flexibles y expuestas al
solvente identificadas en el modelo constituyen candidatos plausibles para
contener epitopos conformacionales accesibles al reconocimiento de
anticuerpos (Cancro & Tomayko, 2021). Aunque esta hipotesis requiere
validacion experimental, el analisis estructural in silico proporciona una
base conceptual Util para interpretar la inmunorreactividad observada
contra esta proteina, y para orientar a futuros estudios dirigidos a la

identificacion precisa de sus determinantes antigénicos o epitopos.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Una limitacion del presente estudio es que la identidad de las proteinas
inmunorreactivas fue propuesta mediante correlacion de los pesos
moleculares experimentales con la informacion disponible en las bases de
datos bioinformaticas y andlisis estructural in silico, sin emplear
metodologias protedmicas de identificacion directa. Por lo tanto, las
asignaciones realizadas deben considerarse putativas. Sin embargo, el
enfoque empleado permiti¢ identificar proteinas inmunogénicas relevantes
de Porphyromonas gingivalis y establecer una base s¢lida para estudios
posteriores enfocados a la validacion molecular de la identidad bioguimica

y funcional de estos inmunégenos.

CONCLUSIONES

El analisis inmunoquimico del extracto proteico crudo de Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277 (ECPg) permiti¢ identificar quince bandas proteicas,
de las cuales siete de esas proteinas (28, 33, 40, 54, 62, 72 y 104 kDa) fueron
reconocidas por anticuerpos del isotipo IgG producidos en ratones BALB/c
inmunizados con el ECPg. Estos resultados demuestran que el extracto
contiene multiples inmundgenos capaces de evocar una respuesta humoral
antigeno-especifica.

Laintegracion de técnicas inmunoquimicas y herramientas bioinformaticas
permitio proponer la identidad putativa de seis proteinas inmunorreactivas
asociadas a procesos de adhesion, metabolismo y virulencia bacteriana.
Entre ellas, sobresalen Omp28, Omp40, Mfab, Mfal, fosfotransacetilasa y

Gingipaina K. La proteina p62 represent6 el principal hallazgo del estudio
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debido aque presento lainmunorreactividad mas prominente y no pudo ser
asociada de manera confiable con proteinas previamente caracterizadas.

En conjunto, estos resultados amplian el conocimiento del repertorio
antigénico de Porphyromonas gingivalis 'y proporcionan una base
experimental para futuros estudios dirigidos a la caracterizacion molecular
y funcional de sus inmundgenos, asi como para explorar su potencial
aplicacion en el desarrollo de herramientas diagnosticas o terapéuticas en

enfermedades periodontales causadas por Porphyromonas gingivalis.
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RESUMEN

Pseudomonas fluorescens ha surgido comao patégeno oportunista multirresistente, lo que advierte un riesgo para las infecciones nosocomiales. El objetivo
de este estudio fue caracterizar el fenotipo de virulencia, resistencia a antibioticos y tolerancia a desinfectantes en una cepa de P. fluorescens aislada de
infeccion intrahospitalaria. La resistencia a antibioticos, los factores de virulencia (enzimas, pigmentos, elementos de movilidad y estrés térmico) y la
tolerancia a desinfectantes convencionales se determinaron por pruebas fenotipicas. La cepa de P. fluorescens mostro un potencial patogénico adaptativo
a 37 °C, caracterizado por la expresion de enzimas (hemolisina y fosfolipasa), produccion de pigmentos (pioverdina, piocianina), movilidad por flagelo y
resistencia extendida frente a 16 antibiéticos (correspondientes a ocho familias distintas). La tolerancia de P. fluorescens vario segun el desinfectante (P <
0.05); la solucion de platay el sanitizante en aerosol mostraron actividad biocida. La expresion simultanea de los factores de virulenciay la multirresistencia
de P. fluorescens a temperatura fisioldgica sugieren su papel como potencial peligro nosocomial. La solucion de plata y la aerosolizacion son propuestas

como estrategias alternativas para el diseno de protocolos de sanitizacion.

Palabras clave: Nosocomial, Patogenicidad, Patogeno, Pseudomonas, Resistencia.

ABSTRACT

Pseudomonas fluorescens has emerged as a multidrug-resistant opportunistic pathogen, raising concerns about the risk of nosocomial infection. The study
aimed to characterize the virulence phenotype, antimicrobial resistance pattern, and disinfectant tolerance of a P. fluorescens strain isolated from a
hospital-acquired infection. Antibiotic resistance, virulence factors (enzymes, pigments, motility elements, and thermal stress), and tolerance to
conventional disinfectants were evaluated using phenotypic assays. The P. fluorescens strain showed an adaptive pathogenic potential at 37 °C,
characterized by the expression of enzymes (hemolysin and phospholipase), pigment production (pyoverdine and pyocyanin), flagellar motility, and extended
multidrug resistance against 16 antibiotics (from eight different families). Tolerance of P. fluorescens varied by the disinfectant (P < 0.05); the silver solution
and aerosol sanitizer demonstrated biocidal activity. The simultaneous expression of virulence factors and multidrug resistance in the P. fluorescens strain
at physiological temperature suggests its potential as a nosocomial hazard. The silver solution and aerosolization are proposed as alternative strategies

for designing a sanitation protocol.

Keywords: Nosocomial, Pathogenicity, Pathogen, Pseudomonas, Resistance.
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INTRODUCCION

Pseudomonas  fluorescens (P. fluorescens) pertenece al género
Pseudomonas, un amplio grupo de bacterias gramnegativas, aerobias
estrictas y moviles. Esta especie es considerada una bacteria ambiental
debido a su rol como saprofito del suelo y del agua, o bien como microbiota
de plantas, desempenando un papel fundamental en la salud vegetal (Scales
et al., 2014; Pérez et al., 2015).

Tradicionalmente, P. fluorescens se considera una bacteria de baja
virulencia y rara vez ha sido relacionada con infecciones en hospederos
sanos (Nishimura et al., 2017). En la actualidad, P. fluorescens ha emergido
como una bacteria patdgena oportunista; su capacidad infecciosa se
manifiesta en condiciones ambientales propicias y en pacientes
inmunocomprometidos o sometidos a procedimientos médicos invasivos
(Silverio et al., 2022). Por lo que, P. fluorescens ha sido asociado como
agente de diversas infecciones nosocomiales (Scales et al, 2014). Al
respecto, en Meéxico se reportaron 97 490 casos de infecciones
nosocomiales en 2024 (Direccion General de Epidemiologia, 2026), cuyo
agente causal no estéa definido en el sistema.

El espectro clinico de las enfermedades asociadas a P. fluorescens es
amplio y potencialmente grave (Scales et al., 2014). Su principal via de
entrada al entorno hospitalario suele ser mediante el agua, material médico
contaminado y algunos vectores. Estas rutas de transmision pueden
desencadenar infecciones del torrente sanguineo, urinarias, pulmonares,
del liquido cefalorraquideo, del liquido articular, de la piel y de los tejidos
blandos (Silverio et al., 2022). Los casos de infecciones hospitalarias por P.
fluorescens suelen estar ligados a su supervivencia en los desinfectantes y
afallos en las medidas higiénicas del entorno (Nagai et al., 2003).

El éxito de P. fluorescens como patégeno radica en un arsenal de factores
de virulencia. Entre sus principales mecanismos se encuentra la
produccion de hemolisinas, lipasas y proteasas extracelulares que

degradan los tejidos del hospedero, facilitando la invasion. La produccion

de sideroforos  (pioverdina,  enantiopiochelina,  quinolobactina,
pseudomonina, acinetobactina y anguibactina) para secuestrar el hierro es
clave para sobrevivir en el hospedero. Adicionalmente, la movilidad
mediada por flagelos permite colonizar las superficies y evadir eficazmente
la respuesta inmunoldgica del hospedero (Scales et al., 2014).

Finalmente, el manejo terapéutico de este patdégeno se ve gravemente
obstaculizado por su notable resistencia a los antibioticos: betalactamicos,
tetraciclinas, polimixinas, aminoglucésidos, fosmidomicina, fosfomicina,

quinolonasy cloranfenicol. La resistencia a antibioticos de P. fluorescens se
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ha asociado a mecanismos como las bombas de eflujo(transportadores ABC
y RND) (Silverio et al., 2025). Aunado a esto, la capacidad para formar
biopeliculas en superficies incrementa la tolerancia a los antibiéticos y
desinfectantes, lo que favorece su colonizacién y evita su erradicacion
(Briega et al., 2025).

Esta combinacion de factores de virulencia, resistencia a antibioticos y
adaptabilidad de P. fluorescens representa una amenaza para el ambito
hospitalario. Por lo tanto, el objetivo del estudio fue determinar los factores
de virulencia, el perfil de resistencia a antibi6ticos y la tolerancia a

desinfectantes, a fin de definir su papel como patégeno nosocomial.

MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE LA CEPA

Elestudio incluy6 una cepa de Pseudomonas fluorescens donada a la Unidad
de Investigaciones en Salud Publica “Dra. Kaethe Willms” por el laboratorio
clinico de microbiologia de un hospital publico de Culiacan, Sinaloa, México.
El aislado estudiado corresponde a un espécimen clinico de procedencia
indeterminada. La cepa fue obtenida de manera rutinaria en el laboratorio
clinico de micrabiologia a partir de un cultivo heterogéneo en agar, la cual
fue purificada y posteriormente identificada como P. fluorescens mediante
el sistema automatizado VITEK®2 GN (bioMérieux, Francia). La cepa
identificada como P. fluorescens fue donada y transportada en medio Stuart
a la Unidad de Investigaciones en Salud Publica “Dra. Kaethe Willms”, para
su purificacién en agar Luria-Bertani (LB) y preservacion en caldo LB vy
glicerol (20% v/v) a -80 °C. Para los ensayos, la cepa se cultivé en caldo LB
a 37 °C por 24 hy se crecio en agar LB. A partir del cultivo en agar LB, se
tomaron colonias y se prepar0 una suspension bacteriana a una

concentracion estandar de 0.5 en la escala de McFarland (1.5 x 108 UFC/mL).

RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

El perfil de resistencia a antibitticos se realiz6 mediante las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana utilizando el sistema automatizado VITEK®
(bioMérieux, Francia) con la tarjeta AST-N (AST-N401), que contiene 16
antibioticos, y el método de antibiograma por difusion en disco con 12
antibioticos, bajo los rangos de concentracion estandarizados por el
fabricante (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2020). La Figura 1
muestra el panel de los antibioticos evaluados para cada técnica. El sistema
VITEK® excluye la evaluacion de cuatro antibidticos (ampicilina/sulbactam,
ertapenem, fosfomicina y nitrofurantoina) y la enzima BLEE (B-lactamasa

de espectro extendido), debido a la ausencia de criterios de interpretacion
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Figura 1. Perfil de resistencia a antibiéticos de la cepa de P. fluorescens. Los resultados del fenotipo de resistencia a antibiéticos se presentan conforme al sistema
automatizado VITEK® (a), al antibiograma (b) y al perfil de resistencia a antibidticos integrado por ambos métodos (c). En los ejes de los graficos, la expresion del fenotipo de
la cepa de P. fluorescens se codifica como: (1) para la resistencia al antibiotico, (-1) para la susceptibilidad al antibiotico y O para los antibiéticos (*) no evaluados por el sistema
VITEK® debido a la falta de criterios de interpretacion dada la falta de eficacia clinica. Los valores de la CMI(ug/mL)y la concentracion(ug/mL) de los antibicticos se especifican

entre paréntesis. La leyenda de colores indica la clase de antibidticos.

derivados de la falta de eficacia clinica. La suspension bacteriana
estandarizada (0.5 en la escala de McFarland) fue utilizada para la
realizacion de ambas pruebas, y los ensayas se llevaron a cabo siguiendo
los protocolos estandarizados del fabricante (bioMérieux) o CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute, 2020) para el sistema automatizado
VITEK® y el antibiograma, respectivamente. Los resultados fueron
interpretados con los valores de CMI(concentracion minima inhibitoria) con
el software automatizado del VITEK®2 y con los valores del halo de
inhibicion (medidos en mm) en el antibiograma. La clasificacion de los
aislados de P. fluorescens como susceptibles (S), intermedios (I) o

resistentes(R) se baso en los lineamientos establecidos para CMly halos por
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el Comité Europeo de Evaluacion de Susceptibilidad Antimicrobiana
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, 2020) y el
Instituto de Estandares Clinicos de Laboratorio (Clinical and Laboratory

Standards Institute, 2020).

CARACTERIZACION DE LOS DETERMINANTES DE VIRULENCIA

Para la evaluacion de los determinantes de virulencia se incluyeron las
pruebas de produccion de pigmentos (piocianina y pioverdina), enzimas
(hemolisina, proteasa y fosfolipasa) y estructuras de movilidad (flagelos y

pili tipa IV).
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PRODUCCION DE PIGMENTOS

La suspension bacteriana estandarizada (0.5 en la escala de McFarland) se
sembro utilizando un hisopo estéril sobre la superficie de agar King Ay agar
King B para determinar la produccion de piocianina (pigmento azul) y
pioverdina (pigmento verde-amarillo), respectivamente. Las placas se
incubaron a 37 °C por 24 h. Posteriormente, la produccion de pigmentos en
los cultivos King A y King B fue inspeccionada visualmente con luz visible y

luz UV (366 nm), respectivamente (Edward et al., 2023).

PRODUCCION DE ENZIMAS

La suspension bacteriana estandarizada (0.5 en la escala de McFarland) se
sembro utilizando un hisopo esteéril sobre superficies de agar sangre al 5%,
agar leche desnatada y agar yema de huevo al 5%, para determinar la
produccion de hemolisinas, proteasa alcalina y fosfolipasa C,
respectivamente. Todos los cultivos se incubaron a 37 °C por 24 h. La
formacion de un halo translucido alrededor del crecimiento microbiano
evidencia la produccion de los determinantes de virulencia. El fenotipo de
hemalisis se clasifico como a (halo verdoso), B (halo claro) o y (sin halo)

(Moursi et al., 2025).

ESTRUCTURAS DE MOVILIDAD

El ensayo de estructuras de movilidad incluyo las pruebas de natacion
“swimming’, enjambre “swarming"y contraccion “twitching” para determinar
la expresion de flagelos (unipolares o peritricos), hiperflagelacién y pili tipo
IV, respectivamente. Para evaluar la movilidad natatoria, un indculo de 5 pL
de la suspension estandarizada(0.5 en la escala de McFarland) se colocd (en
el centro) dentro de las placas con agar semisolido de caldo Luria-Bertani
(LB) suplementado con 0.3% p/v de agar. Para la prueba de enjambre, se
colocaron (en el centro) 5 L de la suspension estandarizada sobre la
superficie del medio nutritivo suplementado con 0.5% p/v de agar y 0.5%
p/v de D-Glucosa. Parala movilidad de contraccion, se inocularon 5 pL de la
suspension estandarizada en el medio LB suplementado con 1.0% p/v de
agar, de modo que la punta de la puntilla tocd la interfaz agar-placa. El
didmetro (en mm) de la zona de crecimiento se midié tras 24 h de
el &rea total de crecimiento

incubacion. Para considerarse movil,

bacteriano debe ser = 20 mm"(de Sousa et al., 2023).

SUPERVIVENCIA A 37°CY 42°C
Se inocularon alicuotas de caldo LB con 100 pL de la suspension bacteriana

estandarizada (0.5 en la escala de McFarland), y las muestras se incubaron
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a 37°Cy 42 °C durante 24 h. El crecimiento se determin cualitativamente

por inspeccion visual de la turbidez de los cultivos (Procop et al., 2017).

TOLERANCIA A DESINFECTANTES

Para la evaluacion de la tolerancia a desinfectantes se utilizd la prueba de
difusién en pozo(Hossain et al., 2024). En placas con agar Mueller-Hinton se
inoculd una suspension estandarizada de la bacteria (0.5 en la escala de
McFarland) utilizando un hisopo esteéril, garantizando la cobertura completa
de la placa. Luego, las placas se dejaron secar a temperatura ambiente por
30 min. En cada placa, se hicieron seis pozos equidistantes de 7 mm de
diametro utilizando el extremo opuesto de una puntilla estéril.
Posteriormente, en los pozos se anadieron 50 pL de los desinfectantes
utilizados convencionalmente: hipoclorito de sodio (NaOCI) 1000 ppm, plata
coloidal (Ag) 0.35 %, sanitizante en aerosol (etanol/isopropanal en gas
transportador sin concentracion especificada), desinfectante organico
(&cido citrico al 0.21% v/v) y solucion de etanol al 70% v/v. Adicionalmente,
se colocaron alicuotas de 50 pL de solucion salina 0.85% o como control
negativo de la inhibicién del crecimiento microbiano. Las placas se
incubaron a 37 °C por 24 h. Posteriormente, los halos fueron medidos con
unareglay se calculd la zona de inhibicion (Z0l) con la siguiente ecuacion:

Z0I = halo de inhibicion (mm) — halo del pozo (mm) (1)

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron mediante el programa estadistico Microsoft Excel
version 16.109. Se realizo un anélisis de ANOVA para el ensayo de tolerancia
a desinfectantes. Las diferencias entre las medias de los tratamientos se
determinaron mediante la prueba de comparacion multiple de Tukey. Un

valor de P < 0.05 se considerd como nivel de significancia.

RESULTADOS Y DISCUSION

RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Los resultados obtenidos mediante el sistema VITEK® (Figura 1a) y el
antibiograma  (Figura 1b) demostraron una concordancia Y
complementariedad en los fenotipos de resistencia, lo que permitio la
construccion de un perfil de resistencia a antibidticos confiable y robusto.
La cepa de P. fluorescens mostro un perfil de multirresistencia que incluy
16 antibidticos pertenecientes a ocho familias diferentes (Figura Tc).

La cepa de P. fluorescens puede considerarse como una bacteria de
multirresistencia extendida, lo que representa un tema relevante para la
salud publica. Nuestros resultados cainciden con los estudios previos que

describen la robustez de los perfiles de resistencia a antibioticos en
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aislados clinicos y ambientales de P. fluorescens (Silverio et al., 2025,
Syamimi et al., 2025). La resistencia simultanea a ocho familias distintas de
antibioticos en la cepa de P. fluorescens puede atribuirse a mecanismos de
resistencia intrinseca, adquirida o adaptativa en respuesta a la presion
selectiva del entorno de origen (hospitalario). Entre los mecanismos
intrinsecos que posee Pseudomonas para desarrollar resistencia, estan las
bombas de eflujo, la baja permeabilidad de la membrana celular y la
produccion de enzimas hidroliticas especificas. Ademas, se considera que
la adquisicion de elementos genéticos moviles (plasmidos o integrones)
representa un mecanismo de resistencia frecuente para este genero
(Silverio et al., 2022; Silverio et al., 2025; Syamimi et al., 2025).

La supresion automatica de resultados en el sistema VITEK® de ciertos
antibioticos tiene implicaciones clinicas, metodoldgicas y terapéuticas
relevantes. Se ha documentado que Pseudomonas exhibe resistencia a
ampicilina/sulbactam debido a la presencia del gen cromosomico Amp que
codifica la enzima hidrolitica de la ampicilina (Glen y Lamont, 2021).
Asimismo, la resistencia a ertapenem, fosfomicina y nitrofurantoina se
atribuye a un efecto de barrera debido a la pérdida de la porina OprD
(Maczynska et al., 2023), la ausencia de los sistemas de transporte activos
(GIpT y UhpT)(Castaneda-Garcia et al., 2009), y la sobreexpresion de bombas
de expulsion activa (MexAB-OprM y MexCD-OprJ) (Morita et al., 2014),
respectivamente.

Este comportamiento de Pseudomonas confirma que laresistencia a dichos
antibioticos es de naturaleza intrinseca, lo que descarta su evaluacionen la
rutina clasica, y cualquier resultado debe interpretarse con cautela. En este
sentido, los antibidticos ampicilina/sulbactam, ertapenem, fosfomicina,
nitrofurantoina y la enzima BLEE no fueron considerados para integrar el
perfil completo de resistencia a antibiéticos de la cepa de P. fluorescens,
pero se sugiere la potencial resistencia natural a ellos.

La cepa de P. fluorescens presenta un perfil de multirresistencia que
plantea retos para el control de la bacteria y el tratamiento de las
infecciones. La resistencia a 16 antibiéticos (ocho familias diferentes)
restringe las opciones de los esquemas terapéuticos(Gershman et al., 2008;
Wong et al., 2011). Desde un punto de vista molecular, debe estudiarse la
capacidad de adaptacién de Pseudomonas frente a los antibioticos, con la
finalidad de disenar esquemas terapéuticos idoneos, preservar el uso de los
antibioticos y contribuir a la vigilancia epidemioldgica (Fernandez-Billon et
al., 2023).
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DETERMINANTES DE VIRULENCIA

La cepa de P. fluorescens mostré un potencial patogenico adaptativo a 37
°C constituido por la expresion de las enzimas hemolisina (B-hemolitica) y
fosfolipasa, pigmentos (pioverdina, pioacinina) y movilidad por flagelo
(Figura 2). La expresion de proteasas y los otros elementos de movilidad
(hiperflagelacion y pili tipo IV) no fueron observados a 37 °C, y tampoco se
observo crecimiento de la cepa a 42 °C.

Se identificaron algunos de los factores de virulencia que posee y expresa
la cepa de P. fluorescens mediante los ensayos fenotipicos. La expresion
simultanea de los elementos de mavilidad, los pigmentos y las enzimas a
temperatura corporal (37 °C) permite sefalar que la cepa posee los
elementos clave para establecer el ciclo patogenico en el hospedero:
adherencia, propagacion, colonizaciony dano celular (Scales et al., 2014). La
literatura ha discutido acerca de la presencia y la funcién de estos factores
de virulencia que permiten definir el papel de P. fluorescens como saprofita
0 patogeno oportunista (Scales et al., 2015; Wang et al., 2021; Silverio et al.,
2025). No obstante, el nulo crecimiento de la bacteria para sobrevivir a 42
°C compromete su habilidad para tolerar el estrés térmico del cuerpo
humano febril, a diferencia de P. aeruginosa, que desarrolla mecanismas
adaptativos (Robinson y Goldberg, 2026).

En la literatura se ha descrito que las cepas ambientales de P. fluorescens
suelen mostrar una expresion atenuada de los factores de virulencia a > 30
°C debido a su naturaleza psicrofila (Donnaruma et al., 2010). No obstante,
la capacidad de nuestra cepa para mantener activos algunos determinantes
y la movilidad por flagelos (swimming) a temperatura corporal humana (37
°C)indica la adaptacion y plasticidad de la bacteria para comportarse como
patdgeno oportunista, como se ha descrito previamente (Madi et al., 2010;
Scales et al., 2014).

TOLERANCIA A LOS DESINFECTANTES

La sensibilidad de la cepa de P. fluorescens depende del desinfectante
evaluado (F = 44.57; P < 0.05); la solucién de Ag y el sanitizante en aerosol
inhibieron el crecimiento microbiano (Tabla 1).

A pesar de los robustos perfiles de resistenciay virulencia descritos, la cepa
mostré sensibilidad a ciertos desinfectantes (Ag y sanitizante en aerosol).
Este comportamiento de la bacteria descarta una resistencia cruzada entre
los antibidticos y los desinfectantes utilizados. No obstante, Sousa-Silva et
al. (2018) han senalado que el incremento de la resistencia a antibioticos
puede potenciar la reduccion de la sensibilidad a desinfectantes, la

resistencia adaptativa y la persistencia de biopeliculas en P. fluorescens.
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Figura 2. Perfil fenotipico de virulencia de la cepa de P. fluorescens. En los ejes de los gréficos, la expresion de los factores de virulencia se codifica como: (1) para la presencia
y(-1) para la ausencia de crecimiento en condiciones de temperatura o de produccion de enzimas, pigmentos y elementos de movilidad. La leyenda de colores indica el tipo de

factor de virulencia.

Los compuestos quimicos mas utilizados para los desinfectantes son el
amanio cuaternario, el perdxido de hidrogeno, el hipoclorito de sodio y el
etanol (Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos , 2006). La
tolerancia y crecimiento de P. fluorescens en desinfectantes tradicionales
han sido documentados y atribuidos principalmente a la capacidad de
formacion de biopeliculas(Merino et al., 2024; Jaouhar et al., 2025). Por otra
parte, la sensibilidad de la cepa de P. fluorescens a la solucion de Ag
concuerda con investigaciones previas que posicionan a la Ag metalica y
sus derivados nanoestructurados como potentes agentes antimicrobianos
(Salomani et al., 2017; Qassim y Almawla, 2021). Barnejee et al. (2026) han
demostrado que la plata interactua con las proteinas y el potencial de la
membrana, desnaturaliza proteinas y produce especies reactivas de
oxigeno, siendo un mecanismo disruptivo que resulta letal incluso para
cepas multirresistentes.

Por otro lado, la susceptibilidad al sanitizante en aerosol puede atribuirse a
laexposicion directa alos compuestos activos volatiles o tensioactivos que
desestabilizan la membrana celular (Huffer et al, 2011), y al efecto de
aerosolizacion que permite la difusion de la solucion en forma de finas
particulas evitando que la bacteria pueda activar respuestas de estrés
(Merino et al., 2024). Como se observa en este estudio, el tratamiento a base
de etanol solo fue eficiente en presentacion en aerosol.

La tolerancia a la mayoria de los desinfectantes evaluados (hipoclorito de

sadio, etanol y acidos organicos) permite senalar que el control de esta
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bacteria no puede abordarse con protocolos y desinfectantes tradicionales.
Estos hallazgos sugieren la incorporacion de tecnologias basadas en
soluciones de plata y sistemas de microaspersion ambiental como
estrategia para el disefo de protocolos de sanitizacion idéneos para el

control de la bacteria.

Tabla 1. Tolerancia a desinfectantes de la cepa de P. fluorescens.

Desinfectante (Z:::)de Inhibicion
NaOCI 1000 ppm 0.0°

Ag coloidal 0.35% 10.5 +3.5°
Sanitizante en aerosol 6.5+0.7°

Acido organico 0.21% 0.0°

Etanol 70 % 0.0°

Los datos estan expresados como media + desviacion estandar.
Los valores que no comparten una misma letra presentan diferencias significativas
(P<0.05).

CONCLUSIONES

La expresion simultanea de los factores de virulencia y la multirresistencia
de P. fluorescens a temperatura corporal sugiere su papel como potencial
peligro nosocomial. Este hallazgo evidencia la plasticidad de la bacteria
para adquirir estrategias de resistencia y patogenicidad que le permiten
evadir los esquemas terapéuticos convencionales y colonizar al hospedero
La sensibilidad a ciertos

en su temperatura corporal habitual.

desinfectantes plantea pautas para el diseno de protocolos de bioseguridad
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adecuados para el control de esta bacteria. Este estudio establece un
precedente que demanda la intervencion para la vigilancia de P. fluorescens
como peligro de infecciones nosocomiales, y el desarrollo de nuevas

estrategias para su control en las infecciones y en el entorno hospitalario.
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