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Editorial
| Quiero que mis primeras palabras sean

de reconocimiento y gratitud para quien con su espiritu
de colaboracion y generosidad hizo posible la realizacién
de este numero de ACTA CIENTIFICA DE LA SOCIEDAD
VENEZOLANA DE BIOANALISTAS ESPECIALISTAS,

me refiero a la colega y amiga Lic. Rosandra Mazzali de llja.
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En estos tres anos que me ha tocado estar al frente
de la Sociedad, la realizacién de nuestro Organo
de Divulgacion Cientifica, constituyé una prioridad,
hoy la emocion embriaga al espiritu transformandose
en una realidad tangible. Gracias a Dios por brindarnos
la salud, las ganas de trabajar, la creatividad
Y la oportunidad de presentar este primer nttimero
Yy asl seguir avanzando con responsabilidad y compromiso
en el desarrollo de nuestra profesion.

Esta revista se distingue en su primera edicién con dos
trabajos que fueron el Premio Cientifico de la Sociedad,
otorgado a profesionales del Bioanalisis y tres trabajos
del premio “Franca Billi” para estudiantes de Bioanalisis,
destacando de esta manera la importancia de esta actividad
cientifica, lo cual redunda en promocién de la misma
y asl en el cumplimiento de nuestro objetivo, el estimulo
para quienes demuestren la vigencia de su creatividad y que
contribuyan a la divulgacion de los conocimientos cientificos.

Mi agradecimiento a todos los que hicieron posible esta
revista, que pusieron todo de si para alcanzar una Sociedad
Venezolana de Bioanalistas Especialistas mejor.

Colegas a ustedes dedicamos especialmente este logro.

Lic. Ana Monzdn de Orozco
Presidente de la 5.V.B.E.
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INCIDENCIA Y CUANTIFICACION DE MICOPLASMAS
EN SALIVA DE PACIENTES CON ENFERMEDAD
PERIODONTAL Y EN SUJETOS CON ENCIA SANA

......

. Rosandra Mazzali de ljja (*)

=

.............

RESUMEN

Es ampliamente conocido que el nicho eco-
légico de los microplasmas bucales lo constituye
tanto el saco gingival en los pacientes con perio-
dontitis (PP), como el surco gingival en los sujetos
con encia sana (ES), diseminandose de alli a la
saliva, y por ende a toda la cavidad bucal.

Los objetivos de este trabajo fueron: detectar la
incidencia y cuantificar la concentracién de mico-
plasmas en 30 PP y en 50 sujetos con ES, para com-
probar si hay diferencia entre ellos -En segundo
lugar evaluar “in vitro”, la supervivencia de M. sali-
varium ante diferentes agentes, tanto fisicos (tem-
peraturasde 4, 22, 37 y 40°C), como quimicos (sus-
tancias empleadas como antisépticos en la higiene
de la boca).

Para la primera parte se tomaron muestras de
saliva, tanto con capilares como con hisopos de
algodon, en ambos grupos. Con las mismas se de-
termind tanto la incidencia como la cuantificacion
de las colonias de micoplasmas aislados, siguiendo

técnicas recomendadas por el C.D.C. de Atlanta.
Las curvas de supervivencia de M. salivarium serea-
lizaron tomando muestras de la mencionada cepa
cultivada en medio liquido, a intervalos de 48 horas,
desde el dia cero hasta el 40°, cuantificando poste-
riormente la concentracion del microorganismo en
cada una de ellas.

Para las pruebas con agentes quimicos se im-
pregnaron discos de 8 mm de diametro, con los dife-
rentes antisépticos, colocandolos sobre cultivos
semiconfluentes de M. salivarium en agar.

Los resultados demostraron un porcentaje de
positividad para micoplasmas del 80% en los PP y
del 50% en los de ES, siendo las concentraciones del
5.0x10%a 8.0 x 10° paralos primeros y de 3.0 x 10?
a 4.5 x 10* en el segundo grupo (P<0.001).

En relacion a las pruebas de supervivencia,
comprobamos que M. salivarium se mantuvo hasta
32-34 dias a temperaturas de 4, 22 y 37°C, mientras
que a 40°C se inactivo a partir del 82 dia. En cuanto
a los agentes quimicos, ninguno demostro ser capaz
de inhibir el crecimiento de la citada cepa.

(*) Bioanalista-Microbidlogo, Catedra de Microbiologia, Facultad de Odontologia, Universidad Central de Venezuela (UCV).

Este trabajo se hizo acreedor al Premio: Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas, ano 1990,
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Conclusiones: tanto la incidencia, como la con-
centracion de micoplasmas, fueron mayores entre
los casos con EP, en relacion a los sujetos con ES.

Solo temperaturas iguales o superiores a 40°C
con capaces defrenar el desarrollo de M. salivarium,
en cambio ninguno de los antisépticos evaluados,
tuvo accion contra dicha cepa, pese a tratarse de
microorganismos carentes de pared celular. Todo
ello explica, en parte, el por qué de la persistencia de
dicha especie como colonizador crénico de la cavi-
dad bucal, en un alto porcentaje de la poblacién.,

OBJETIVOS

1. Determinar la incidencia de micoplasmas en la
saliva de pacientes con enfermedad periodontal
y en sujetos con encia sana, para establecer re-
lacién entre los dos grupos.

2. Evaluar 2 métodos para la toma de las muestras
de saliva: tubo capilar tipo microhematocrito
hisopo de algoddn.

3. Cuantificar la presencia de micoplasmas en
cada grupo, con el fin de comprobar si hay dife-
rencias significativas.

4. Determinarla supervivencia de una cepa de My-
coplasma salivarium, aislada de un paciente
con periodontitis, ante diferentes agentes, tanto
fisicos (diferentes temperaturas de incubacién),
COmo quimicos (antisépticos mas comunmente
empleados en la higiene de la cavidad bucal).
Todo ello con el fin de determinar el por qué de
la cronicidad de la colonizacién de dichos mi-
Ccroorganismaos.

INTRODUCCION

“La enfermedad periodontal es una de las afec-
ciones mas difundidas de la humanidad. No hay
nacion ni region del mundo que se vea libre de ella,
y en su mayor parte tiene una alta frecuencia, afec-
tando aproximadamente a la mitad de la poblacién
infantil, y a casi toda la poblacién adulta”.

World Health Organization: Technical Report
Series

N2 207, pagina 3, 1961.

La enfermedad periodontal constituye en la
actualidad un grave problema de salud publica en
todo el mundo. Las estadisticas varian entre las

diversas poblaciones, pero es consenso general que
dicha afeccion es la principal causa de la pérdida de
dientes en la poblacion adulta mayor de 35 anos de
edad. Sin embargo no es una enfermedad exclusiva
del adulto, ya que comienza mucho antes de que sea
necesaria la extraccién dentaria; ya a los 15 anos 4
de cada 5 personas tienen gingivitis, y en aproxi-
madamente el 4% hay periodontitis. Mo todas las
gingivitis de edades tempranas evolucionan hacia
enfermedad periodontal, pero con muy pocas ex-
cepciones, la periodontitis que destruye la den-
tadura de los adultos, comienza con una gingivitis
(Carranza 1984).

Etiologia de la enfermedad periodontal:

En la etiologia de la enfermedad gingival y
periodontal intervienen tanto factores locales como
generales. Los primeros son los que provienen del
medio que rodea el periodonto, mientras que los
generales se originan en el estado del paciente. Los
factores locales inducen inflamacién, que es el pro-
ceso patolégico principal de la periodontitis, mien-
tras que los factores generales condicionan la res-
puesta periodontal a los locales, de tal manera que
con frecuencia el efecto de los irritantes locales
(bacterias y sus productos) es agravado por el es-
tado general del paciente (mecanismos inmunologi-
cos).

Los microorganismos juegan un papel muy
importante en la etiologia de la enfermedad perio-
dontal, como factores desencadenantes, perpe-
tuantes o complicantes. Esta ampliamente demos-
trado que lalocalizacion selectiva de las bacterias en
diferentes sitios anatomicos de la cavidad bucal, de-
pende de su capacidad de adherirse a determinada
superficie, lograndolo por varios mecanismos; me-
diante agregacién salival, gracias al principio elec-
trostatico, por sintesis de polimeros extracelulares,
por presencia de fimbrias o por simple adherencia
fisica (Sabelli 1985).

Evidencias aportadas en la Gltima década indi-
can que las principales vias de entrada de las bac-
terias al tejido periodontal son: a través del epitelio
de unién, del surco y/o saco gingival. En el cuadro
N2 1 estan resumidos la mayor parte de los meca-
nismos de interaccion entre los microorganismos y
el hospedero en la enfermedad periodontal.
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Criterios que determinan cuando un microorga-
nismo es periodontopatégeno:

Si bien el criterio clasico de reconocer la eticlo-
gia bacteriana de un determinado proceso infeccio-
so humano, debe seguir los postulados de Koch,
éstos no pueden ser aplicados en su totalidad en el
estudio de la enfermedad periodontal, pues las in-
fecciones bucales estan asociadas a una interrela-
cion compleja de factores. Por ello Socranski en
1977 sugirié como alternativa a los postulados de
Koch, 5 criterios que reflejan el actual conocimiento
de la relacion de determinado agente, con la enfer-
medad periodontal;

I. El nomero de microorganismos incriminados,
debe estar incrementado en el sitio patologico,
e inversamente, debe reducirse o eliminarse en
los sitios sanos.

2. Siel agente etiologico es suprimido, la enferme-
dad debe detenerse,

3. La respuesta del hospedero puede suministrar
una guia importante ante el papel de ciertos mi-
croorganismos en determinada enfermedad. Un
incremento o disminucion de respuesta celular
y/o la mediada por anticuerpos, ante cierta
especie, en la enfermedad periodontal, sugiere
un papel de esa bacteria en el proceso infec-
Cioso.

4. Demostracion del poder patdégeno de ciertas
bacterias incriminadas en la citada enfermedad,
en animales de experimentacion.

5. Virulencia bacteriana.

Se calculan entre 300 y 400 las especies micro-
bianas que pueden recuperarse de la placa dental,
entre microorganismos cultivables y no cultivables,
correspondientes a los siguientes géneros: Actino-
bacillus, Bacteroides, Capnocitophaga, Fusobacte-
rium, Streptococcus, Actinomyces, Treponema,
Lactobacillus, Veillonella, Campylobacter, Bacte-
rionema, Leptotrichia, Neisseria, Corynebacterium,
Nocardia, Eikenella, Haemophilus, Micrococcus,
Eubacterium, Propionibacterium, Vibrio, Seleno-
monas, Rothia, Arachnia, Acidaminococcus, Pepto-
coccus, Brahnamella, Clostridium, Staphylococ-
cus, Bifidobacterium, Peptostreptococcus, Woli-
nella, Mycoplasma, Candida, Trichomonas, Enta-
moeba, etc,

De todos ellos los mas incriminados actual-
mente como causantes de enfermedad periodontal
son los siete primeros géneros, aunque todos los
demas de una u otra forma cooperan en el proceso
inflamatorio que acompana dicha afeccién. Sin
embargo en la Gltima década, gracias a numerosos
estudios, han aparecido claras evidencias que in-
cluyen al género Mycoplasma, en particular la espe-
cie M, salivarium, como miembros de la flora perio-
dontopatogena.

Los micoplasmas son considerados como habi-
tantes normalesdela cavidad bucal, formando parte
de su microbiota. Las especies de la familia Myco-
plasmataceae que pueden hallarse en dicho sitio
anatomico son: M. salivarium, M. orale, M. buccale,
M. faucium, y eventualmente Ureaplasma urealyti-
cum y M. hominis, siendo las dos primeras las mas
frecuentes,

El primer aislamiento de micoplasmas en cavi-
dad bucal, a partir de muestras de saliva, fue reali-
zado hace 4 décadas (Morton 1951); posteriores
estudios demostraron la amplia distribucion de di-
chos microorganismos en diferentes nichos de la
boca y en diversas patologias (Burnet 1959, Barile
1960, Shklair 1962, Razin 1964, Serene 1967,
Engel 1970, Kumagai 1971 y Watanabe 1967,
1972). M. salivarium ha sido aislado con mas fre-
cuenciadel saco gingival de pacientes con enferme-
dad periodontal que en sujetos con encia sana
(Engel 1970, Kumagai 1971, Watanabe 1972,
1986, Perrone 1987), siendo ademas la especie de
micoplasma predominante en placa dental (Kuma-
gai 1971, Uchida 1981, Perrone 1987). Las princi-
pales evidencias que apoyan la correlacion entre la
presencia de M. salivarium a elevadas concentra-
ciones y periodontitis, son:

a. Elevados titulos de anticuerpos contra dicha
especie en pacientes con la mencionada enferme-
dad (Kumagai 1971, Watanabe 1986), asi como an-
ticuerpos IgM producidos contra la IgG en animales
de experimentacion (Watanabe 1987).

b. La liberacion de histamina al producirse el
contacto entre el microorganismo y los leucocitos
(Parkinson 1975a)

¢. La fagocitosis de micoplasmas por parte de
los leucocitos, como consecuencia de la liberacién
de enzimas lisosomales (Parkinson 1975b).

ACTA CIENTIFICA DE LA SOCIEDAD VENEZOLANA DE BIOAMALISTAS ESPECIALISTAS - Vol. | - N® | - 1992 5



ROSAMDRA MAZZALI DE ILJA

CUADRON®1
INTERACCION MICROORGANISMOS-HOSPEDERO
EN LAS ENFERMEDADES PERIODONTALES

E Cocos Gram + Bacteroides sp. Bacteroides Actinobacillus
% Actinomyces sp. Fusobaclerium sp. de pigmentacién actinomycetencoMitans
a bacterias Gram- Selenomonas sp. negra Capnocytophaga
5 Mycoplasma
% Treponema
Q
e
o
=
Componentes Comp. molecul, capsula, polisacaridos, Comp. moleculares
7 moleculares, Factores inhibitorios enzimas : colagenasa, enzimas
o enzimas, de quimiotaxis; tripsina, fibrinolisina, sustancias toxicas:
H endotoxinas. actividad fibrinolitica) hialuronidasa, heparina, endotoxinas
:i Enzimas (colagenasa, ribo y desoxiribonucleasa. leucotoxinas
= tripsina, fosfolipasa).
g Sustancias toxicas:
z factor citotéxico. hidrégeno sulfurado
5 metilmercaptano
% acidos grasos
activacion del PMN-macréfagos Enzimas lisosomales
E complemento, muerte de los PMN
E quimiotaxis: SWnfocitos B alergia tipos I, Il y Il
i PMN-macrafagos linfocitos T alergia tipo IV
g complemento
=
<
=
n
w
g
HJI} Inflamacion Lesiones de tejidos blandos
a alergia tipo | reabsorcion de tejido oseo
ENFERMEDAD GINGIVITIS PERIODONTITIS PERIODONTITIS PERIODONTITIS

PERIODONTITIS
JUVENIL LOCALIZADA

Modificado de Slots 1982 y Sabelli 1985,

d. La inducccidon experimental de hipersensibili-
dad retardada por parte de M. salivarium en conejos
(Matsuura 1978).

Ademas se ha comprobado el efecto micoplas-
micida de extractos de polimorfonucleares in vitro
(Dajani 1969), asi como la induccion de citotoxi-
cidad en linfocitos normales de ratén, mediada por
la presencia de una especie de raton: M. arthritidis
(Cole 1980).

e. Estudios por microscopia electronica han
demostrado presencia de micoplasmas en el epite-
lio oral del saco gingival de pacientes con periodon-
titis (Carranza 1983, Jung 1981, Newman 1984,
Saglie 1985), asi como en eritrocitos (Razin 1980).

f. Ademas dichos microorganismos poseen una
gran variedad de mecanismos bioquimicos, tales
como: lipolisis, proteolisis, hemdolisis, hemadsor-
cion, hemaglutinacion, hidrolisis de arginina se-
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guida por eliminacion de altas concentraciones de
amoniaco, actividades estas que facilitan su adhe-
rencia y la de otros patégenos a la célula hospe-
dadora, causando diversos tipos de alteraciones en
la misma.

Varias investigaciones reportan la presencia de
M. salivarium como agente causante de gingivitis y
periodontitis (Kumagai 1971, Freedman 1968, Wa-
tanabe 1972), asi como en encia crénicamente in-
flamada (Freedman 1968), en periodontitis cronica
(Saglie 1982a). También se observo en muestras de
placa dental en pacientes con sindrome de Papillén-
Lefevre (Jung 1981) no habiéndose encontrado en
cambio en pacientes edentulos (Razin 1964), o en
concentraciones muy escasas (Watanabe 1971).

Se postula que la presencia de micoplasmas
bucales en elevadas concentraciones depende de
varios factores presentes en el surco y/o saco gingi-
val, tales como: condiciones microaerofilicas, facto-
res nutricionales presentes en los detritus celulares
y/o a una relaciéon simbidtica con el resto de la
microbiota del area.

PACIENTES, MATERIAL Y METODOS

Pacientes:

Se escogieron 80 individuos que acudieron a la
Facultad de Odontologia de la Universidad Central
de Venezuela, para tratamientos diversos, dividién-
dose en 2 grupos de acuerdo al aspecto de su encia:

a. 50 mostraron encia sana, con una profundi-
dad de surco gingival igual omenora 3 mm. La edad
de dicho grupo, que se tomé como control, estuvo
comprendida entre 15 y 50 afos, con una media de
32; 27 del sexo femenino y 23 del masculino.

b. 20 pacientes con enfermedad periodontal,
con una profundidad de saco gingival mayor de 3
mm. Dentro de este grupo se incluyeron: 5 con
periodontitis juvenil, 1 con sindrome de Papillén-
Lefévre y 24 con periodontitis del adulto. Las edades
estuvieron comprendidas entre 12 y 53 anos, con
una media de 30; 18 del sexo femenino y 12 del
masculino.

Los criterios para la evaluacion del estado de la
encia de todos estos sujetos fueron los empleados
por la Catedra de Periodoncia de esta Facultad,

realizandose la toma de las muestras bajo la super-
vision de profesores y /o estudiantes de postgrado en
dicha especialidad.

Toma de las muestras de saliva:
Se hizo de 2 maneras:

a. Aspirando la muestra con tubos capilares de
80 x 1 mm, del tipo empleado para microhemato-
crito en laboratorio clinico, pero sin heparina, colo-
cado en la regién lingual de los molares inferiores.

b. Impregnando un hisopo de algodén, estéril,
con saliva y frotando simultaneamente la encia de
los molares, en la misma region previamente citada.
Cada muestra fue colocada en tubos que contenian
2 ml de caldo PPLO con 1000 UI/ml de penicilina,
enviandose inmediatamente al laboratorio.

Siembra de las muestras:

Las muestras fueron procesadas de inmediato al
llegar al laboratorio; en ambos casos se mezclaron
bien con la ayuda de un vortex, para la elucién del
material, luego seretird tanto el tubo de hematocrito
como el hisopo, de los respectivos tubos, proce-
diendose a su siembra. La misma se realizé tanto en
medio liquido (caldo PPLO con arginina, suple-
mentado con suero de caballo y extracto de le-
vadura) como en medio solido (agar suplementado,
similar al caldo), arazén de 0,1 ml por placa de Petri
de 60 mm de diametro y de 0,4 ml por vial con 3,6
ml de medio liquido. La siembra en placas se hizo
por duplicado y empleando 2 diluciones de factor 10
(1:10 y 1:100, ademas del puro); la incubacion de
las mismas se llevo a cabo en condiciones anaerébi-
cas, empleando el sistema Gas Pak de BBL, por
periodos de 72 a 96 horas. Las formulas de los
medios empleados para el aislamiento de micoplas-
mas, fueron las recomendadas por el Center for
Diseases Control de Atlanta (Velleca 1980).

Cuantificacion de micoplasmas:

La cuantificacion se realizd contando el nimero
de colonias de micoplasmas observado en las dilu-
ciones de los cultivos en agar, con ayuda de un
microscopio estereoscopico con aumento total de
100X, calculando las unidades formadoras de colo-
nias por ml (UFC/ml).
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Aislamiento de la cepa de M. salivarium OD-87:

El aislamiento se realizé a partir de la saliva de
un paciente con periodontitis, sembrada en agar,
clonada, cultivada en caldo e identificada por el
meétodo de inhibicion del crecimiento con el antisue-
ro homologo.

Identificacién de la cepa de M. salivarium OD-87;

La identificacion de la mencionada cepa se llevd
a cabo por 2 procedimientos: por inhibicién del
crecimiento con el antisuero especifico (Clyde
1964 ) y por microscopia electrénica de transmision.

Para el primer método se sembré una placa de
Petri con el medio arriba sefalado, con una concen-
tracion de micoplasmas de 1.0 x 104/ml, colocan-
dose en forma equidistante, los 5 discos impregna-
dos conlosrespectivos antisueros de cepasbucales:
M. salivarium, M. hominis, M. orale, M. faucium, M.
buccale, suministrados por el National Institute of
Allergy and Infectious Diseases, Bethesda, Maryl-
and (tramitados por la OPS de Caracas). Se incubo
en anaerobiosis por 3 dias.

Microscopia electrénica de transmisién:

Para ello se concentraron 500 ml de cultivo de la
cepa M, salivarium OD-87 en caldo con arginina,
por centrifugacion a 40.000 rpm por 1 hora, resus-
pendiendose el sedimento en un volumen de 0,5 ml
de solucion salina fosfatada pH 7.2 (concentracién
100X). Posteriormente se fijo con una solucién de
glutaraldehido al 2% en el mismo tampén, durante 2
horas, igual tiempo se aplicé acido ésmico al 1%.
Luego se procedio a la deshidratacién del material
en diferentes concentraciones de alcohol etilico,
desde 50% hasta 100%, se incluyé en Epon, dejan-
dose polimerizar por 48 horas a 60°C. Los cortes se
realizaron- con microtomo Poster-Blum MT-28,
tinéndose con acetato de uranio y citrato de plomo;
la observacion se hizo en microscopio electronico
Hitachi H-500.

Curvas de supervivencia de la cepa de M. saliva-
rium OD-87 a diferentes temperaturas:

Se realizaron mediante tomas de cultivos en
medio liquido de la referida cepa, incubados res-
pectivamente a 0, 22, 37 y 40°C, desde el dia cero
hasta el 40°, a intervalos de 48 horas. Todas la
muestras se mantuvieron congeladas a -20°C hasta

concluir el experimento, al cabo de lo cual se sem-
braron en placas de Petri, determinandose los titulos
a las 72 horas de incubacién a 37°C (en UFC/ml).

Pruebas de supervivencia con los agentes quimi-
cos de la cepa M. salivarium OD-87:

Se evaluaron las siguientes sustancias: 4 en-
juagues bucales (Fluorinse, Fluocaril, Oraldine y
Listerine), 2 agentes oxidantes (Amosan y agua oxi-
genada de 10 volumenes), 3 anti-inflamatorios
(Laimoqualin, Tantum y Gencivol) y 3 cremas den-
tales (Crest, Colgate y Pepsodent). Como controles
se emplearon discos de tetraciclina de 30 ug/ml,
antimicrobiano altamente efectivo contra M. saliva-
rium,

Con todas las sustancias liquidas se impregna-
ron discos de 8 mm de diametro, mientras que con
las pastosas se hicieron previamente suspensiones
al 10% en caldo PPLO; todos estos agentes quimicos
se emplearon tanto puros como diluidos 1:10. Los
discos impregnados se colocaron en forma equidis-
tante en placas de Petri sembradas con la referida
cepa a una concentracion de 1.0 x 10* /ml UFC, en
forma similar a la descrita anteriormente,

RESULTADOS

La incidencia de micoplasmas obtenida para los
dos grupos de pacientes evaluados fue la siguiente:
50% (25/50) para los de encia sana (grupo control)
y del 80% (24/30) para los de enfermedad perio-
dontal,

En cuanto a la cuantificacion de dichos microor-
ganismos (cuadro N 2) encontramos que en el
primer grupo las concentraciones variaron entre 3.0
x 10°y 4.5 x 10* (media: 3.5 x 10°) mientras que
para el segundo estuvieron entre 5.0x 10°y 8.0 x 10°
(media: 1.0 x 10°), con un valor de P<0,001.

Las concentraciones mas elevadas de mico-
plasmas correspondieron a los casos de perio-
dontitis juvenil y al sindrome de Papillon-Lefévre
(ver cuadro N 2).

No hubo diferencia significativa entre los con-
tajesrealizados con los 2 tipos de muestras (hisopos
y capilares de microchematocrito).

La identificacion de la cepa de M. salivarium
OD-87, cuyas colonias tipicas con aspecto de “hue-
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CUADRON®22

CONTAJES DE COLONIAS DE MICOPLASMAS EN LOS DOS GRUPOS
DE SUJETOS EVALUADOS EN UFC/ML

Grupo control (N=50) Grupo con periodontitis (N=30)
M@ edad contaje (UFC/ml) N edad contaje (UFC/ml)
1 29 0 1 51 1.9 x 10
2 32 0 2 48 9.0 x 10°
3 25 1.2 x 107 3 40 4.4 x 10°
4 20 7.1 x10° 4 35 8.1 x 10°
] 41 0 5 16* 5.4 x 10°
6 47 0 6 18* 7.0 x10°
7 15 3.0 x107 7 53 8.2 x10°
8 42 8.0 x 107 B 29 5.0 x 10°
9 40 1.2 x10° 9 18* 3.2x 108
10 35 0 10 38 0
11 28 2.0 x 10° 10 36 5.0 x 10*
12 26 5.2 x 107 11 29 8.6 x 10°
13 20 0 12 31 2.4 x 101
14 48 0 14 28 4.5 x 10*
15 31 1.4 x 10 15 39 0
16 50 4.3 % 10° 16 45 0
17 28 0 17 30 8.6 x 10%
18 30 2.5 % 103 18 | 2% 8.0 x 10°
19 19 0 19 41 9.0 x 10°
20 36 1.8 x 107 20 31 0
21 40 0 21 27 5.4 x 10*
22 43 1.6 x 107 22 25 2.0 x 10°
23 29 0 23 21 4.8 x 10*
24 32 0 24 14* 6.8 x 108
25 26 4.5 x 10° 25 16* 1.8 x 10%
26 39 2.5 x 102 26 28 0
27 19 0 27 31 3.6 x 10°
28 24 0 28 36 8.8 x 10°
29 23 0 29 31 0
30 31 1.1 x 102 30 30 7.8 x 10°
31 32 0
32 45 6.0 x 107
33 49 0
34 31 0
35 35 3.5x 107
36 39 2.5 x10°
37 26 1.2x 104
38 23 8.0 x 102 * Pacientes con periodontis
39 24 0 juvenil
40 31 0
:; i; 16 S 10° ** Pacientes con sindrome de
43 43 - 0 Pﬂplliﬂn - LEf‘é‘k"FE'
44 27 7.5x10?
45 37 0
46 45 1.0 x 10
47 28 0
48 27 2.6 x10°
49 36 1.4 x 102
50 31 0
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vo frito” observamos en la Foto N2 1, dio un claro En relacién a las curvas de supervivencia,
halo de inhibicion alrededor del disco que contenia comprobamos viabilidad de micoplasmas hasta el
el antisuero homodlogo. dia 32° a temperaturas de 4 22 y 37°C, mientras que

a 40°C solo sobrevivieron hasta el 82 dia (Grafico
N2 1).

GRAFICO N®? 1
CURVAS DE SUPERVIVENCIA DE LA CEPA
Kb DE MYCOPLASMA SALIVARIUM OD-87
T i A LAS TEMPERATURAS INDICADAS

emaa BORC
T

A PILILITRO

i
] , : _"__.::':.:: . :.-I il ﬁi‘j"ﬁf:i .-:f-!:#-r.--

i #! fiefis

FOTO 1. COLONIAS TIPICAS DE MYCOPLASMA SALIVARIUM
(CEPA OD-87) CON ASPECTO DE "HUEVO FRITO", EN CULTIVO

UNTDADES FOAMADORAS DE COLOYIAS 7

DE 4 DIAS EN AGAR PPLO SUPLEMENTADO. AUMENTO: 300X. re?

Hﬂ1

La microscopia electronica de transmision — L AN

demostro estructuras caracteristicas del género My- | o K g
coplasma, tanto de forrna cocoide como alargadas,
con su tipica membrana plasmatica trilaminar y Finalmente, con ninguno de los agentes an-
ausencia de pared celular, perfectamente diferen- isépticos evaluados se comprobé inhibicién del
ciables de las bacterias (Foto N? 2). crecimiento de la cepa de M. salivarium OD-87,

comprobandose en cambio una amplia zona de in-
hibicién alrededor del disco con tetraciclina que se
empled como control.

DISCUSION

En estudio previo (Perrone 1987) se habia
demostrado una incidencia de micoplasmasde 18y
44% en sujetos con encia sana y periodontitis res-
pectivamente, en muestras de hisopados gingivales
tomadas de la zona anteroinferior de los incisivos,
mientras que en este trabajo encontramos cifras
mayores en saliva, con valores de 50 y 80% para
cada caso. La diferencia quizas se debio al hecho de
que en esta oportunidad el muestreo se realizo en los

molares, donde las condiciones anaerdbicas son
FOTO N® 2: MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION  mas estrictas, hallazgo corroborado por estudio
DE LA CEPA DE M. SALIVARIUM OD-87, MOSTRANDO LAS PFE\I']D {Uchida IQBII:}
TIPICAS ESTRUCTURAS, TANTO COCOIDES COMO ALAR- _ ) '
GADAS, COM St MEMBRANA TRILAMINAR (AUI""?EHTD: ESlUdlDE Ell'l"lllﬂl'EE dE otros autores repnrtan
20.000X). rangos de incidencia entre 32 y 82% para sujetos
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con encia sana, y entre 57 y 100% en pacientes con
enfermedad periodontal (Engel 1970, Kumagai
1971, Watanabe 1972, 1986). En estudios previos
habiamos demostrado que la especie aislada con
mas frecuencia en cavidad bucal era M. salivarium,
con un 96% (Perrone 1987, Bechara 1990}, por lo
que en este trabajo nos limitamos a determinar sélo
el género Mycoplasma, sin identificar la especie.

Mo obstante consideramos que mas importante
gue la incidencia de micoplasmas en saliva, es su
cuantificacion, habiéndose realizado muy pocos es-
tudios en este sentido. Sin embargo hallazgos pre-
vios reportan resultados similares a los nuestros,
pero en diferentes tipos de muestras, con rangos
entre 1.09 x 10°y 1.75 x 10° en placa dental (Uchida
1981a), en enjuages bucales valores entre 1.3 x 10?2
y 8.0 x 10* en sujetos con encia sana y entre 1.0 x
10°a 8.0 x 10° en periodontitis (Watanabe 1972).
Un estudio mas reciente senala cifrasentre 6.8 x 10°
y 4.6 x 10° para enfermedad periodontal y 1.0 x 102
y 6.1 x 10* en sujetos sanos, en muestras de saliva

proveniente de toda la cavidad bucal (Watanabe
1986).

Como M. salivarium es la especie predomi-
nante, tanto en surco gingival como en placa dental
(Kumagai 1971), se trata de determinar si juega un
papel importante en la afeccion que nos ocupa. Las
reacciones inflamatorias y las respuestas trauma-
ticas, ocasionan migracion extravascular de baso-
filos {polimorfonucleares ricos en histamina) al sitio
del dano. Este fendmeno invita a la especulacion de
que M, salivarium, al ser fagocitado por dichos leu-
cocitos, estimula la produccion de histamina por
parte de los que han migrado al tejido periodontal in-
flamado, hecho corroborado experimentalmente
(Parkinson 1975a, 1975b). Queda asi comprobado
que los micoplasmas cooperarian a potenciar la
praduccion de histamina por parte de los polimor-
fonucleares infectados, a la par que el resto de las
bacterias reconocidas como periodontopatogenas.

Estudios posteriores, con la ayuda de la micros-
copia electrénica, demostraron una serie de meca-
nismos que contribuyeron a explicar algunas de las
intereacciones bacteria-hospedero, entre ellos cabe
mencionar: aglutinacion de eritrocitos en el area del
saco gingival y de la encia misma, ademas de
fendbmenos de hemadsorcion, hemaglutinacion y
hemdlisis, reacciones que contribuyen al dano de la
célula (Razin 1980, Newman 1984). Ademas se

comprobd vacuolizacion en las células epiteliales,
tanto de la superficie como del saco gingival (New-
man 1984). Esta estrecha asociacion o adherencia
fisica entre la membrana de los micoplasmas y la de
las células, es un importante paso en la iniciacion de
la infeccién, protegiendo en parte al microorganis-
mo de los mecanismos de defensa del hospedero. El
metabolismo activo por parte de los micoplasmas
adheridos a las células y demostrado por micros-
copia electronica, esun prerequisito para que ocurra
el dano tisular. También la motilidad ha side demos-
trada en el género Mycoplasma, por lo tanto se
supone que este pueda ser el mecanismo por el cual
esta bacteria penetra los tejidos blandos periodon-
tales, ocasionando deslizamiento de la estructura
terminal (Newman 1984).

En casos de periodontitis juvenil se demostraron
micoplasmas tanto en los dientes, como en el epite-
lio del saco gingival e invadiendo el epitelio y el
tejido conectivo adyacentes a la encia (Newman
1984). También fueron observados en los espacios
intercelulares del epitelio y dentro de algunos leu-
cocitos, tanto en encia como en hueso alveolar
(Carranza 1983). En la placa subgingival de un
paciente con sindrome de Papillon-Lefévre, se pu-
dieron evidenciar, tanto por microscopia electronica
de barrido, como en preparaciones histologicas, mi-
crocolonias de microorganismos pequernos, ro-
deadas de espiroquetas, que por su morfologia se
deduce que pueda tratarse de micoplasmas (Jung
1981); en nuestro estudio la mayor concentracion
de ellos la obtuvimos precisamente en un paciente
con dicho sindrome (Cuadro N2 2).

En exhaustivos estudios bacteriologicos de
casos de periodontitis severa se encontraron dichas
bacterias en el 43% de muestras provenientes de
placa supragingival y en un 55% en placa sub-
gingival, pero a muy bajas concentraciones (Moore
1982b), en cambio se encontrd en un sélo caso de
gingivitis experimental (Moore 1982a).

Esta ampliamente demostrado que las especies
de micoplasmas de la cavidad bucal degradan acti-
vamente la arginina por la via enzimatica de la
deiminasa, ornitina-transcarbamilasa y carbamil-
fosfoquinasa, eliminando como desecho de esa
accion el amoniaco, producto altamente toxico para
las células animales, elevando el pH de la region
afectaday originando un ambiente favorable a la for-
macion del calculo dental, mecanismo estre-
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chamente relacionado al origen de la enfermedad
periodontal (Watanabe 1972). Ademas se ha po-
dido demostrar presencia de actividad lipolitica en
varias cepas de M. salivarium, teniendo también
dicha enzima un efecto danino sobre la membrana
de las células (Watanabe 1972),

Los micoplasmas son cultivados normalmente
en medios que contienen sueros animales, teniendo
la propiedad, como ya se menciono, de adherir dife-
rentes sustancias a su membrana celular. Si lleva-
mos esta situacion al caso de M, salivarium multi-
plicandose en el surco gingival, su presencia pudiera
estimular la produccion de autoanticuerpos, no
solamente contra componentes del suero sino
ademas contra restos celulares de tejido periodontal
destruido. Estudios recientes han demostrado que
dicha especie, propagada en medio que contiene
suero de conejo y luego inoculada en dicho animal,
induce formacion de autoanticuerpos IgM contra las
lgG del mismo (Watanabe 1987). M. salivarium es
un miembro de la microbiota propia del surco gingi-
val, por lo tanto si se propaga en ese habitat, su
superficie quedara adherida con componentes,
tanto del suero como de restos celulares del tejido
del hospedador. Dichas sustancias seran recono-
cidas como extranas desde el punto de vista inmu-
nolégico, por parte del hospedero, estimulando la
produccion de autoanticuerpos, mecanismo que
sera coadyuvado por la presencia de la placa dental
y de algunos componentes celulares delas bacterias
bucales, tales como lipopolisacaridos y peptidogli-
canos. Se considera por lo tanto que este meca-
nismo juega un papel muy importante en la destruc-
cion de los tejidos periodontales.

En relacion a la supervivencia de los micoplas-
mas ante factores adversos, tanto fisicos como
quimicos es un hallazgo del cual ya teniamos ciertas
evidencias. Estudios previos realizados con mico-
plasmas contaminantes crénicos de cultivos celu-
lares, nos habian demostrado una notable resisten-
cia de dichos microorganismos, hecho que corrobo-
ramos en este estudio, aunque en condiciones dife-
rentes (Mazzali 1971, Mazzali de llja 1978, 1989).
Ello probablemente sea debido a su estrecho con-
tacto con las celulas epiteliales, a las cuales se
adhieren firmemente mediante receptores especi-
ficos. Ademas se sabe que cuando las condiciones
del medio le son adversas, pueden entrar a través de
la membrana de la células hospedadora por pinoci-

tosis, alojandose en vacuolas, de donde salen nue-
vamente al exterior cuando las condiciones vuelven
a serle favorables (Mazzali 1971).

A pesar de todas las evidencias, tanto cuantita-
tivas, como ultraestructurales e inmunolégicas, de
laimportancia de la presencia de micoplasmasenla
enfermedad periodontal, consideramos que se re-
quiere ahondar un poco mas en el estudio del papel
de estas bacterias en dicha patologia.

CONCLUSIONES

1. Se comprobé que mas importante que la in-
cidencia de micoplasmas en saliva de pacientes
con enfermedad periodontal, en relacion con los
sujetos sanos, es su concentracion, lo que de-
muestra una estrecha asociacion entre dicho
microorganismo y la mencionada afeccién. Ob-
viamente, recordando que se trata de una enfer-
medad con etiologia multifactorial, donde los
micoplasmas representan tan solo un Género
dentro del amplio universo de la microbiota
periodontopatogena.

2. Solo temperaturas iguales o superiores a 40°C
son capaces de inhibir el crecimiento de M. sali-
varium, en cambio ninguna de las sustancias
antisépticas evaluadas tuvo accion contra la
mencionada cepa, hecho que nos sorprende por
tratarse de microorganismos que carecen de
pared celular, generalmente muy labiles ante
diversos agente tanto fisicos como quimicos.

Estos dos hechos nos permiten explicar en parte
que, pese a las condiciones adversas presentes enla
cavidad bucal (cambios de temperaturas frecuentes
durante la ingestion de alimentos) y la aplicacion de
sustancias antisepticas de diversa indole, los mico-
plasmas permanecen como colonizadores cronicos
de la boca en un alto porcentaje de la poblacion
evaluada.
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ACETILACION EN ADULTOS:
DETERMINACION DE LA VELOCIDAD

ﬂUT{}RES*

Dra. Eva E de. Bekler

RESUMEN:

A 124 adultos sanos (en su mayoria mestizos
venezolanos), fue determinada su capacidad de
acetilar SMZ (sulfametazina). Cada sujeto recibi6
SMZ por via oral en capsulas preparadas de 500
mgrs. y la SMZ libre y total fue estimada en suero y
orinarecolectadas alas6 horas posterior a la ingesta
de la droga.

Enloshistogramas se muestra un patrén bimodal
de distribucion del porcentaje de SMZ acetilada en
suero y en orina, indicando la existencia de un
polimorfismo genético como los observados en estu-
dios previos.

Existe una correlacion altamente significativa
entre el porcentaje de SMZ acetilada en suero y el
porcentaje de SMZ acetilada en orina. Un individuo
puede ser clasificado como acetilador lento si el por-
centaje de acetil SMZ es: menor que 27,5% en suero
y/o menor que 66,5% en orina.

La incidencia del fenotipo acetilador rapido fue
de 57,3 y la del acetilador lento de 42,7%

La aparicion del alelo que controla la acetilacion
lenta (q) fue 0,65 +/- 0,04.

El estudio demuestra que la prueba con SMZ es
facil de realizar y que la determinacion de SMZ ace-
tilada en suero permite una mejor discriminacion del
fenotipo acetilador.

La aplicacion practica del trabajo consiste en
predecir el efecto téxico y terapéutico de las drogas
de acuerdo a su acetilacion.

INTRODUCCION:

Ha sido reconocido desde hace dos décadas que
existe un polimorfismo genético hepatico en el hom-
bre parala acetilacioncon SMZ (11, 12,36, 42, 43).

La acetilacion es una reacion de conjugacion a
través de la cual el organismo metaboliza las drogas.
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Este proceso se realiza principalmente en el higado,
a traves del sistema enzimatico no microsomal de la
MN-acetil Transferasa, el cual no solo favorece la eli-
minacion de la droga, sino que también produce, a
menudo la inactivacion del compuesto pero conser-
vando sus potencialidades toxicas. (6,7, 19, 21, 35,
44).

La variabilidad en la velocidad de acetilacion de
la enzima o sistema enzimatico entre los diferentes
individuos de unamisma especie permite diferenciar
auna poblacion de otra de acuerdo conla proporcién
de acetiladores lentos y rapidos que se determinen
en ella. Asi podemos establecer diferencias étnicas
en el metabolismo de estas drogas atribuible princi-
palmente a las diferencias en ia actividad de la N-
acetil-transferasa hepatica. (13, 10).

La frecuencia del fenotipo acetilador en varios
grupos étnicos ha sido investigada (5, 8, 16, 28, 33,
40,42, 25) y se ha encontrado entre el rango del 90%
de acetiladores rapidos para los esquimales cana-
dienses, y cerca del 18% para los egipcios. Los indi-
viduos de origen caucasico tienen mayor porcentaje
de acetiladores lentos, en cambio los individuos de
origen asiatico tienen mayor porcentaje de acetila-
dores rapidos. (8, 42).

Existen varias drogas de uso basico en la practica
meédica con grupo amino aromatico e hidrazinas que
son metabolizadas principalmente por acetilacién,
entre ellas: Isoniazida, Hidralazina (23), Procainamida
(17, 18, 39), Sulfonamidas (44, 28), Sulfonas y Ni-
trazepam.

La utilidad del presente estudio consiste en
predecir los efectos toxicos y la eficacia terapéutica
con el uso de estos compuestos dependiendo del
estado acetilador de cada individuo (7, 28, 44). Los
acetiladores lentos tendran mayor riesgo de experi-
mentar toxicidad a dosis estandar pero mayor efica-
cia terapéutica que los acetiladores rapidos.

En los Gltimos anos la distribucién del polimor-
fismo acetilador hepatico ha sido estudiada en pa-
cientes afectados con una gran variedad de enfer-
medades (15) y alguna relacién ha sido sugerida
entre enfermedades, tales como: Cancer de vejiga
(4, 20, 26, 32, 37); Diabetes mellitus tipo | (2); LES
(22, 7); Enfermedad de Gilbert Polineuropatia peri-
férica y Hepatitis téxica inducida por INH. (1, 6, 30,
31).

La mayoria de los pacientes con enfermedades

inducidas por drogas y enfermedades agnogénicas
son acetiladores lentos y consecuentemente una
etiologia comin puede estar presente.

MATERIALES Y METODOS:

Un total de 124 adultos sanos, voluntarios, (86
hembras y 38 varones) constituidos por estudiantes
de la Escuela de Medicina, personal médico, para-
médico y obrero que labora en el Hospital José
Gregorio Hernandez, ubicado en Los Magallanes de
Catia, fueron empleados para el estudio. Con un
promedio de edad de 32 +/-8,7 anos y un rango de
edad entre 19 y 58 arnos; cuyo origen étnico fue
determinado a través de la historia clinica y los datos
aportados por el trabajo de investigacion en la
poblacion mestiza venezolana del Proyecto Vene-
zuela (29); por lo tanto de los sujetos estudiados:
112 fueron mestizos, 10 caucasoides latinoameri-
canos y 2 caucasicos.

Los criterios de exclusion fueron: 1) Historia de
sensibilidad a las sulfonamidas. 2) Alcoholismo
acentuado. 3) Enfermedad Hepatica y Nefropatia.
4) Ingestion de drogas, tales como: anticoagulantes,
hipoglicemiantes, hidantoinas, fenobarbital, anti-
conceptivos, griseofulvina, y otros compuestos que
puedan interferir con la farmacocinética de la droga,
5) Diabéticos, 6) Embarazadas, 7) Historia de cirugia
gastrointestinal mayor, 8) Cualquier otra enferme-
dad severa.

Ninguno de los sujetos ingerian alguna droga
por lo menos desde una semana previa al estudio.

La determinacion rutinaria de creatinina sérica,
proteinas totales y fraccionadas, bilirrubina total y
fraccionada,transaminasas, fosfatasa alcalina, tiem-
po de protrombina, tiempo de tromboplastina y exa-
men simple de orina no revelaron anormalidades.

A todos los sujetos se les pidié mantenerse en
ayuna la noche de la ingestion de la SMZ, Se utilizé
SMZ pura la cual fue suministrada desde EE.UU. a
través de la Compania Sigma.

Se prepararon capsulas gelatinosas conteniendo
cada una 500 mgrs de SMZ pura. A cada sujeto se
le instruyé para ingerir la dosis de 500 mgrs. con un
vaso de agua, a las 12 pm. Posterior a la ingesta y
previo vaciamiento de la vejiga, se inicio la recolec-
ciéon de la muestra de orina durante 6 horas en un
frasco estéril y el volumen y pH urinario fueron me-
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didos. Se tomd una porcion de la orina (aprox. 50
cc) y fueron congeladas a menos 15 grados C.

A las 6 horas después de la ingesta de la droga,
se tomaron las muestras de sangre venosa (aprox.
10cc), se centrifugo y se separo el suero el cual tam-
bién fue congelado a menos 15 grados C para ulte-
rior analisis.

Las muestras congeladas fueron después des-
congeladas, y para asegurar que la droga y su acetil
derivado estuvieran descongeladas completamente
antes del analisis, la muestra de orina fue calentada
por 5' en bano de Maria y el suero permanecio enuna
incubadora a 37 grados C por el lapso de una hora.

La SMZ libre y total en suero y en orina fue
estimada por el método colorimétrico de Bratton-
Marshall (3) modificado en relacion al tiempo em-
pleado para el calentamiento de las muestras (15"
vs. | hora), antes de proceder a la determinacion de
la forma acetilada de la droga en suero y en orina.

PROCEDIMIENTO COLORIMETRICO:

De la solucion madre de SMZ (200 mgrs/1) se
obtuvieron los patrones. Esta fue conservada en
nevera para evitar su cristalizacion. Los patrones
que se tomaron a dilucion de 0,02; 0.2;0,5;1,0;2,0;
3.0; mgrs/dl, los cuales fueron tratados igual que las
muestras estudiadas.

Las lecturas fueron realizadas en el espec-
trofotometro modelo Spectronic 20 (Baush and
Lomb). La absorbancia fue medida a 547 nm, Se
realiza la lectura en transmitancia y se obtiene la
densidad optica por la tabla.

Para determinar las formas libre y total de SMZ
en suero se procedid a : Anadir a 0,6 cc de suerop, 3,6
cc de acido tricloroacético; se centrifuga por 15" y
del sobrenadante se tomo 1,5 cc para cada tubo de
prueba. Un tubo para determinar la forma total de
SMZ (sometido a bano de maria durante 157) y el
otro para determinar la forma libre de SMZ.

Para determinar las formas libres y total de SMZ
en orina, se procedio a diluir la orina 1/10: se tomod
0,20 cc de orina y se anadié 1,8 cc de acido triclo-
roacético (15%); mas 0,5 de HCI (4N} y 7,5 cc de
agua destilada, se mezcld bien y se tomaron 1,5 cc
para cada tubo. Uno parala forma libre y el otro para
la forma total.

(Una vez que se enfriaron los tubos se procedio a
la determinacion de la SMZ, utilizando los reactivos
para la coloracion segun el método colorimétrico de
Braton-Marshall. Posteriormente se efectud la dosi-
ficacion mediante la lectura de la absorbancia en el
espectrofotometro.

UUna vez obtenidas las lecturas se procedio al
calculo de la forma acetilada, en suero y orina me-
diantelaférmula que expresa el indice de acetilacion:

SMZ total - SMZ libre

X 100
SMZ TOTAL

ANALISIS ESTADISTICO:

— El analisis de regresion lineal simple fue utili-
zado para evaluar la correlacion entre las varia-
bles (porcentaje de acetilacion en suero y en
orina). El calculo de la linea de regresion y del
coeficiente de correlacion de Pearson permitio
determinar sila pendiente de las lineas de regre-
sion fueron significativamente diferentes de cero.

— Lacomparacion entre valores porcentuales obte-
nidos en estudios previos con los de este estudio
fue evaluada por la prueba de Chi cuadrado con
correccion de Yates cuando fuese necesario.

— Los resultados de los valores cuantitativos vie-
nen expresados en X+/- DE y la de los valores
cualitativos en porcentajes.

— Lasignificancia estadistica fue considerada para
el criterio del 5%.

— LaPruebatde Student se utilizo para analizar las
diferencias entre los valores promedios de ace-
tiladores rapidos y lentos de SMZ en suero y
orina.

— Seprocedi6 a latabulacion y a graficar los datos
obtenidos: histogramas de frecuencia de dis-
tribucion para el porcentaje de acetilacion de
SMZ,

— Los calculos estadisticos fueron obtenidos me-
diante el uso del programa estadistico para
computadoras personales. STARTGRAPHICS
(version 2,0).

RESULTADOS Y ANALISIS:

Los adultos estudiados fueron clasificados de
acuerdocon el porcentaje de SMZ acetilada en suero
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y el porcentaje de SMZ acetilada en orina, en dos
grupos: acetiladores rapidos y acetiladores lentos.
Este porcentaje se obtuvo para cada individuo de la
relacion entre SMZ total vy SMZ libre, previamente
descrita.

Cuando en un mismo individuo el porcentaje de
SMZ acetilada en sueros es graficado en funcién al
porcentaje el fenotipo acetilador rapido y lento es
obtenido. (Grafico 1)

GRAFICO 1
CORRELACION DE LA ACETILACION DE sSMZ
ENTRE SUERO Y ORINA, EN ADULTOS SANOS
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Vemos claramente que tales puntos tienden a
agruparse alrededor de la linea y que el porcentaje
de SMZ acetilada en orina aumenta cuando aumenta
el porcentaje de acetil-SMZ en suero. Se evidencia
una mutua relacion entre las dos variables, por lo
que podemos concluir que existe una correlacion
altamente significativa. (r=0,862; pmenor que 0,05).

Enloshistogramas se muestra un patréon bimodal
de distribucion del porcentaje de SMZ acetilada en
suero (Grafico 2) y del porcentaje de SMZ acetilada
en orina (Grafico 3), podemos entonces establecer
una linea divisoria entre los inactivadores rapidos y
lentos. Estos hallazgos sugieren que un individuo
puede ser clasificado como acetilador lento si el
porcentaje de SMZ acetilada en suero es menor que

27,5% y/o en orina menor que 66,5/% y en acetila-
dor rapido si los valores son mayor que 27,5% en
suero y/o mayor que 66,5% en orina.

X -

Y I el . TS
e
[

GRAFICO 2
ADULTOS SANOS, SEGUN ACETILACION
DE SMZ EN SUERO

-
e

- w =
K . B . I B o i {1 I

% te Po, SMZ suero

GRAFICO 3

ADULTOS SANOS, SEGUN ACETILACION DE SMZ

uwy O o= O T

s

EN ORINA
i 1

1 -

l-hl-
- -
"--' 2 .-'-- '1-_ 2 i--
e
| e e e, e e e e e
-
S

0 0 4
h Re, SHE gring

18 ACTA CIENTIFICA DE LA SOCIEDAD VENEZOLANA DE BIOANALISTAS ESPECIALISTAS - Vol. | - N2 1 - 1952



ACETILACION EN ADULTOS: DETERMINACION DE LA VELOCIDAD

De lo anteriormente expuesto, tenemos que, de
los 124 adultos estudiados se observo para el suero
una incidencia del fenotipo acetilador rapido (n=71)
de 57,25% y para el acetilador lento (n= 53) de
42,75%; en cambio para la orina la frecuencia del
acetilador rapido (n= 65) fue del 52,42% vy la del
acetilador lento (n= 59) de 47,58% (tabla 1).

TABLA 1

ADULTOS SANOS, SEGUN ACETILACION
DE SMZ EN SUERO Y ORINA

Acelilacion en suero
Orina Rapidos Lentos Total
Rapidos 65 - b5
Lentos 06 53 59
Total 71 53 124
57.25% 42.75%

X2 = 4,17; p< 0,01

Nota: Aceliladores rapidos en suero » 27,5%
Acetiladores rapidos en orina = 56,5%

Existe concordancia en los valores obtenidos
para 118 (95%) de los sujetos estudiados; es decir
que el mismo individuo fue clasificado como ace-
tilador rapido o lento tanto en suero como en orina,
mientras que en los 6 restantes no hubo concordancia
siendo la clasificacion del mismo sujeto en acetila-
dor rapido en suero y acetilador lento en orina, (tabla
1). El analisis estadistico demostré que existe una
diferencia significativa. (X2=4,17;p < 0,05); lo que
quiere decir que la discordancia observada tiene
probabilidad de ser explicada por el solo azar.

Al analizar las diferencias de los valores prome-
dios entre acetiladores rapidos y lentos de SMZ en
suero y orina aplicando la prueba t de student (tabla
2), tenemos que en suerot = 23,88. Este es el valor
estadistico de contraste; sise fija el nivel de significan-
cia en 5% se encuentra que los valores criticos son
+/- 2,831 (que permite un limite de confiabilidad del
95%) y por sert = +23,88 es mayor que 2,381, por
lotantola diferencia observada es altamente significa-
tiva y la hipotesis nula es rechazada; el azar tiene
poca influencia sobre la clasificacion entre acetila-

dores rapidos y lentos en suero igual ocurre con los
valores promedio en orina, en donde se concluye
que existe una diferencia estadisticamente signi-
ficativa.

Con el fin de establecer qué factor o factores
pudieron haber influenciadola discordancia obtenida,
se correlacionaron los valores de pH, volumen y
densidad urinaria obtenidas para cada sujeto contra
los valores porcentuales de SMZ acetilada excretada
en orina, siendo los coeficientes de correlacion (r =
0,12; r= 0,13; y r = 0,02 respectivamente). Estos
resultados demuestran que no existe correlacion
estadisticamente significativa entre los valores por-
centuales de SMZ acetilada excretada en orina con
cada una de las variables analizadas.

TABLA 2

COMPARACION DE LOS VALORES PROMEDIOS
EMNTRE ACETILADORES RAPIDOS Y LENTOS
DE SMZ EN SUERO Y ORINA

Fenotipo acetilador +

Parameltros Rapidos Lentos i P
Acetilacion n=71 n=53

en SUero 5062+ 119 1867 +425 2388 <005
Acelilacion n=65 n=59

en orina 7935+ 577 46,15+ 10.2-226 <005

+ Clasificacion del fenctipo acetilador basada en porcen-

laje de acetilacion en suero y corina. Todos los valores
se expresan como promedios * desviacion estandar.

* La prueba t de Sludent se utilizd para analizar las
diferencias entre los acetiladores rapidos y lentos.

Considerando lo anteriormente expuesto y ba-
sandonos en el analisis estadistico de los valores
obtenidos tanto en suero como en orina podemos
afirmar que los valores porcentuales en suero pre-
sentan una distribucién mas regular enrelacién alos
de la orina, por lo tanto los valores obtenidos en
suero son mas confiables. Esta afirmacion permitio
establecer que de los 124 sujetos estudiados, 71
(57,25%) fueran considerados como acetiladores
rapidos, y 53 (42,75%) fueran considerados como
acetiladores lentos.

Enlatabla 3, tenemos los fenotipos acetiladores
segun la edad. Observemos que 73 de 124 sujetos
estudiados, les correspondié edades comprendidas
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entre 25 y 34 anos. El analisis estadistico mediante
la (X2 = 0,15; p> 0,05) permite concluir que la edad
no tiene influencia sobre la ocurrencia de los dos
fenotipos.

IS s Pt s e e e e e
TABLA 4

ADULTOS SANOS, SEGUN SEXO Y FENOTIPO
ACETILADOR EN SUERO

Fenotipo acetilador

Sexo Rapidos Lentos Tolal
Varones 21 (55.3%) 17 38
Hembras 50 (58.1%) 36 86
TOTAL 71 53 124

MNota: Acetilador rapido en suero » 27.5%

X2=0,01; p>0,05
T R e G e R I e e T P (PR e

TABLA 5
FENOTIPO ACETILADOR,
SEGUN GRUPO ETNICO

Acetilacion en suero |
Etnia Rapidos Lentos Total
Mestizo 63 (56.3%) 49 112
Mo meslizo 08 (66,7%) 04 12
TOTAL 71 33 124

TABLA 3
ADULTOS SANOS, SEGUN EDAD Y FENOTIPO
ACETILADOR EN SUERO

Edad Fenotipo acetilador

{afos) Ac. rapidos Ac. lenltos Total
(ny (%) (n) (%)

15-19 1 33,3 2 66,7 3
20-24 6 66,7 3 33,8 a9
25-29 27 56,3 21 43,7 48
30-34 16 64,0 9 36,0 25
35-39 9 47 .4 10 52.6 19
40-44 4 57.3 o 42,7 7
45-49 3 60.0 2 40.0 5
50-54 3 1000 0 00,0 3
55-59 2 40,0 3 00,0 5

TOTAL 71 53 124

Mota: Acelilador rapido en suero > 27.5%

25-29 27 21 48

30-34 16 09 25

TOTAL 43 30 73

X2 =0,15; p »0,05

T e e e e Y T P T T

Alanalizar la variable sexo, se obtuvola siguiente
distribucion: de 38 varones el 55,3% y de 86 hem-
bras el 58,1% fueron clasificados como acetiladores
rapidos. Al practicar el analisis estadistico de estos
resultados (X2 = 0,01; p> 0,05) podemos decir que
la diferencia no es estadisticamente significativa,
por lo tanto se concluye que el sexo no tiene ningtn
efecto en la discriminacion del acetilador rapido o
lento, v que dichos resultados coinciden con estu-
dios previos (tabla 4).

Al ser considerado el grupo étnico al cual pertene-
cen los adultos estudiados (tabla 5) tenermos que
112 (90%) son mestizos venezolanos y que solo 12
(10%) de estos sujetos fueron no mestizos (10
caucasoides latinoamericanos y 2 caucasicos).

Nota: Acetilador rapido en suero > 27,5%
T e T P e e T R | e e Fo o B

La influencia étnica de mayor predominio en el
mestizaje correspondio ala europea (29%) principal-
mente constituida por espanocles o italianos.

Segan el lugar de nacimiento, observamos que
119 sujetos (96%) nacieron en el pais, siendo la re-
gion capital n=66 y la region de Los Andesn= 15 las
regiones que agruparon el mayor nimero de suje-
tos. Solo el 4% nacid en el exterior pero con resi-
dencia en el pais desde su infancia.

Delos 71 acetiladores rapidos 63 fueron mesti-
zos. Por otro lado, de los 112 mestizos el 56,3%
fueron acetiladores rapidos, mientras que de los 12
restantes el 66,7% fueron acetiladores rapidos.

Considerando la hipotesis de que la acetilacion
de ciertas drogas en humano esta controlada
genéticamente por dos alelos autosomicos y que el
inactivador lento es homocigoto recesivo (rr) tene-
mos que es posible determinar la frecuencia de
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aparicion del alelo recesivo (q) en el grupo estu-
diado, con la aplicacion delaley de Hardy Weimberg
(33)p + g = 1. Donde la gq calculada fue g = 0,6538
y p = 0,3462. Observamos que para la muestra
estudiada la ocurrencia del alelo lento (q) es aprox.
2 veces mayor que para el alelo rapido (p). El valor
de q=0,6538 +/- 0,04 es similar al obtenido en po-
blaciones en donde la expresion genética del alelo
que controla el caracter recesivo predomina sobre el
acetilador rapido (Europa, Norte de Africa, Sur dela
India).

Observamos en la tabla VI que al determinar la
frecuencia porcentual de los genotipos acetiladores
hay mayor porcentaje de acetiladores rapidos que
lentos tanto para los adultos sanos como para los
mestizos, y ciertas diferencias observadas al hacer
la comparacion entre este estudio y el realizado
previamente por Melo y col, en Brasil. Por otro lado
la frecuencia de heterocigotos (Rr) en este estudio
es 3,7 veces mayor que la de homocigotos (RR)
entre acetiladores rapidos.

TABLA 6
GENOTIPOS ACETILADORES, SEGUN GRUPOS
DE ESTUDIO
| e e o e S
Frecuencia porcentual
Homocig. Heterocig. Homeoclig.
Ac. rapidos Ac. rapidos Ac. lentos
Grupos p (AA) 2 p.q(Aa) q (aa)
Melo y Col. 6,16% 37,34% 56,50%
Balducci 11,98% 45,26%  42,75%
{Adultos sanos)
Balducci 11,46% 44,78%  43,75%
(Mestizos)
q=0,65 p=0,35
T OO e e L S e L T T
DISCUSION:

Aunque la existencia de un polimorfismo genético
en el hombre en general, y en un gran numero de
poblaciones en particular para la acetilacion de SMZ
es bien conocida, el presente estudio es el primero
en realizarse en Venezuela.

La actividad de la N-acetil-transferasa (NAT)
esta presente en muchos érganos y tejidos, sin em-
bargo es mayor en el higado, donde puede asumir

dos formas: monomorfica y polimaorfica (11, 12, 36,
43). La actividad polimérfica permite identificar a
los acetiladores lentos y rapidos, y es acetil Co A
dependiente.

Esta enzima transfiere un grupo acetilo desde la
acetil Co A al sustrato. Parece que existe otra enzi-
ma, la N-O-Aryltransferasa (AHAT) la cual también
transfiere grupos acetilos pero es acetil Co A inde-
pendiente (44).

Es posible asumir que existen diferencias entre
los acetiladores rapidos y lentos en relacion con la
actividad enzimatica bien sea cualitativa, como lo
es, la diferencia estructural de la NAT hepatica y
cuantitativa como lo son: la cantidad de enzimas
idénticas y la existencia de un sistema enzimatico
con varias isoenzimas (21,43,44).

La demostracion de una saturacion parcial del
sisterna NAT expresada en términos de disposicion
cinéticanclineal dela SMZ es importante particular-
mente cuando dos o mas sustratos para el mismo
sisterna enzimatico son administrados al mismo
tiempo (9,34).

La variacion individual en la velocidad de ace-
tilacion de SMZ esta determinada genéticamente
(10, 14, 20), sin embargo es posible que existan
compuestos naturales los cuales son metabolizados
en la misma via que la SMZ; que pueden competir e
interferir con ella, o que pueden acelerar o enlentecer
el metabolismo de drogas con grupos aminos aro-
maticos e hidrazinas (20). La fuente mas importante
de sustancias quimicas inductoras e inhibidoras de
las enzimas se encuentran en los alimentos y drogas
ingeridas; por lo tanto la composicion de la dieta, los
habitos alcohdlicos, tabaquicos, caféicos y el tipo de
droga ingerida son factores que pueden alterar la
cinética de acetilacién de la SMZ siendo posible que
la suma de sus efectos puede ser de magnitud sufi-
ciente como para tener importancia biologica en el
individuo (10).

Se establece entonces la necesidad de determi-
nar el fenotipo acetilador en pacientes con tubercu-
losis, Hansen, HTA, micosis, cuando en sus esquemas
terapéuticos se introducen drogas cuya farmaco-
cinética puede ser alterada por lo antes expuesto.
Por lo tanto es fundamental el conocimiento del
indice de acetilacion para la prescripcion de regime-
nes terapéuticos con aminas aromaticas (7,17). Por
ejemplo: se sugiere la posibilidad que en los porta-
dores de LES idiopaticola afeccién puede ser desen-
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cadenada por sustancias hidrazinas similes presen-
tes en el ambiente, (7, 32, 44) por lo que pudiera
orientar una conducta preventiva y terapéutica de
esta patologia al tratar de conocer la causa preci-
pitante del desorden inmunolégico.

Podemos entonces decir que no sololos factores
genéticos sino también los ambientales tienen un
importante papel para determinar la velocidad y vias
del metabolismo de las drogas y en consecuencia
para influir sobre su eficacia y toxicidad.

En el método de Braton-Marshall, la hidrdlisis es
un paso esencial del cual depende el desarrollo del
color, (3, 10, 12, 14). Hay que tener presente la
posibilidad que cuando la concentraciéon de acetil
SMZ es menor que 10% tal como ocurre cuando la
hidrélisis es incompleta y/o descomposicién de la
SMZ original, se realizard una subestimacion de la
concentracion del metabolito acetilado y por ende

una subestimacion del porcentaje de acetilacién.
(41,45).

El presente estudio demuestra que ain con la
reduccion del tiempo de calentamiento de las mues-
tras en bano de Maria a 15" es posible obtener una
eficiente discriminacion entre acetiladores rapidos y
lentos; ademas provee evidencias que la determi-
nacion del fenotipo acetilador se puede realizar
utilizando dosis bajas de SMZ y la factibilidad de
practicar el estudio en corto tiempo (33,38).

La determinacion de SMZ en suero permite una
mejor discriminacion del fenotipo acetilador que el
analisis de la orina (13,38), los valores obtenidos en
suero son mas confiables. La orina como muestra
presenta desventaja: el clearence de SMZ y su me-
tabolito acetilado podria ser afectado por cambios
en el pH y flujo urinario (43); ademas es posible que
se obtengan valores diferentes de acuerdo con el
tiempo de recoleccion de la muestra (45).

El 90% de los sujetos estudiados resultd ser
mestizos venezolanos, Como sabemos el mestizaje
de la poblacion venezolana es el resultado de la
fusion de tres grupos étnicos: indios latinoame-
ricanos, caucasico europeo y negro africano, El
mestizaje ha sido la fuerza integradora que ha gene-
rado diferencias con el resto del mundo, y esta
fundamentada en patrones de inmigracién que
permite cotejar hipotesis sobre diferentes eventos
geneéticos. Sirecordamos que la frecuencia de apa-
ricion de alelo acetilador lento es dos veces mayor
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que la del acetilador rapido y que el valor de q es muy
similar al reportado para caucasicos, podemos
sugerir que en el mestizaje de la poblacion estudiada
predomina el caucasico (lo cual coincide con los
datos Proyecto Venezuela), sin embargo es de hacer
notar que en los resultados obtenidos se evidencid
un mayor namero de acetiladores rapidos que de
acetiladores lentos, por lo que no solo el factor
geneético deberia estar implicado en la velocidad de
acetilacion. Siendo asi, debemos pensar en algunos
de los factores ambientales antes descritos.

La via, por la cual la latitud puede afectar la g
(42,38) es desconocida pero podria ser el resultado,
por ejemplo: de modificaciones ambientales fisicas,
tales como: temperatura, radiacion y magnetosfera
o en el medio ambiente quimico. Una interpretacion
mas logica de la variabilidad geografica puede ser
posible silos sustratos naturales para el polimorfismo
enzimatico fuese conocido, pero hasta el presente
no hay informacién definida al respecto.

En la practica médica actual, se puede esperar
que en los grandes centros médicos sea requisito el
indice de acetilacion ya que sélo conociendo su
valor puede el clinico evitar tantos riesgos de
reacciones adversas en acetiladores lentos como la
poca respuesta al tratamiento en acetiladores rapi-
dos.

Es de esperarse que trabajos futuros dirijan su
atencion en clarificar diferencias étnicas, las cuales
parecen ocurrir en este sistema enzimatico, en vista
de su relevancia en términos farmacolégicos y epi-
demiolégicos.

CONCLUSIONES:

1. Lapruebacon SMZ para determinarla velocidad
de acetilacion es un método que se realiza facil
y rapidamente, con poco costo y de conside-
rable utilidad.

2. La determinacion en suero fue mas confiable
que la hecha en orina.

3. Existe un polimorfismo genético que permite
una clara separacion en acetiladores rapidos y
lentos.

4. Ni la edad ni el sexo tuvieron influencia en la
separacion de ambos fenotipos.

5. El mestizaje venezolano implica la imbricacion
génica pero es notorio el predominio de la in-
fluencia caucasica.
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6. La aparicion del alelo recesivo homocigoto que
controla a los acetiladores lentos sugiere la
existencia de factores ecolégicos.

RECOMENDACIONES:

1. Debido a que los importantes efectos téxicos,
asi como la respuesta terapéutica de las aminas
aromaticas e hidrazinas son predecibles através
de la determinacion de la velocidad de acetila-
cion, basada en la prueba con SMZ, Esta es
recomendable para ajustar las dosis en el trata-
miento con hidrazina y la terapia incluye anti
TBC con INH, entre otras.

2. Serecomienda practicar este estudio en el resto
del pais, incluyendo las poblaciones indigenas
venezolanas cuyo aislamiento sociocultural las
hace diferentes desde el punto de vista genético-
ambiental.
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PREVALENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA VIRdS
RESPIRATORIO SINCICIAL EN POBLACION INFANTIL

MENOR DE 5 ANOS

RESUMEN

Existe en nuestro pais una alta incidencia de en-
fermedades respiratorias agudas en pacientes pe-
diatricos especialmente neumonias y bronquiolitis.
Debido a la ausencia de informacion sobre el estado
inmune de nuestra poblacién y a la etiologia de estas
infecciones, se realizé un estudio para determinar la
prevalencia de anticuerpos contra virus respirato-
rios Sincicial (VRS), como probable agente etio-
logico de estos cuadros infecciosos. Cincuenta y
seis (56) muestras de suero provenientes de ninos
menores de 5 anos de edad, de los diferentes hospi-
tales publicos de la ciudad de Maracaibo, fueron
analizadas por el método de Inmunofluorescencia
indirecta; delos sueros estudiados, treinta y dos (32)
de ellos resultaron seropositivos, representando un
57%, lo que indica una alta prevalencia de anticuer-
pos contra el VRS, pudiendo inferir que en nuestro
medio el virus afecta el tracto respiratorio de nifos
a muy temprana edad.

INTRODUCCION

El Virus Respiratorio Sincicial (VRS) es el mayor
agente patdgeno respiratorio en infantes y ninos

cialistas, ano 1990.

pequenos. (8). Pertenece a la familia paramixovi-
ridae y esta clasificado en el género del neumovirus.
Es un virus de RNA que mide entre 120 y 300 nm.
Posee proyecciones glicoprotéicas de 12 nm. de
longitud y 10 nm. de ancho, dando una apariencia
de brazo (5).

El nombre que inicialmente recibi6 el VRS fue el
de agente productor de la Corisa del Chimpacés
(ACC) desde que fue aislado en 1956 de una colonia
de Chimpancés que estaban sufriendo de enferme-
dades respiratorias (1).

Ha sido reconocido en todas partes del mundo
como el agente causante de neumonias y bronquio-
litis en infantes y de traqueobronquitis e infecciones
del trato respiratorio en jovenes y adultos (5).

Los cultivos celulares infectados con VRS tienen
caracteristicas sinciciales con inclusiones eosinofili-
cas intracitoplasmaticas (7).

El periodo de incubacién de la enfermedad es de
3 a 6 dias: con una fluctuacién de 2 a 8 dias. El
agente viral penetra por los ojos, la nariz y ocasio-
nalmente por laboca. La diseminacion subsecuente
del virus es a través del epitelio del tracto respirato-
rio, mayormente por transferencia de virus de célu-

Este trabajo se hizo acreedor al Premio: “Profesora Franca Billi”, otorgado por la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Espe-
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las a células, mediante los puentes intracitoplasmati-
cos. Este se disemina hacia el tracto respiratorio
bajo, produciendo bronquiolitis y/o neumonia (5).

La enfermedad del tracto respiratorio inferior
producida por este agente viral, parece estar limi-
tada generalmente a los primeros 2 a 3 anos de vida.
Las infecciones a repeticion tales como afecciones
del tracto respiratorio superior o bronquitis pueden
ocurrir posteriormente, resultando menos severas,
La reinfeccion también puede ocurrir durante los
primeros 3 anos de vida y una segunda infeccién en
este periodo puede ser mas severa que la primera,
por lo tanto la inmunidad no es perdurable (5).

La respuesta inmune normal a la infecciéon del
VRS ha sido mejor estudiada recientemente, pero
aun se desconocen los componentes responsables
de la proteccion. La infeccion primaria esta asocia-
da conunarespuesta de anticuerpos especificos IgM
la cual estransitoria. Alrededor dela segunda semana
después de la infeccion pueden ser detectados an-
ticuerpos IgG pero la cantidad disminuye después,
entre 1 6 2 meses (5).

Johnson K. M. y colaboradores demostraron
que todos los ninos mayores y adultos poseen an-
ticuerpos neutralizantes para VRS; por lo que infec-
ciones en estos grupos reflejan reinfecciones (6).

Gadnery colaboradores describieron unatécnica
de anticuerpos de inmunofluorescencia indirecta
(IFAi) parael diagnosticorapido de VRS en especime-
nes clinicos, usada exitosamente en Inglaterra desde
1958. La IFAi fue seleccionada debido al incremen-
to de la sensibilidad de esta técnica (7).

Esta técnica demuestra la presencia de anti-
cuerpos lgG contra VRS en el suero humano, utili-
zandose como método diagnéstico de algunas in-
fecciones virales humanas y de animales (2).

La prueba es sensible y especifica y tieneun 92%
de sensibilidad para especimenes positivos y un
94% de especimenes negativos (7).

En vista de la alta incidencia de infecciones
respiratorias agudas, especialmente neumonias y
bronquiolitis, en pacientes pediatricos y a la ausen-
cia de informacién sobre el estado inmune de nuestra
poblacién a este agente viral especifico, se inicié un
estudio en los hospitales publicos de la ciudad de
Maracaibo para determinar la prevalencia de anti-
cuerpos contra el VRS en ninos pequenos menores
de 5 anos.

26

MATERIALES Y METODOS

El estudio consistic en recolectar 56 muestras
de sangre obtenidas al azar de nifos menores de 5
anos, que asistieron al servicio de pediatria de
diferentres hospitales publicos de Maracaibo (Chi-
quinquira, Universitario, General del Sur, Centro
Materno Infantil Radl Leoni y Hospital de Ninos),
durante el periodo de marzo a mayo 1988. Para el
momento de la toma de la muestra los pacientes no
presentaban ningan tipo de afeccién respiratoria.

La toma de la muestra se hizo en dos formas:

— En nifnos menores de un (1) ano se tomo la
muestra de sangre de la vena femoral.

— En ninos mayores de un (1) ano se tomo la
muestra de sangre de la vena mediana cefélica
utilizando la técnica habitual. (Venoclisis).

Se obtuvieron 3 cc. de sangre en tubos previa-
mente identificados y sin anticoagulante.

Una vez tomadas las muestras fueron remitidas
al Laboratorio Regional de Referencia Virologica del
Instituto de Investigaciones Clinicas, para la obten-

cion de los sueros correspondientes.

La sangre recolectada fue centrifugada a 1.000
rpm. durante 10; utilizando pipetas Pasteur se separé
el suero de cada una de las muestras, el cual poste-
riormente fue almacenado en viales a -20°C.

Antes de realizar la prueba, los sueros se colo-
caron en Barno de Maria a 56°C durante 30’, con el
fin de eliminar las reacciones inespecificas e inacti-
var el complemento.

Se utilizdé un kit de Inmunofluorescencia indi-
recta (Virgo Tm Reagents, manufacturado por Elec-
tronucleonics).

Laminas portaobjeto conteniendo células infec-
tadas con el virus, fueron colocadas a temperatura
ambiente,

Se procedid a cubrir cada hoyito de la lamina
con una gota del suero de cada paciente diluido 1:8;
fueron incluidos control positivo y control negativo.
Se incubaron en camara himeda a 37°C durante
30'. Las laminas se lavaron con buffer fosfato salino
(PBS) y se secaron con aire caliente.

(na gota del conjugado rehidratado fue colo-
cada encima de cada orificio. Los controles fueron
tratados de la misma manera. Las laminas se incu-
baron nuevamente en camara humeda a 37°C du-
rante 30°. Serepitieron los pasos de lavadoy secado,
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y se agregaron 4 gotas de glicerol buferado sobre la
parte media de cada lamina. Se cubri® con una
lamina cubreobjeto y se observé al microscopio de
fluorescencia (Zeiss MC-63) con el objetivo de 40x.

Se consideré la prueba positiva cuando se ob-
servd una fluorescencia verde manzana brillante en
el citoplasma de las células infectadas, observandose
también la formacion de sincicio, es decir, agru-
pacion de varias células gigantes multinucleadas
(control positivo).

Se consider6 la prueba negativa, cuando no se
observo fluorescencia verde manzana brillante en
las células infectadas, observandose el citoplasma
de la célula de color rojo o naranja y el nicleo gris
mate © negro (control negativo).

El fundamento del método descrito consiste en
dos pasos reaccionantes:

1. El suero humano a ser probado es puesto en
contacto con el sustrato antigénico; el anticuerpo si
esta presente en el suero se unira al antigeno for-
mando un complejo antigeno-anticuerpo, de lo
contrario si no existen anticuerpos no se forma el
complejo y todos los componentes del suero son
lavados en el ciclo de enjuague.

2. Este paso incluye agregar un anticuerpo an-
tihumano ligado con isotiocianato de fluoresceina:
si se forma el complejo antigeno-anticuerpo, el an-
ticuerpo fluorescente se unira y dara una reaccién
positiva (2).

RESULTADOS

En los estudios realizados se obtuvo que de 56
sueros analizados, 32 de ellos resultaron seroposi-

tivos, lo que representa un 57%. (VER GRAFICO
NUMERO 1).

En el GRAFICO N2 2 se muestra la presencia de
anticuerpos contra el VRS por grupos etareos. Se
observa que en edades comprendidas entre 1 dia y
bmeses de edad, fueron investigados un total de 20
casos de los cuales 11 resultaron seropositivos para
un total de 55%; de 7 a 12 meses, de 9 casos inves-
tigados | resultd seropositivo (11%); de 13 a 24
meses, 3 resultaron seropositivos, significando un
30%; de 25 a 36 meses, 7 de los 7 casos fueron
seropositivos, (100%); de 37 a 48 meses, 4 de los 4
casosresultaron seropositivos para untotal de 100%
y de 49 a 60 meses, 6 de los 6 casos estudiados
resultaron seropositivos (100%).
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Grafico 1

Relacion de casos positives y negativos para virus
respiratorio Syncicial en nifios menores de 5 anos
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Grafico 2
Presencia de anticuerpos de virus
respiratorio Syncicial por grupos estareos
en nifios menores de 5 afios
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En el GRAFICO N2 3 se relacionan los casos
seropositivos para VRS con el sexo. Se observa que
en el sexo femenino de 23 casos estudiados, 17
fueron seropositivos, significando un 53.12% y en el
sexo masculino, de 33 casos estudiados, 15 resul-
taron seropositivos, representando un 46.88%.

Gréfico 3

Relacion de casos positivos para virus respiratorio
Syncicial con el sexo en nifios menores de 5 afios

100 % de seropositividad

80 -

60 53.12
46.88

Femenino

Masculino

(Periodo Marzo - Mayo 1988)

DISCUSION

Desde que el VRS fue aislado por primera vez en
el afno 1956, se ha podido comprobar su asociaciéon
con enfermedades del tracto respiratorio bajo, que
afectan mayormente a la poblacién infantil en diver-
sas partes del mundo (4).

El estudio de la prevalencia de anticuerpos
contra VRS en muestras de poblacion infantil de
Maracaibo, resulté bastante complejo debido a una
serie de factores que influyen en la recopilacién de
informacién; ya que hasta ahora en nuestro pais no
se han realizado estudios serios de esta indole que
sirvan de base para esta investigacién.

Los resultados obtenidos en otras investigacio-
nes realizadas reportan que el 100% de los nifos
durante los primeros 5 anos de vida, poseen anti-
cuerpos contra VRS (3).

En una investigacion realizada en Rusia, el 50%
de los ninos estudiados fueron seropositivos (9).

Lo obtenido en nuestro trabajo demuestra una
alta prevalencia de anticuerpos séricos contra VRS
en nuestro medio (57%), aunque inferior al porcen-
taje obtenido en Estados Unidos; esto se debe a que
probablemente en USA durante la época de in-
vierno, los individuos tienden a hacinarse en lugares
cerrados, lo que induce a pensar que el virus es
facilmente transmisible de un miembro a otro de la
familia. En algunos casos los ninos reinfectados,
miembros de la familia o de la comunidad, sirven
como elemento vector de infecciones para el resto
de la poblacion infantil susceptible. En Venezuelano
tenemos este periodo de invierno, sin embargo las
bajas condiciones sociocecondmicas que presentan
los pacientes estudiados, nos induce a pensar que
estos viven en condiciones de hacinamiento; de alli
el alto porcentaje de seropositividad obtenido.

Con respecto al porcentaje de seropositividad
por grupos etareos tenemos que en Pensylvania,
USA, Mc Clellan y colaboradores encontraron que
en ninos cuyas edades comprendidas entre 6 y 11
meses, hubo un 6% de seropositividad para VRS y en
ninos mayores de 1 ano, un 16% de seropositividad
(4).

En Manchester, Inglaterra, el 38 a 41% de ninos
en edades comprendidas entre 7 meses y 2 anios,
tienen anticuerpos (4).

En Londres, Inglaterra el 8% de nifios entre 6 a
12 meses; el 38% de ninos entre 1 a 2 anos tienen
anticuerpos (4).

Estudios seroepidemiologicos efectuados en Es-
tados Unidos y Japdn, han revelado que en nifios
entre 1 y 2 anos de edad, del 50% al 75%, tienen an-
ticuerpos circulantes contra el VRS y nifios de 4 afios
de edad por lo menos de 53% al 93%, han desarro-
llado anticuerpos (1).

Muestros resultados guardan relacién con lo ob-
tenido en las anteriores investigaciones; ya que se
observa un elevado porcentaje de anticuerpos séri-
cos contra el virus (55%), en edades comprendidas
entre 0 y 6 meses. Esto se debe probablemente a la
presencia de anticuerpos maternos, ademas de los
que ya se han formado en el individuo por el mismo
proceso de infeccién viral,

Se conoce que los anticuerpos contra VRS
aparecen temprano en la vida del individuo. Se han
detectado anticuerpos maternos en nifnos hasta los
4 meses disminuyendo su aparicién en los proximos
meses de vida (4).
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También se aprecia una disminucion de los
titulos de anticuerpos entre 7y 12 meses (11%), con
un relativo aumento a partir de los 13 meses (30%),
el cual puede persistir a lo largo de la vida del indi-
viduo, quizas mantenido porreinfeccioneslas cuales
se tornan leves,

Una de las caracteristicas importantes de la en-
fermedad, es que la reinfeccion ocurre muy frecuen-
temente en ausencia de cambios antigénicos signi-
ficativos, ya que la presencia de anticuerpos no
confiere inmunizacion total.

Otro dato significativo es el hecho de que la
técnica utilizada en esta investigacion es mas sen-
sible y especifica que otros métodos utilizados (fija-
cion de complemento, Elisa, etc.), ya que tiene un
92% de sensibilidad para especimenes positivos y
un 94% de sensibilidad para especimenes negativos.

En cuanto al sexo, en las bibliografias revisadas,
no se encontrd ninguna relacion entre el sexo del
paciente y la prevalencia de anticuerpos, sin em-
bargo en esta investigacién notamos que a pesar de
ser mayor la poblacidn masculina estudiada, el
porcentaje de seropositividad fue menor (46,8%)
con respecto al sexo femenino (53,2%).

Para establecer la relacion entre prevalencia de
anticuerpos y el sexo del paciente, es necesario
realizar estudios posteriores con mayor numero de
pacientes donde se tome en cuenta el sistema
inmunologico de éstos.

RECOMENDACION

Debido a que nuestro trabajo constituye un
inicio en el estudio de los anticuerpos séricos contra
VRS en nuestro medio, se hacen indispensables
estudios subsecuentes para completar y ampliar la
informacion.

Cabe destacar que realizando estudios seroepi-
demiolégicos longitudinales desde la temprana in-
fancia, tommando muestras en fase aguda y con-
valeciente de la enfermedad, podremos entender

mejor lainmunidad producida contra las infecciones
del VRS.
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EL CANCER DE PROSTATA'Y SU DETECCION
ABBOTT LABORATORIES, C.A.

DIVISION DIAGNOSTICOS
Lic. CARMEN ALICIA RUIZ, MSc

La préstata, es una glandula sexual del tamafio de una nuez, ubicada justo debajo de la vejiga
urinaria rodeando parte de la uretra, siendo su principal funcion parte del fluido necesario para
la eyaculacion.

Segun datos del Registro Central de Cancer del M.S.A.S., en Venezuela el cancer prostatico
es latercera causa de muerte en el hombre y la niumero uno en incidencia. Se puede estimar,
en forma conservadora, que para 1992 en nuestro pais existen cerca de 46.200 hombres con
posiblidad de padecer esta enfermedad (30% se encontrarian en estadios tempranos y el
70% restante en estadios avanzados). El riesgo de contraer cancer de prostata se incrementa
con la edad, por lo que es recomendable que todos los hombres de 40 anos 0 mayores se
sometan a un chequeo médico anual que incluya un examen prostatico.

Los sintomas del cancer de prostata estan usualmente asociados con una condicion
denominada hipertrofia prostatica benigna (excesivo crecimiento de la zona mas interna de
la glandula), pero no es cancer. En cuanto a la presencia del tumor prostatico, los sintomas
mas comunes incluyen la presencia de sangre o pus en la orina o en el semen y eyaculacion
dolorosa. Dado que este tipo de cancer se disemina a los nodulos linfaticos cercanos y al
sistema 0seo, muchos pacientes experimentan dolor en los huesos y articulaciones.

El método mas utilizado para la deteccion del cancer de prostata es el examen digito-rectal,
el cual toma muy poco tiempo e involucra un minimo de molestia para el paciente. Existe una
prueba sanguinea que mide la presencia de la fosfatasa acida prostatica, enzima producida
por los tejidos prostaticos normales y a medida que la enfermedad avanza, su produccion se
incrementa, pero niveles altos son generalmente encontrados en pacientes con estadios
avanzados.

Actualmente, existe otro procedimiento que junto al examen digito-rectal permite detectar la
enfermedad en los estadios tempranos. El mismo consiste en otra prueba sanguinea que
permite detectar los niveles del antigeno prostatico especifico, PSA ("Prostatic Specific
Antigen", por sus siglas en inglées).

El PSA, constituye la herramienta mas moderna
desarrollada para la deteccién del cancer de
prostata. Su gran importancia radica en una de
sus caracteristicas principales, dicho antigeno es
producido exclusivamente por el tejido prostatico,
asi en etapas muy tempranas de la enfermedad,
su nivel comienza a aumentar y ya es detectable,
lo cual permite al médico determinar cambios que
no pueden ser evidenciados con otras pruebas se-
rolégicas o por el examen digito-rectal por si sélo;
contribuyendo ademas al establecimiento de la
respuesta a la terapia que pueda estar recibiendo
un paciente en tratamiento.




ESTUDIO CLINICO-MICOLOGICO DE MICOSIS
SUPERFICIALES DE UNA COMUNIDAD MILITAR
EN PUERTO AYACUCHO, TERRITORIO

FEDERAL AMAZONAS

SRR

RESUMEN

Estudios previos han demostrado que existe una
alta incidencia de infecciones micéticas superficia-
les en las Comunidades Militares. Estas micosis
aunque no son debilitantes 0 amenazadoras para la
vida, pueden en el caso de las dermatofitosis, pro-
ducir incapacidad temporal en el personal de servi-
cio y constituyen un grave problema de salud en
estas instituciones.

El objetivo principal del presente trabajo fue de-
terminarlaincidencia de infecciones micéticas super-
ficiales en el Comando Ribereno de la Infanteria de
Marina (CRIM) situado en la ciudad de Puerto Aya-
cucho, Territorio Federal Amazonas, donde no exis-
tian estudios previos que sefialaran la magnitud de
este problema.

El CRIM contaba para ese momento con una
poblacion de 150 Infantes de Marina, de los cuales
fueron escogidos al azar 120, del sexo masculino,

w

con edades comprendidas entre 18-25 anos y un
tiempo de servicio en la Armada de 1 semanaa 3
anos.

El diagndstico clinico de las lesiones era reali-
zado por el médico que se encontraba para ese
momento en el CRIM. De los 120 Infantes examina-
dos se encontraron 119 (99.17%) con clinica pre-
suntiva de micosis superficiales. Para comproba-
cion diagnostica micoldgica se utilizd el examen
directo (KOH+tinta Parker y Clorazol Black-E) y
cultivo en medios especiales para hongos (Agar
Mycosel y Lactrimel). Los resultados en la investiga-
cibn micoldgica indicaron que 114 Infantes (95.8%)
estaban afectados por micosis superficiales: 85 con
dermatofitosis (74.56%), 7 con pitiriasis versicolor
(6.14%), 22 con dermatofitosis) pitiriasis versicolor

(19.30%).

El estudio demostré que hay un alto porcentaje
de dermatofitosis, siendo las mas frecuentes la
Tinea pedis con 103 casos (82.4%) y la tinea unguis
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con 15 casos (12%). Los principales agentes etio-
logicos aislados fueron el Trichophyton mentagro-
phytes seguido por el Trichophyton rubrum, aun-
que no se observaron diferencias significativas entre
ambos hongos.

El Gnico agente causal aislado de los 29 casos
de pitiriasis versicolor fue Malassezia furfur. 22
casos presentaron fluorescencia con la luz de Wood
y 7 casos no.

Entre los factores predisponentes que favorecen
la alta incidencia de micosis superficiales en Co-
munidades Militares tenemos: el tipo de calzado uti-
lizado (botas), el tiempo de permanencia con las
mismas, el intercambio de las prendas de vestir
(pantalones, botas, etc.), las condiciones clima-
tologicas de la zona, los viajes que realizan los
Infantes denominados periodos de campo sin guardar
las medidas adecuadas de higiene, el uso de agentes
comunes y la predisposicién del hospedero.

INTRODUCCION

Estudios previos (Cuauro, 1., 1987; Molero de
Lara, M. y col., 1987; Guanipa-Urbina, O. y col.,
1985; Guanipa Urbina, O. y col., 1989) han demos-
trado que existe una alta incidencia de infecciones

micoticas superficiales en las comunidades mili-
tares.

Estas micosis aunque no son debilitantes o
amenazadoras para la vida, pueden en el caso de las
dermatofitosis, producir incapacidad temporal en el
personal de servicioy constituyen un grave problema
de salud en estas instituciones.

Factores asociados con el uso de ambientes co-
munes en condiciones higiénicas no adecuadas, el
uso de calzado cerrado que favorece la humedad y
maceracion de la piel, un clima que propicia una
sudoracion excesivay la predisposicion del hospede-
ro se correlacionarian para el establecimiento de
estas micosis en las comunidades militares (Gua-
nipa Urbina, O. y col., 1987).

El comando Ribereno de la Infanteria de Marina
(CRIM) “AF. Manuel Echeverria”, esta ubicado enla
ciudad de Puerto Ayacucho. Quincenalmente, el
médico que se encuentra de guardia en el CRIM,
realiza una revista sanitaria al personal de tropa,
donde se ha evidenciado una alta incidencia de
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dermatofitosis, sumado a que también se han repor-
tado condiciones de poca higiene en las duchasye
las formas de lavar y almacenar las prendas de
vestir,

Esta situacion desperté el animo de investiga-
cion en torno a variables como: ¢Cuéles seran los
agentes etiologicos de estas micosis superficiales?
¢ Habran adquirido la infeccion en el Comando? ¢Se
requerira de algiin tratamiento masificado? Laiden-
tificacion del o los agentes etioldgicos permitiria:
indicar un tratamiento especifico mas efectivo, evi-
tando asi los mas costosos de “amplio espectro”.

Con este fin se instalé un laboratorio de Mico-
logia en la Unidad Médico-Odontologica del CRIM
incluyendo un cuarto oscuro para la exploracion con
la lampara de Wood, donde se examinaron cie |Ir—
veinte (120) individuos del personal de tropa, de
este Comando.

Para este trabajo de investigacion se agruparon
dentro de las micosis superficiales a todas las in:
fecciones causadas por el parasitismo de hongos en
la piel, pelos y unas, que incluyen las siguie -g'-:
enfermedades: pitiriasis versicolor, dermatofitosis
candidiasis cutanea y piedras.

A continuacion presentamos las caracteristicas
de las micosis evaluadas:

1. PITIRIASIS VERSICOLOR

La pitiriasis versicolor es una micosis superficial
producida por el parasitismo de Malassezia furfur
(M. furfur) Malassezia ovalis (M. ovalis) sobrela piel
que se caracteriza por la aparicion de lesio f
pequerias, descamativas, de diferentes colg ;-;'::'.
hipercromicas o hipocrémicas, casi siempre des:
camantes localizadas en el tronco, cuello, cara y
brazos, muy raramente en piernas y cabeza. Estas
lesiones pueden confluir cubriendo grandes ére‘é
son generalmente fluorescentes bajo la luz ultra
leta de Wood.

El Dr. Dante Borelli, describié un nuevo agent
dela pitiriasis versicolor, el cual denomino Mala
ovalis; de acuerdo a su experiencia, este |
agente es el causante de la sexta parte de los:
de pitiriasis versicolor en Venezuela; se tratad
micosis de distribucién universal, afecta el 50
la poblacién general que habita en las areas troj
calesy soloal 0.5% de la poblacion de las are
pladas. Aunque la enfermedad ocurre a cualquie
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edad, la de maxima incidencia es la comprendida
entre los 20 y 25 anos.

El Pityrosporum orbiculare y el Pityrosporum
ovale, son habitantes de la flora normal de la piel:
cambian de su forma sapréfita de levadura, a su
forma patégena de micelio, bajo la influencia de
varios factores tales como transpiracién, embarazo,
obesidad, diabetes, etc,.

El contagio de la pitiriasis versicolor puede ser
directo o indirecto a partir de otros enfermos. Las
lesiones clinicas son muy faciles de diagnosticar, el
color varia de acuerdo a la pigmentacién normal de
la piel del paciente, el area de exposicion al sol y a
la severidad de la enfermedad.

Las manchas son descritas como hipocréomicas
silalesion presenta una coloracién mas clara que la
pigmentacion normal de la piel del paciente, y son
descritas como hipercromicas cuando son mas
oscuras que la piel,

Las lesiones a veces pueden presentarse como
pequenas papulas-vesiculas, diseminadas: tienen
una alta tasa de recurrencia y pueden aparecer
después del tratamiento con corticoesteroides. Las
escamas de laslesiones se desprenden facilmente al
rasparla con las unas o bisturi.

M. furfury la M. ovalis impiden la pigmentacion
de la piel puesto que producen un acido dicarboxi-
lico, el cual es un inhibidor de la tirosinasa que altera
la pigmentacioén epidérmica.

A nivel histologico se ha observado que las hifas
y las levaduras gemantes estan restringidas a las
capas mas externas del estrato corneo.

El diagnéstico diferencial debe hacerse con la
pitiriasis rosada o podria ser con sifilis secundaria,
en casos acromiantes diferenciarlas de la pitiriasis
alba y la lepra indeterminada.

2. DERMATOFITOSIS

Las dermatofitosis constituyen un grupo de
micosis causadas por hongos taxondtmicamente
relacionados que afectan los tejidos queratinizados:
piel, cabello y unas en el humano. Estos hongos
pertenecen a numerosas especies agrupadas entres
géneros: Trichophyton, Microsporum y Epidermop-
hyton.

Los dermatofitos son hongos capaces de digerir
laqueratina, una escleroproteina, la cual es utilizada

ACTA CIENTIFICA DE LA SOCIEDAD VENEZOLANA DE BIOANALISTAS ESPECIALISTAS - Vol. | - N2 1 - 1992

raramente en la naturaleza como sustrato nutritivo
debido a que éste es altamente insoluble. Constitu-
yen el grupo mas importante entre los hongos pro-
ductores de micosis superficiales.

Las dermatofitosis afectan a hombres, mujeres
y ninos, sin distincion de raza. Las lesiones que pro-
ducen son llamadas cominmente tineas o tifas, pu-
diendolocalizarse en diferentes regiones del cuerpo.
En base a esto se han clasificado en: tinea capitis
(cuero cabelludo), tinea barbae (barba y bigote),
tinea corporis (piel lampina), tinea cruris (plieques
inguinales, crurales y gluteos), tinea pedis (pies) vy
tinea unguis (unas).

La edad desempena un papel preponderante en
la epidemiologia de esta afeccion, asi la tinea de la
cabeza es casi exclusiva de nifios y suele desapare-
cer espontaneamente al llegar a la pubertad, cuando
las glandulas sebaceas estimuladas porlas hormonas
sexuales producen acidos grasos saturados, inhiben
el crecimiento del hongo.

En cambio, la tinea de los pies es prevalente en
el adulto, lo cual se cree sea debido a una mayor
oportunidad de infeccién (piscinas, baros publicos,
etc.). El uso de calzado cerrado especialmente de
botas, favorecen el incremento de la tinea de los
pies, cuyos sintomas suelen ser mas intensos en
verano cuando por efecto del calor la sudoracién es
mayor. Tapliny cols, observaron una incidencia ma-
yor del 80% entre los soldados norteamericanos en
Vietnam. La tinea de los pies es practicamente
inexistente entre los indigenas que no usan calzado.

En la tinea, como en la mayoria de las micosis
superficiales, el signo casi siempre constante es la
descamacion, que puede o no estar acompanada de
otros signos comao son: eritema, vesiculas o vesiculo
pustulas y ampollas, formando manchas o placas
aisladas o confluentes, de diferentes tamanos, de
bordes bien delimitados, casi siempre mas activos
en la periferia que en el centro.

El sintoma presente, casi siempre es el prurito y
en lesiones inflamatorias puede existir dolor,

Los dermatofitos pueden clasificarse de acuerdo
a su afinidad por el sustrato como: _

1. Geofilicos: afinidad por la tierra, ejemplo: Mi-
crosporum, gypseum, Trichophyton terrestre.

2, Zoofilicos parasitos primarios de animales que
pueden transmitirse al hombre, ejemplo: Micros-
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porum canis, Tricophyton, Mentagrophytes va-
riedad granulosa,

3. Antropofilicos: parasito primarios del hombre,
ejemplo: Trichophyton rubrum, Epidermophyton
floccosum, Trichophyton mentagrophytes
variedad vellosa.

OBJETIVOS:

1. Estudiar la incidencia de micosis superficiales
en una comunidad militar de Puerto Ayacucho,
Territorio Federal Amazonas.

2. ldentificar los diversos agentes etiolégicos res-
ponsables de las infecciones micdticas encon-
tradas en la poblacion estudiada.

3. Estudiar la afinidad de los diferentes dermatofi-
tos por ciertas areas corporales.

4. ldentificar la fuente de infeccién de acuerdo al
tipo de micosis superficial encontrada.

5. Estudio comparativo de la efectividad entre el
examen directo micoldgico y el cultivo en el
diagnostico de las infecciones micéticas super-
ficiales.

6. Estudio comparativo de la efectividad entre el
Clorazol-Black-E y el KOH con tinta Parker,
como sustancias aclarantes para el examen
directo.

MATERIALES Y METODOS

1. Poblacién estudiada

Serealizo el estudio clinico-micolégico en el Co-
mando Ribereno de la Infanteria de Marina (CRIM),
situado en la ciudad de Puerto Ayacucho, Territorio
Federal Amazonas. Este contaba para el momento
del estudio, con una poblacién constituida por 150
Infantes de Marina, de los cuales fueron escogidos al
azar 120 del sexo masculino, con edades compren-
didas entre 18 y 25 anos y en un tiempo de servicio
en la Armada de 1 semana a 3 anos.

La etiologia micética de las lesiones se confirmé
mediante examen directo y/o cultivo de 206 muestras
clinicas tomadas a estos pacientes.

A todos los individuos estudiados, se les realizé
una encuesta, con el fin de determinar las posibles
fuentes de infeccion.
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2. Toma de muestra

La toma de la muestra era una de las fases mas
importantes del examen micolégico, ya que de ella
dependia el hallazgo o no del hongo, en el examen
directo y/o cultivos. Previo a ello se interrog6 al pa-
ciente sobre la utilizacion de tratamiento local, el
cual podria interferir en los resultados. Si éste era el
casoserecomendaba suspenderlo durante untiempo
no menor de ocho dias antes de la toma de la mues-
tra.

La muestra se tomo de los sitios mas tipicos y
mas activos delalesion, guardando las debidas con-
diciones de asepsia, con instrumentos y envases
esteriles para eliminar la contaminacion.

La cantidad de muestra era critica para el ais-
lamiento de hongos. De no recolectarse material
suficiente, se prefirio realizar el examen directo, para
visualizar las formas parasitarias en el tejido, antes
que utilizar el material para el cultivo.

Al sitio escogido se le practict asepsia con alco-
hol etilico al 70%, para destruir algunos de los micro-
organismos que con frecuencia contaminan la
muestra. Para tal efecto, se utilizd gasa en lugar de
algodon, para no dejar hebras adheridas a la piel, las
cuales podrian ser confundidas con hinfas, al reali-
zar el examen directo.

Segun se recomienda en la literatura espe-
cializada cuando se sospecha de candidiasis y se
desea hacer cultivo, no debe lavarse con alcohal,
porque éste mata lalevadura. En el presente estudio
no se observaron lesiones de candidiasis cutanea.

2.1 Escamas epidermicas

Se tomaron muestras de escamas epidérmicas
cuando se sospechaba de dermatofitosis o pitiriasis
versicolor, teniendo ya una orientacion clinico-epi-
demiologica.

a. Fitiriasis versicolor

Si se sospechaba de una pitiriasis versicolor, la
muestra a elegir eran las escamas epidérmicas,
tomando la muestra con cinta adhesiva transpa-
rente (metodo de Porto, 1953). Generalmente no se
acostumbra en estos casos, cultivar la muestra.

Con la ayuda de la lampara de Wood, en la os-
curidad, se localizaron aquellas lesiones de pitiria-
sis, que presentaban una fluorescencia amarilla. Pa-
rala toma de la muestra con cinta adhesiva se esco-
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gieron preferencialmentelas lesiones que fluorescian,
sin embargo, hay que tener en cuenta que no todos
los pacientes con pitiriasis versicolor presentaban
lesiones que fluorescian con la luz de Wood.

Se escogid una lesién (hiper o hipocrémica)
descamante (si no hay escamas, no puede haber
micosis superficial y tampoco pitiriasis versicolor).

Setomo una lamina portaobjetos limpia, nueva.
Se cortaba un trozo de cinta adhesiva transparente,
que excedia el tamano de una lamina portaobjetos
(aprox. 10 cms). Se tomd la cinta por los extremos
y se le aplic con el pulgar, fuertemente a la lesién
escogida para que las escamas se adhirieran y luego
se arrancd con un movimiento rapido. Se colocé el
adhesivo sobre la lamina portaobjetos, doblando los
extremos de la cinta hacia la cara posterior del mis-
mo. La forma de la lesion se veia claramente, a
simple vista, reproducida en una huella blanquecina
estampada en el adhesivo, esa mancha es la que se
enfocd para investigar la presencia del hongo.

Se colocd de un lado de la cinta adhesiva una
gota de KOH al 20% y una gota de tinta Parker azul,

dejando que estas sustancias penetraran por capi-
laridad.

Se examinaron al microscopio, con bajoy media-
noaumento. (Basado en la metodologia descrita por
Rorelli, D. 1960; Fossaert y col. 1990).

b. Dermatofitosis

Cuando se sospechaba la presencia de tifas, la
toma de la muestra por raspado, era el método
adecuado para practicar el examen directo y el
cultivo.

Se desinfecto el area de la lesion con una gasa
humedecida en alcohol de 70, dejandola secar.

Se raspaba con un bisturi estéril de las zonas
mas activas de la lesion (periferia o borde), donde la
infeccién esta activa y el hongo viable.

2.2 {nas

Tinea unguis

Antes de tomar la muestra, se limpio el area con
alcohol de 70%, para disminuir la presencia de
microorganismos contaminantes.

La muestra se tom6 mediante onicotomia con
pinza Gubia de Luer estéril, tomando trocitos de la

una, teniendo cuidado de descartar los primeros
fragmentos externos, generalmente contaminados
con bacterias y hongos saprofitos.

Estos trocitos de unas, se utilizaron para el
examen directo (KOH y/o Clorazol Black E) y el
cultivo (LACTRIMEL, MICOSEL).

3. Reaclivos empleados

a. Medios de cultivos:

— Agar micosel, BBL 11461

— Lactrimel

— Agar urea, DIFCO 0283-01-7

Como control positivo se utilizdé una cepa de
referencia de T. mentagrophytes y como control
negativo el T. rubrum, ambos para la correcta
interpretacion de los cultivos en el medio Agar-Urea.

b. Liquidos de Montaje

— Hidréxido de potasio (KOH) 20%
— KOH-Tinta Parker

— Agua glicerinada

— Auzul de lactofenol

— Clorazol “Black-E"

4. Procedimientos

Para la preparacion de medios comerciales se
utilizaron las recomendaciones de los fabricantes: el
LACTRIMEL se elabord de acuerdo a la férmula

recomendada por Borelli (1962).

En relacién a los liquidos de montaje, se em-
plearon los procedimientos descritos, para las
pruebas del KOH al 20% y AZUL DE LACTOFENOL;
(Campbell y Stewart, 1980).

Para la tincidn clorazol Black-E se utilizd el
método de Villanueva y cols. (1986); para el KOH-
Tinta Parker y agua glicerinada se siguieron las re-
comendaciones empleadas en la Catedra de Para-
sitologia, Escuela de Bioanalisis (UCV).

5. Identificacion del agente eliologico

Los tres géneros de dermatofitos presentan la
misma forma parasitaria al examen directo de la
muestra clinica.
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La identificacion de los agentes etiolégicos en
las diversas dermatofitosis se baso en las caracteristi-
cas macroscopica de las colonias (aspecto, color,
pigmento difusible, etc.) y en la morfologia micros-
copica: tipo de hinfas, forma y abundancia de las
macroconidias, forma y abundancia de las microni-
dias (Rebelly Taplin, 1979); esto fue realizado en el
Laboratorio de Investigaciones de Micologia de la
Escuela de Bioanalisis, Facultad de Medicina, UCV.

Se llevd a cabo como prueba adicional para la
diferenciacion entre T. mentagrophytesy T. rubrum;
la prueba de hidrélisis de la urea. El agar urea utili-
zado en esta prueba contiene rojo de fenol, el cual
sirve como un indicador de la reaccion alcalina que
se produce cuando la urea mas rapidamente de lo
que lo hacen otros dermatofitos. 7. rubrum da una
reaccion negativa (Campell y Stewart. 1980).

Al realizar el examen microscopico directo de
las colonias, con azul de lactofenol, y observar sus
estructuras fingicas se podia distinguir entre los tres
generos:

1. Trichophyton: presentd escasas macroconidias
alargadas, en forma de lapiz, de pared lisa y
delgada. Forma abundantes microconidias, las
cuales eran esféricas en la especie menta-
grophytes y en forma de lagrimas en la especie
rubrum. Ademas T. mentagrophytes presentaba
abundantes hinfas en espiral,

2. Microsporum: presentd abundantes macronidias,
generalmente fusiformes a elipticas, de pared
rugosa y gruesa. La microconidias no son abun-
dantes ni diagnosticas.

3. Epidermophyton: present6 abundantes macro-
conidias en forma de raqueta o dedos de guan-
tes, de pared lisa y gruesa, con una base de
insercion a la hinfa ancha. Este género no forma
microconidias. También se observaron hinfas
en espiral,

RESULTADOS

Delos 120 pacientes escogidos, con diagnéstico
presuntivo de infeccion micética superficial 119
fueron positivos al examen clinico (99,17%), de
ellos 114 (95,8%) resultaron positivos al examen
micolagico.

En el graficoN? 1 observamos quela proporcién
de dermatofitos fue del 65,53% y de pitiriasis versi-
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color del 34,47%. En el grafico N2 2 presentamos la
distribucién de los diferentes dermatofitos aislados.

GRAFICO No. 1

Muestras recolectadas de pacientes con
clinica presuntiva de micosis superficiales
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En este grafico, podemos observar que la mayor proporcion
de muestras recolectadas comesponden a dermatofitosis.

GRAFICO No. 2

Distribucion de las muestras recolectadas de
pacientes con sospecha clinica de dermatofitosis
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Analizando este grafico, podemos evidenciar que el mayor nimero
de las muestras recolectadas de dermatofitosis corresponden a

tinea pedis (109), seguida por las de tinea unguis (16)

Delos 109 casos sospechosos de Tinea pedis, el
94,50% resulté positivo al examen micolégico. Mien-
tras que para Tinea unguis fue del 93,75%, en 16
casos, para Tinea crusis del 50,00%, en 6 casos y
para Tinea corporis, del 100% en 4 casos.
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Para la pitiriasis versicolor de las 71 muestras
presuntivas clinicamente, solo se logré confirma-
cion micologica en 29 (40,85%).

En el cuadro N2 1, presentamos la correlacién
cbtenida entre el examen directo y el cultivo, en los
casos de dermatofitosis, no demostrandose diferen-
cia significativa entre los 2 procedimientos.

Similares resultados comprobamos en la com-
paracion entre el KOH+Tinta Parker y el Clorazol
Black- E (cuadros 2 y 3).

En el grafico N2 3 presentamos la distribucién
de las micosis superficiales investigadas, por enti-
dades clinicas; en el grafico N? 4 estan representa-
dos los diferentes tipos de dermatofitos detectados.

En el cuadro N2 4 se demuestra la distribucién
de los diferentes tipos de dermatofitos, en relacién a
su localizacion corporal.,

En los gréaficos N2 5, 6, 7 y 8 observamos los
agentes etiologicos comprobados en los casos de
Tinea pedis, unguis, corporis y cruris, respectiva-

CUADRO N2 1
RELACION ENTRE EL EXAMEN DIRECTO Y EL CULTIVO EN LAS DERMATOFITOSIS

Examenes Directos {n = 135)
Positivos: 107 (79.26%)
MNegativos: 28 (20.74%)

Cultivos (n = 118)
Positivos: 90 (76.27%)
Negativos: 28 (23.73%)

Cultivo Positivos Negativos No se realizé Total
Examen cultivo
Directo
Positivos 72 22 13 107
Negativos 18 6 4 28
Total S0 28 17 135

Observamos que no existe diferencia significativa de la efectividad entre el examen directo y el cultivo en el
diagnostico micologico.

CUADROS Nos. 2y 3
RELACION DE LA EFECTIVIDAD ENTRE EL KOH
CON TINTA PARKER Y EL CLORAZOL BLACK-E

CUADRO N22
Positivos | Porcentaje (%) Negativos | Porcentaje (%) | Total
KOH + tinta Parker | 89 65.93 46 34.07 135
Clorazol Black-E 92 68.15 43 31.85 135
CUADRO N2 3
Clorazol Black-E Positivos Negativos
KOH + tinta Parker
Positivos 74 14
Negativos 19 28

Podemos evidenciar que la efectividad entre el Clorazol Black-E y el KOH con tinta Parker no tiene diferencias
significativas.
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CUADRO MNo. 4
Distribucion de los casos de dermatofitosis
por localizacién corporal y agentes etiologicos

Localizacion T. m. T.T. Ef. |T.m./T.r. | T.m/T.r./ | E.fNo Indicados | Total
Corporal
Pedis 34 27 ) 1 28 103
Unguis 6 3 - 2 - q 15
Corporis - 2 —~ 1 - 1 4
Cruris - - 1 - - 2 3
Total 40 32 8 01 35 125
Porcentaje 32 25.6 6.4 7.2 0,8 28 100
T. m.: T. mentagrephytes: T. r.: T. rubrum; E. I.: E. flecccesum
Grafico 3 Grafico 4
Micosis superficiales investigadas. Distribucion de los casos de acuerdo
Distribucian por entidades clinicas a la localizacién de las lesiones micdticas
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En este grafico, observamos que de todas las micosis
superficiales a investigar inicialmente (pitiriasis versi-
color, dermatofitosis, candidiasis cutanea y piedras) sélo
se encontraron casos de pitiriasis versicolor y dermatofi-
tosis.

mente. En el grafico N2 9 puede versela distribucion
de los diferentes agentes etiologicos, aislados enlas
dermatofitosis evaluadas; finalmente en los cuadros
5 y 6 se presenta la distribucion de los casos de
micosis superficiales simples y mixtos.
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Observamos que la dermatofitosis de mayor incidencia es
la tinea pedis con 103 casos que representan el 82,4%,
sequida por la tinea unguis con 15 casos (12%).

Nose encontraron casos de candidiasis cutanea,
asi como tampoco de lesiones en pelos, debidas a
los agentes etiologicos de las piedras (Piedraia hor-
tae y Trichosporon beigelii}.

ACTA CIENTIFICA DE LA SOCIEDAD VENEZOLANA DE BIOANALISTAS ESPECIALISTAS - Vol | - N2 1 - 1592



ESTUDIO CLINICO-MICOLOGICO DE MICOSIS SUPERFICIALES. . .

GRAFICO No. 5
Tinea pedis. Agentes etiologicos aislados
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GRAFICO No. 6
Tinea unguis. Agentes etiologicos aislados
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T. m.: T. mentagrophytes, T. r.. T. rubrum; N, i: No identificados
GRAFICO No. 7
Tinea corporis. Agentes eticldgicos aislados
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T. m.: T. mentagrophytes; T. r.: T. rubrum; M. i; No identificados

GRAFICO No. 8
Tinea cruris. Agentes etiologicos aislados
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GRAFICO No. 9
Distribucion de los agentes etioldgicos aislados en las dermatofitosis
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T. m.: T. mentagrophytes; T. r.: T. rubrum; E. L; E. ficccosum
En este grafico, notamos que el agente efiologico aislado con
mayor frecuencia fue el T, mentagrophyles seguido por e T. rubrum,
Cabe mencionar que en nmmﬂumfﬂaﬂmﬂﬁnmum
dermatofitosis producida por hongos del geneno Microsponum.

CUADRO N2 5
DISTRIBUCION DE LOS CASOS DE MICOSIS

SUPERFICIALES SIMPLES Y MIXTOS

No. Casos Positivos | Porcentajes (%)

§ 1 79 69.30
£

2 31 27.19
3
S| 3 3 2.63
'g 4 ] 0.88
g | Total 114 100,00
=

En este cuadro, podemos observar que un alto porcentaje
de los pacientes estudiados (69.30%) tienen solo una in-
feccion micotica, pero cabe resaltar que el 27.19% de éstos,
presentan dos infecciones micoticas coexistentes.,
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CUADRO N® 6

DISTRIBUCION DE LOS CASOS DE MICOSIS SUPERFICIALES
SIMPLES Y MIXTOS POR ENTIDADES CLINICAS

No. Infecciones Micdticas No. Casos Positivos Porcentajes (%)
T.p. 68 59.65
P.v. 7 6.14
Taw 3 2.63
T.or. 1 0.88
T.p./P.v. 18 15.79
T.p./T.. 10 8.78
T.p. T.or. 2 1.75
TopafTeo. 1 0.88
T.p./T.cofP.v. 2 1.75
T.p./T.u./P.v. 1 0.88
T.p./T.co./T.u./P.v. 1 0.88
Total 114 100.00

T.p.: Tinea pedis; T.u.: Tinea unguis; T.cr.: Tinea cruris; T.co.: Tinea corporis; P.v.: Pitiriasis versicolor.

En este cuadro observamos que dentro de las micosis superficiales simples, la de mayor frecuencia es la t. pedis
{29.65%) sequida por la pitiriasis versicolor (6.14%) v dentro de las mixtas la de mayor incidencia fue la t.pedis/
pitiriasis versicolor (15.79%) seguida por la t.pedis/t.unguis (8.78%).

V. DISCUSION

En nuestro estudio realizado en el CRIM, ubicado
en Puerto Ayacucho, Territorio Federal Amazonas,
corroboramos la alta incidencia de micosis superfi-
ciales existentes entre el personal militar (95.8%).

Dentro de las micosis superficiales observadas,
la de mayor frecuencia fue la tinea pedis, sequida de
la pitiriasis versicolor. La alta incidencia de tinea
pedis encontrada en el personal de tropa esta favo-
recida por el tipo de calzado utilizado (botas), el
tiempo de permanencia de las mismas, el uso de
ambientes comunes tales como duchas, el inter-
cambio de prendas de vestir principalmente de las
botas, el cortotiempo del cual dispone el personal de
tropa para su aseo personal, que conlleva al no ade-
cuado secado de los pies y por consiguiente: la
humedad sumada a las altas temperaturas de la
zona y la susceptibilidad del individuo, favorece
considerablemente el desarrollo de infecciones
micoticas en los pies. Ademas ellos cumplen con
una actividad conocida como periodo de campo, en
el cual los Infantes realizan diversas acciones de

entrenamiento militar, como cruce de rios, escala-
miento de montanas, etc., enlos cuales permanecen
de dos a tres dias con las botas humedas puestas, lo
cual favorecen el crecimiento fangico y agrava las
lesiones ya existentes.

En el trabajo reportado previamente (Molero de
Lara, M. y col. 1907) se encontré que el T mentagro-
phytes era el agente causal mas frecuente de tinea
pedis, Otros estudios demostraron que esta inciden-
cia habia cambiado (Guanipa-Urbina, O. y col.
1985; Guanipa Urbina col., 1987; Cuaro, 1., 1987),
y que ahora no era T. mentagrophytes sino el T.
rubrum el agente mas frecuente de tinea pedis, lo
cual podia deberse a que es el dermatofito mas
resistente al tratamiento antimicético. En nuestro
estudio encontramos que el Tmentagrophytesera el
principal agente etiologico de la tinea pedis seguido
por T. rubrum, aunque esta diferencia no fue signi-
ficativa. Como sabemos el T. mentagrophytes tiene
dos variedades, una zoofilica (parasito de roedores)
y una antropofilica. La variedad antropofilica tiene
una colonia de aspecto velloso y la zoofilica pre-
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senta una colonia de aspecto granuloso, esta Gltima
fue la que con mayor frecuencia se observd en
nuestro estudio. Una posible explicacion a la alta
incidencia de tinea pedis por T. mentagrophytes
variedad granulosa (zoofilica) puede deberse a la
gran cantidad de roedores que existen en la Ciudad
de Puerto Ayacucho.

Segin Rippon, 1982, la variedad granulosa de T.
mentagrophytes, que fue la encontrada en nuestros
cultivos, se caracteriza por producir inflamacién y
por la rapida resolucion de la infeccion. Por lo tanto,
posiblemente en los Infantes de Marina examinados,
la alta incidencia de tinea pedis por T. mentagro-
phytes se deba, ademas dela abundancia deroedores
en la reqgion, a la reinfecciéon entre el personal mas
que a las recaidas, por una continua exposicién de
los pies en los ambientes comunes tales como
duchas y sanitarios, donde quedan residuos de
material corneo contaminados por estos hongos.

Entre los pacientes que presentaron tinea pedis
encontramos que en seis casos coexisten T. men-
tagrophytes y T. rubrum como agentes causales de
dicha dermatofitosis; estos casos aunque se han
encontrado con anterioridad, no son frecuentes.

En nuestro estudio encontramos un caso de
tinea pedis producida por tres agentes etioldgicos
distintos: T. rubrum, T. mentagrophytes y E. flo-
ccosum. En la bibliografia revisada no encontramos
descrito ningun caso de tinea pedis de triple etiolo-
gia, lo cual nos llama mucho la atencion por ser éste
un hallazgo excepcional.

Otro caso interesante fue un paciente que pre-
sento una tinea unguis por T. rubrumy T. mentagro-
phytes e igualmente una tinea corporis por T. ru-
brum y T. mentagrophytes. Ademas este paciente
presenté una tinea pedis producida por T. mentagro-
phytes , y una pitiriasis versicolor.

El agente etiolégico aislado con mayor frecuen-
cia en la tinea unguis fue el T. mentagrophytes
sequido por T. rubrum, en la tinea corporis el T.
rubrum en la tinea cruris fue el E. floccosum.

El Onico agente causal aislado de todos los
casos de pitiriasis versicolor fue Malassezia furfur,
No se encontré ningin caso con Malassezia ovalis.
Esto corrobora la teoria de Borelli que sefala que M.
furfur es el agente etiolégico mas frecuente en
pitiriasis versicolor, que en personas con edades
comprendidas entre 20 y 30 anos es el agente casual
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mas frecuente, y que prevalece en la parte superior
deltronco. Delos 29 casos de pitiriasis versicolor, 22
presentaron fluorescencia con la luz de Wood y 7
Casos no,

Todos los individuos con pitiriasis versicolor pre-
sentaron lesiones hipocromicas.

MNuestro estudio nos permitié evidenciar que un
buen examen micolégico directo es mas efectivo
que el cultivo en el diagndstico de las infecciones
micoticas superficiales porque aunque no hubo dife-
rencia significativa en cuanto a la efectividad entre
ambos, si se realiza un buen examen directo es
suficiente para diagnosticar una infeccién micética,
en cambio el cultivo presenta varias desventajas,
puede contaminarse con facilidad y encubrir el
agente etiolégico y ademas en las zonas rurales,
estos medios de cultivos micologicos no son facil-
mente accesibles. Larealizacion de unbuen examen
directo cobramayor importancia cuandolos pacien-
tes presentaban lesiones poco descamativas, de las
que se obtenia escaso material, preferimos realizar
el examen directo en vez del cultivo, porque con él
unicamente se puede diagnosticar una micosis super-
ficial ain cuando no se logra identificar el agente
causal, en cambio si se hubiese utilizado el cultivo se
corria el riesgo de que el hongo no creciera, por ser
el material a cultivar insuficiente,

MNuestro estudio confirma trabajos anteriores
(Gonzalez y Sayegh 1988) donde concluye que el
examen directo de la muestra clinica es un método
sensible para el diagnostico de las dermatofitosis.

En nuestro estudio comparativo de la efec-
tividad entre el Clorazol Black E y el KOH + tinta
Parker utilizados como sustancias aclarantes para el
examere micologico directo, encontramos que no
hubo diferencia significativa entre ambos.

Particularmente, preferimos el Clorazol Black-E
porque las estructuras fangicas se visualizan con
mayor facilidad, haciendo mas rapido el diagnostico
de micosis superficial al examen directo.

En un principio pensamos que los Infantes ad-
quirian la infeccion micotica una vez que ingresaban
a la Armada, pero entre los pacientes estudiados se
encontraba un grupo de 12 infantes con sélo una se-
mana en el comando, de los cuales 11 presentaron
infecciones micoticas; esta alta incidencia de mico-
sis superficiales nos indican que los infantes no
adquieren la enfermedad en la Armada, sino que
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ingresan con ésta, y las lesiones que ellos presentan
se agravan por las inadecuadas condiciones higiéni-
cas, el clima, etc.

La importancia de definir cual es el agente etio-

l6gico y su naturaleza (antropofilica, zoofilica o geo-
filica) radica en determinar la posible fuente de
infeccion, esto con fines epidemiologicos.

CONCLUSIONES

I

10.

Existe una alta incidencia de micosis superficia-
les, principalmente de dermatofitosis, en las co-
munidades militares, lo que constituye un pro-
blema de salud puablica en las mismas,

La alta incidencia de dermatofitosis en la pobla-
cion estudiada estaria determinada por las con-
diciones higiénicas no adecuadas, existentes en
el lugar.

En comunidades con elevada frecuencia de der-
matofitosis, es posible observar inusuales casos
de infecciones micdéticas, de doble y triple etio-
logia en un mismo paciente,

Las micosis superficiales que prevalecieron fue-
ron la tinea pedis y la pitiriasis versicolor,

La alta incidencia de tinea pedis como infeccion
micotica estaria influenciada por las continuas
reinfecciones a nivel interpersonal y no por las
recaidas.

El principal agente causal de tinea pedis fue el
T. mentagrophytes seguido por el T. rubrum.

Se confirma que Malassezia furfures el principal
agente etiologico de la pitiriasis versicolor, en
edades comprendidas entre 20 y 30 anos, ade-
mas ésta se presenta con mayor frecuenciaenla
parte superior deltronco y en general la inciden-
cia de M. furfur es mayor que la de M. ovalis.

Mo existe diferencia significativa de la efec-
tividad entre el examen directo y el cultivo en el
diagnostico micolagico.

Un buen examen directo micolégico por si solo,
permite hacer el diagnoéstico de una infeccion
micotica.

Para realizar el examen directo se puede utilizar
indistintamente KOH+Tinta Parker y/o Clorazol
Black E, ya que los resultados obtenidos con
uno u otro aclarante fueron muy similares.

11. Generalmente el personal militar no adquiere la
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infeccion micotica durante el servicio, sino que
antes de su ingreso ya es portador de la misma.

MNuestro estudio concluye, que para descartar o
no una micosis superficial es necesario realizar
el diagnéstico de laboratorio, a través del exa-
men directo y el cultivo, ya que ni los sintomas
que presenta el paciente ni el examen fisico son
suficientes.

RECOMENDACIONES

Con fines de prevencion y curacion de las der-

matofitosis se recomienda lo siguiente:

L

10.

| if o2

Realizar una exploracién clinico-micologica
sobre la posible existencia de micosis superfi-
ciales, al personal que recién ingresa al Co-
mando, con el fin de prevenir las infecciones por
contacto interpersonal.

. Desinfectar con soluciones yodadas tipo povidi-

ne, dos o tres veces a la semana los ambientes
de uso comun tales como sanitarios y duchas.

. Utilizar calzado adecuado para el bano. Mo

ducharse con los pies descalzos.

. Esimprescindible secarse bien los pies entre los

dedos después de la ducha diaria y posterior-
mente aplicarse talcos y cremas antimicoticas,
cuando exista una tinea pedis.

. No utilizar las duchas para el lavado de las

prendas de vestir.

. No intercambiar las prendas de vestir, para

evitar la propagacién interpersonal de las tineas,
al estar en contacto directo con fomites infecta-
dos provenientes de otras personas.

Cuando no sea necesario utilizar las botas, cam-
biar éstas por calzados abiertos tales como san-
dalias de cuero, de tal forma que el pie se ventile.

. Utilizar calzado de cuero y no zapatos de goma

mientras esté presente la tinea pedis, asi como
tampocozapatos deportivos de goma, los cuales
favorecen la humedad del pie.

. Rociar diariamente con talcos antimicéticos el

calzado cerrado.

Utilizar medias de algoddn, las cuales aborben
parte de la humedad y no medias de material
sintético, las cuales favorecen la humedad del
pie y consecuentemente las infecciones micéti-
cas.

Al irse a dormir, aplicarse la crema antimicotica
y luego ponerse una media de algodon, de tal
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forma que el medicamento esté en contacto con
la piel durante toda la noche.

12. Las medias deben ser cambiadas a diario.

13. Debe haber constancia en la aplicacion del
tratamiento antimicético mientras exista la in-
feccion, de cualquier naturaleza (tinea pedis,
tinea cruris, pitiriasis, etc.)
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RESUMEN

En estetrabajo se aplico la Reaccion Indirecta de
Anticuerpos Fluorescentes, a una poblaciéon de 225
pacientes del Barrio Bicentenario lll de Valencia con
la finalidad de evaluar la eficacia diagnéstica de
dicho método para el estudio de la esquistosomiasis
mansoni. Dicha poblacion habia sido estudiada por
otros autores mediante la prueba de ELISA ob-
teniéndose una prevalencia de 37,9%, y latécnicade
Precipitacion Circumoval (PPCQO) utilizando este

ultimo como método de referencia cuya prevalencia
fue de 18,4%.

Los antigenos utilizados fueron cortes de vermes
adulto y cortes de higado de hamster infectados con
la cepa brasilena BH de Schistosoma mansoni. La
reaccion se pone en evidencia utilizando un conju-
gado antilgG humana marcado con isotiocianato de
fluoresceina.

cialistas. ano 1992.

La evaluacion serologica de la RIAF se llevo a
cabo a través de los patrones para cada uno de los
antigenos de vermes e higado mediante los siguien-
tes parametros: sensibilidad, especificidad, falsos
positivos, falsos negativos, valor predictivo de la
prueba positiva, valor predictivo de la prueba nega-
tiva, falsos negativos de la prueba negativa, exacti-
tud y prevalencia. Todos los parametros anterior-
mente citados tanto para la RIAF vermes como para
la RIAF higado revelaron resultados semejantes:
destacando la mayor utilidad de los antigenos ver-
mes e higado en su totalidad en relacion auna mayor
eficacia para los parametros sensibilidad, falsos
negativos y valores predictivos de la prueba nega-

“tiva.

Es importante destacar que-la utilizacion de
patron intestino reune la mayoria de las condiciones
necesarias para la obtencion de resultados confia-
bles que aportan un mejor criterio diagnostico.

Este trabajo se hizo acreedor al Premio: “Profesora Franca Billi", oforgado por la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Espe-

Universidad de Carabobo, Facultad de Ciencias de la Salud. Departamento de Parasitologia, Escuela de Bioanalisis.
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INTRODUCCION

La esquistosomiasis es una enfermedad parasi-
taria producida por un vermes trematode pertene-
ciente al género Schistosoma donde hasta ahora se
conocen cinco (5) especies a nivel mundial que
parasitan al hombre, siendo el Gnico agente etio-
l6gico de la esquistosomiasis en Venezuela la pro-
ducida por el S. mansoni,

En Venezuela la esquistosomiasis mansonica
constituye un problema de salud publica, siendo el
area Centro-Norte la mas afectada (Otero y Col
1986). Por lo tanto se hace necesario buscar medi-
das mas eficaces para su control.

En relacion al diagnéstico de individuos infecta-
dos se ha presentado problemas en encontrar un
método que sea lo suficientemente sensible, espe-
cifico, economico, y facil de realizar, todos estos
requisitos han sido dificiles de agrupar en un solo
método.

En vista de estas circunstancias se hace nece-
sario resolver el problema de la eficacia diagnostica,
de alli los estudios realizados a varias técnicas se-
rolégicas, con la finalidad de hacer un diagnéstico
precoz de la infeccion y con ello contribuir al control
de las esquistosomiasis. Esta actividad es crucial
para nuestra situacion epidemiolégica, donde los
métodos coprolégicos convencionales se muestran
ineficaces.

Es necesario aumentar la especificidad y sensi-
bilidad de estas técnicas serologicas y revisar la
necesidad de utilizar combinaciones de técnicas
serologicas, no solo para un diagnésticomas certero,
sino para definir el estado de evolucién o forma
clinica de la enfermedad (R.N. Incani, 1985). Se ha
planteado el problema de la manera siguiente:

Las infecciones por S. mansonirecientes, créni-
cas, de baja intensidad y tratadas, dificultan el diag-
nostico coprolégico.

Cuando las medidas de control estan dirigidas al
tratamiento del individuo enfermo ésta no tiene una
total efectividad, por lo tanto hay que recurrir a
nuevas técnicas diagnosticas que reflejan la pre-
valencia real de la situacion, cosa que en estos
altimos anos ha sido subestimada (Noya y Noya,
1981; Davila y Aguiar, 1983).
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El problema se plantea cuando se estudioé una
poblacién de trasmision activa del Barrio Bicente-
nario lll donde previamente se habia realizado estu-
dios coprologicos (Kato) y serolégicos (ELISA),
mostrando una gran diferencia de prevalencia.

Se pretende con este trabajo comparar los resul-
tados obtenidos por las técnicas ELISA y PPCO esta
ultima como prueba de referencia realizada por
otros autores y ensayar la RIAF como una técnica
mas practica que la anterior y cuya importancia se
realza, si notamos que la experiencia nacional en
relacion al uso de métodos serologicos para el
diagnéstico en estas parasitosis es precaria.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion y Muestra: La poblacion seleccionada
corresponde al sector lll del Barrio Bicentenario,
ubicado al Sur de Valencia. Edo. Carabobo. La
muestra representada por 225 individuos escogidos
mediante seleccion aleatoria de 8 manzanas sobre
un total de 40 que constituyen el Barrio.

Analisis Estadistico: Solo mediante el calculo de
los parametros de sensibilidad, especificidad, el
porcentaje de falsos positivos y negativos, los va-
lores predictivos, la exactitud y la prevalencia, pode-
mos establecer la utilidad diagndstica de los proce-
dimientos empleados.

Sueros: La sangre fue obtenida mediante pun-
cion venosa con venoject donde después de la
coagulacion se separd el suero por centrifugacion;
las diluciones utilizadas para la técnica fueron 1/20,
1/40, 1/80, 1/160 con PBS; fueron separadas en
alicuotas y conservados en congelacién a —20
grados centigrados, hasta el momento de la ejecucion
de la técnica, previa inactivacion a 56 grados
centigrados por 30 minutos.

Ciclo del parasito en el laboratorio: El ciclo de S.
mansoni se mantiene en el laboratorio mediante
pases sucesivos entre hamsters y caracoles B. Gla-
brata. La cepa brasilena BH del parasito fue la
utilizada en este estudio, caracoles de aproximada-
mente 1 ¢cm de diametro fueron expuestos a cinco
miracidios y treinta dias después se comienza a
obtener al exponer lotes de caracoles a luz artificial
por una o dos horas, a objeto de infectar los hamsters
(Cesari y B. Alarcon de Noya, 1987).
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Obtencion del Ag (Vermes adultos y Granulo-
mas hepaticos): Se sacrificaron hamsters con ocho
semanas de infeccion, para luego por perfusién del
Sistema porto-mesentérico con SSC a través del
ventriculo izquierdo, previa ruptura de la vena porta.
Los vermes adultos quedaban retenidos en una
rejilla metalica, donde posteriormente se lavaban
mediante tres cambios de SSF. El higado era ex-
traido del animal y se procedia a obtener trozos del
mismo de unos diez milimetros cubicos, para luego
congelarlo y obtener los cortes con granulomas.
Posteriormente se procedian a hacer bloques con
resina OCT (cien vermes por cada bloque aproxi-
madamente); que posteriormente eran conservados
a —/0 grados centigrados para su uso posterior y
realizar los cortes en criostato de 6-7 micras de
espesor—. Los cortes son colocados dentro de la
pintura impresa en las laminas del porta-objeto
(cuatro cortes por laminas), fijados y mantenidos
congelados hasta su procesamiento.

Reaccion Indirecta de Anticuerpos Fluorescentes:
Se utilizé la técnica de (Coudert y Col, 1967),
modificada por (Kanamura, 1978). El conjugado
utilizado fue una Anti IgG especifica para cadena
Gamma de IgG, marcado con isotiocianato de fluo-
resceina (marca Sigma y ATAB).

Se cubren los cortes con las diluciones seriadas
del suero del paciente con la finalidad de formar el
complejo Ag-Ac, que posteriormente sera eviden-
clado con el conjugado utilizado, cuya positividad se
hace evidente por la fluorescencia de las estructuras
antigenicas, al ser observados en el microscopio de
luzU.V., la Reaccion negativa se caracteriza por una
tincion parda o rojo ladrillo. También se toma en
cuenta el tipo de patron de fluorescencia (focal o
difuso) y su localizacién intestino, tequmento y/o
parénquima. Cada vez que se realizaba la técnica se
montaba controles positivos y negativos de sueros
provenientes del mismo barrio.

Titulo del Conjugado: Para cada dilucion del
suero se utilizo varias diluciones seriadas del conju-
gado en azul de Evans.

Se escoge como titulo del conjugado aquella
dilucion en la cual se puede detectar positividad con
el suero positivo en su maxima dilucion; y que a su
vez no detecte fluorescencia con el suero negativo.
El patrén de fluorescencia utilizado fue parénquima
ya que es el primero que cae al hacer las diluciones
seriadas del suero.
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RESULTADOS

I. TITULACION DE LOS SUEROS PARA ESTA-
BLECER EL CRITERIO DE POSITIVIDAD

Se determiné que a la dilucién 1:40 fue donde la
fluorescencia mostré su mayor porcentaje de posi-
tividad, correspondiendo para tegumento 15.1%
parénquima 12.9%, intestino 10.7%, granuloma
16.0% y cascara del huevo con 18.7% (Fig. N2 1).
Esta dilucion se tomd como punto de corte para
definir positividad y negatividad en todas las subse-
cuentes observaciones. Estos porcentajes se ob-
tuvieron del total de las diluciones realizadas para
los 225 pacientes que representan el 100% de la
poblacion.

FLUORESCENCIA MENOS INTENSA EN EL PARENQ(IMA DEL
GUSANO (Fluorescencia difusa) y REACCIONES MAS INTEN-
SAS EN TUBO DIGESTIVO ¥ TEGUMENTO. (Fluorescencia focal)
100 x

2. COMPARACION DE LOS RESULTADOS OB-
TENIDOS SEGUN DIFERENTES PATRONES DE
FLUORESCENCIA PARA VERMES ADULTO Y
CORTES DE HIGADO

2.1 Comportamiento de los patrones intestino,
legumenlo y parénquima de vermes adul-

los

En la Fig. 2 se observa que el patrén tegumen-
to fue el que presenté mayor porcentaje de posi-
tividad con 29.5%, seguido del patrén intestino con
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FIGURA N® 1
RELACION % DE POSITIVIDAD
Segun Diluciones
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FIGURA N® 2
PORCENTAJE DE PREVALENCIA
Seguin Métodos Diag. y patrones
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21.4%, y parénquima con 20.1%; estas dos Gltimas
cifras no parecen ser diferentes. Esimportante senalar
que los porcentajes obtenidos por los patrones in-
testino y parénquima reflejan valores de prevalencia
cercanos a aquellos de la PPCO, prueba serolégica
de referencia. Los valores en porcentaje anterior-
mente mencionados resultan del total de casos po-
sitivos para cada uno de los patrones estudiados en
el 100% de la poblacién.
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2.2 Comportamientode los patrones granuloma
ycascaraalutilizar como antigeno secciones
de higado de hamster infectado.

En la Fig. 2 se observa que el mayor porcentaje
de lecturas positivas estuvo representado por el
patrén cascara del huevo con 27.7%, mientras que
la positividad obtenida por el patrén granuloma fue
de 21.9%. El porcentaje reflejado por el patron
granuloma es el que se asemeja al valor obtenido
por la PPCO.

3. DISTRIBUCION DE LOS CASOS ESTUDIADOS
SEGUNLAS TECNICAS DEELISA, PPCO, Y RIAF
(vermes adulto e higado)

En la Fig. 3 se pueden observar los diferentes
valores obtenidos en los casos estudiados al aplicar
las técnicas diagnosticas siendo la mas sensible la
prueba de ELISA conun 45.9% de positividad seguido
de la RIAF conun 33.9% para vermes adultoy 33.5%
para secciones de higado. Estas dos ultimas cifras
no parecen ser diferentes. La PPCO mostré una
prevalencia de 18.5%.

FIGURA N¢ 3
% DE: SEN. ESPEC. EXACT. PREVAL.
Segun Métodos Diag. usados
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4. SENSIBILIDAD DE LOS METODOS DE DIAG-
NOSTICOELISA YRIAF (vermes e higado) Y SUS
CORRESPONDIENTES PATRONES DE FLUO- =
RESCENCIA.

En la Fig. 3 se senala que el método de ELISA
mostrd ser la mas sensible con un 88%, siendo la
menos sensible la RIAF conlos patrones parénquima
de vermes y granuloma del higado con un 56% para
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ambos. Es importante destacar que la mayor sensi-
bilidad en la RIAF se observd con los patrones
intestino y tegumento con 66%, sequido del patrén
cascara con 63%.

Los antigenos de vermes e higado vistos como
untodo, mostraron valores similares de sensibilidad
con 73% y 71% respectivamente.

5. ESPECIFICIDAD DE LOS METODOS DE DIAG-

NOSTICO ELISA Y RIAF CON ANTIGENOS DE
VERMES E HIGADO

Se mostrd una mayor especificidad para el pa-
tron intestino con 89% seguido del patron parénquima
con 88% y granuloma con un 86%; siendo en valor
para cascara de 80% y tegumento 79%. Hay que
senalar que la especificidad para los antigenos ver-
mes e higado en su totalidad fue de 75% para ambos.
El porcentaje mas bajo de especificidad correspon-
di6 a la técnica de ELISA con 64% (Fig. 3).

6. VALORES DE FALSOS POSITIVOS Y FALSOS
NEGATIVOS PARA LA DETERMIMNACION DE LA
EFICACIA DIAGNOSTICA DE LOS DIFERENTES
METODOS UTILIZADOS.

6.1 Falsos positivos obtenidos segtin las dife-

rentes pruebas

Este parametro muestra aquellos casos que son
incluidos en el diagnéstico de esquistosomiasis
mansoni como casos positivos pero que en realidad
no presentan infeccion en relacion a la prueba de
referencia PPCO. En este caso el porcentaje mayor
de falsos positivos esta representado por la técnica
de ELISA con un 36%, lo cual se corresponde con la
baja especificidad de dicha técnica sequido de la
RIAF con 25% tanto para vermes como para higado.
Al analizar los patrones de fluorescencia de la RIAF
en detalle observamos cifras de falsos positivos para
tegumentos 21.1%, para cascara 20%, granuloma
14%, parénquima 12% e intestino 11%. Los tres
ultimos patrones muestran mayor especificidad.

6.2 Falsos negativos obtenidos segtin las dife-
rentes pruebas.

Este parametro muestra aquellos casos que son
excluidos de la infeccion y son clasificados como no
poseedores de la misma, cuando en realidad si la
tienen.
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La prueba que da resultados mas falsamente
negativos corresponde a la RIAF con los patrones
parénquima y granuloma (higado) con un 44% lo
que indica su relacion con la menor sensibilidad que
ellos presentan.

El valor de falsos negativos por ELISA fue menor,
con un 12%, seguido del obtenido por los antigenos
RIAF vermes 27%, RIAF higado 29%, patrén in-
testino y tegumento con un 34% y el patron cascara
con un 37%.

Esto indica que la interpretacion de la totalidad
de los antigenos utilizados para la RIAF (vermes e
higado) reportan menos falsos negativos que la
utilizacion o interpretacion de sus correspondientes
patrones de fluorescencia.

7. IMPORTANCIA DEL VALOR PREDICTIVO DE LA
PRUEBA POSITIVA Y DE LA PRUEBA NEGA-
TIVA PARA ESTABLECER LA EFICACIA DIAG-
MNOSTICA.

7.1 Variaciones observadasen relacion alvalor

predictivo de la prueba positiva.

Este parametro establece la probabilidad de que
la condicién que se busca esté presente cuando la
prueba sea positiva. Los parametros mas fidedignos
en lo que respecta a este valor predictivo son parala
RIAF con antigeno vermes el patron intestino con un
valor de 56%, seguido del patrén parénquima conun
51% y para la RIAF con cortes de higado el patrén
granuloma con 47%.

La prueba de ELISA con un 35% se muestra
menos eficiente en este sentido seguido de RIAF
higado con 39%, RIAF vermes 40%, patron tegu-
mento 41%, patron cascara 42%. Es importante
senalar que la evaluacion de patrones en RIAF por
separado muestra una mayor confiabilidad que la
observada en el conjunto de sus antigenos corres-
pondientes.

7.2 Variaciones observadas en relacion al valor
predictivo de la prueba negativa.

Este parametro muestra la probabilidad de que
elresultado negativo de la prueba ocurre en aquellos
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casos que realmente no existe la condiciéon buscada.
Se observa que en la prueba de ELISA presentd un
valor predictivo de la prueba negativa de un 96%
mas alto que los correspondientes a los demas
meétodos. Esto es importante ya que sélo un 4% de
las determinaciones realizadas por ELISA escapan
de la condicion buscada (no infeccion). La RIAF
vermes se muestra con un 93%, la RIAF higado y el
patron intestino con un valor de 92%, tegumento y
cascara con un 91% y finalmente parénquima y
granuloma con un 90%. Observamos que en este
sentido la utilizacion del antigeno vermes en su
totalidad refleja un mayor porcentaje del valor predic-
tivo negativo, seguido del antigeno higado. En rela-
cion a los patrones estudiados el patron intestino
muestra un valor mas aceptable.

8. IMPORTANCIA DE LOS FALSOS POSITIVOS Y
LOS FALSOS NEGATIVOS DE LAS PRUEBAS
POSITIVAS Y NEGATIVAS RESPECTIVAMENTE
PARA ESTABLECER SU VALOR DIAGNOSTICO.

8.1 Importancia de los falsos positivos de la
prueba posiliva segtin los diferentes méto-

dos de diagndstico

Este parametro refleja la proporcion del total de

pruebas positivas que no poseen la cualidad que es
detectada por la prueba, observamos lo siguiente:
ELISA con un 65% resultd ser la prueba que refleja
el porcentaje mas alto seguido de la RIAF higado con
61%, RIAF vermes 60%, patrén tegumento con 59%,
cascara con 58%, granuloma con 53%, parénquima
con 49% y finalmente intestino con un 44%, quien
presentd una mejor eficacia para la condicion bus-
cada, resaltando asi su mayor valor diagnostico.

8.2 Importancia de los falsos negativos de la
prueba negativa segun los diferentes méto-
dos

Esta condicién muestra la proporcion sobre el
total de pruebas negativas que poseen la propiedad
buscada y no son detectados.

En este sentido por su mayor sensibilidad obser-
vamos que la prueba de ELISA no es capaz de
detectar casos positivos solo en un 4%, seguido de
RIAF vermes con 7%, RIAF higado y patrén intestino
con 8%, tegumento y cascara con 9% y finalmente
parénquima y granuloma con 10%; mostraron no ser
tan sensibles ya que es el valor mas alto donde se
escapan casos verdaderamente positivos.

EFICACIA DIAGNOSTICA PARA ESTUDIO DE ESQUISTOSOMIASIS

PARAMETROS (%)

METODOS S E F+ F- VPP VPN FPPP FNPN Ex P
ELISA 88 64 36 12 35 96 65 4 68 46
RIAF.V 73 75 25 27 40 93 60 7 1D 34
RIAF.H 71 75 25 29 39 92 61 8 74 33
INTESTINO 66 89 11 34 56 92 44 8 84 21
TEGUMENTO 66 79 21 34 41 91 59 9 76 29
PARENQUIMA 56 88 12 44 51 90 49 10 82 20
GRANULOMA 56 86 14 44 47 90 53 10 80 22
CASCARA 63 80 20 37 42 91 58 9 17 28

LEYENDA VPP =Valor Predict. Prueba Positiva

S =Sensibilidad VPN =Valor Predict. Prueba Negativa

FPPP =Falsos Posit. Prueba Positiva
FNPN =Falsos Neg. Prueba Negaliva
Ex =Exactitud. P =Prevalencia

E =Especificidad
F+ =Falsos Positivos
F- =Falsos Megativos
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casos querealmente no existe la condicion buscada.
Se observa que en la prueba de ELISA presenté un
valor predictivo de la prueba negativa de un 96%
mas alto que los correspondientes a los demas
metodos. Esto es importante ya que solo un 4% de
las determinaciones realizadas por ELISA escapan
de la condicion buscada (no infeccion). La RIAF
vermes se muestra con un 93%, la RIAF higado y el
patron intestino con un valor de 92%, tegumento y
cascara con un 91% y finalmente parénquima y
granuloma con un 90%. Observamos que en este
sentido la utilizaciéon del antigeno vermes en su
totalidad refleja un mayor porcentaje del valor predic-
tivo negativo, seguido del antigeno higado. En rela-
cion a los patrones estudiados el patron intestino
muestra un valor mas aceptable.

8. IMPORTANCIA DE LOS FALSOS POSITIVOS Y
LOS FALSOS NEGATIVOS DE LAS PRUEBAS
POSITIVAS Y NEGATIVAS RESPECTIVAMENTE
FARA ESTABLECER SUVALOR DIAGNOSTICO.

8.1 Importancia de los falsos positivos de la

prueba positiva segtin los diferentes méto-
dos de diagnaostico

Este parametro refleja la proporcion del total de

pruebas positivas que no poseen la cualidad que es
detectada por la prueba, observamos lo siguiente:
ELISA con un 65% resultd ser la prueba que refleja
el porcentaje mas alto sequido de la RIAF higado con
61%, RIAF vermes 60%, patrén tegumento con 59%,
cascara con 58%, granuloma con 53%, parénquima
con 49% y finalmente intestino con un 44%, quien
presento una mejor eficacia para la condicion bus-
cada, resaltando asi su mayor valor diagnostico.

8.2 Importancia de los falsos negativos de la
prueba negativa segun los diferentes méto-
dos

Esta condicién muestra la proporcion sobre el
total de pruebas negativas que poseen la propiedad
buscada y no son detectados.

En este sentido por su mayor sensibilidad obser-
vamos que la prueba de ELISA no es capaz de
detectar casos positivos sélo en un 4%, seguido de
RIAF vermes con 7%, RIAF higado y patron intestino
con 8%, tegumento y cascara con 9% y finalmente
parénquima y granuloma con 10%; mostraronnoser
tan sensibles ya que es el valor mas alto donde se
escapan casos verdaderamente positivos.

EFICACIA DIAGNOSTICA PARA ESTUDIO DE ESQUISTOSOMIASIS

PARAMETROS (%)

METODOS S E F+ F- VPP VPN FPPP FNPN Ex P
ELISA 88 64 36 12 35 96 65 A 68 46
RIAF.V 73 75 25 27 40 93 60 7 g 34
RIAF.H 71 75 25 29 39 92 61 8 74 33
INTESTINO 66 89 11 34 56 92 44 8 84 21
TEGUMENTO 66 79 21 34 4] 91 59 9 76 29
PARENQUIMA 56 88 12 44 51 90 49 10 82 20
GRANULOMA 56 86 14 44 47 90 53 10 80 22
CASCARA 63 80 20 37 42 91 58 9 71 28

LEYENDA VPP =Valor Predict. Prueba Positiva

S =Sensibilidad VPN =Valor Predict. Prueba Negativa

E =Especificidad
F+ =Falsos Positivos
F- =Falsos Negativos
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FPPP =Falsos Posit. Prueba Posiliva
FMNPN =Falsos Neg. Prueba Negativa
Ex =Exactilud. P =Prevalencia
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9. VALOR DE LA EXACTITUD PARA LA EFICACIA
DIAGNOSTICA EN RELACION A LOS DIFEREN-
TES METODOS UTILIZADOS

Este es un indice donde se consideran en forma
conjunta las predicciones correctas tanto positivas
como negativas sobre el total de los casos estudia-
dos siendo-el patron mas exacto el intestino con un
84%, seguido de parénquima con un 82%, granu-
loma 80%, cascara 77%, tegqumento 76%, RIAF
vermes y RIAF higado con un 75% y 74%, respecti-
vamente. ELISA fue la prueba con una menor exac-
titud 68% (Fig. 3), esto es debido a su poca especi-
ficidad y su tendencia a valores aumentados de
falsos positivos.

10. PREVALENCIA DE LA ESQUISTOSOMIASIS
MANSONISEGUNLOS DIFERENTES METODOS

Es aqui donde se muestra el nimero de casos
portadores de la condicion buscada (infeccion) sobre
el total de casos estudiados. Se observa una discre-
pancia en lo que respecta a prevalencias obtenidas
segun los métodos realizados y la interpretacion de
sus correspondientes patrones. Siguiendo un valor
de referencia obtenido por PPCO con un 18.4% de
prevalencia, lamayoria de losresultados estan fuera
de este valor como los obtenidos en la prueba de
ELISA con un 46% seguido de RIAF vermes 34%,
RIAF higado 33%, tegumento 29%, cascara 28%.
Las cifras de prevalencia que reflejan un valor mas
cercano al de referencia fueron obtenidos por los
patrones granulomas 22%, intestino 21% vy finalmente
parénquima con un 20% (Fig. 3).

DISCUSION

En el presente trabajo se realizo la evaluacion de
una prueba diagndstica, la Reaccion Indirecta de
Anticuerpos Fluorescentes (RIAF) a los habitantes
de un foco de esquistosomiasis en el Barrio Bicen-
tenario lll de Valencia al cual previamente se le habia
reportado una prevalencia de bilharziasis de 2.02%
atravésdela prueba coprologica de Katoyun37.9%
por la técnica serologica de ELISA (Zona Il de
Malariologia y el Grupo de Investigacion en esquis-
tosomiasis 1987-1989).

Diversas técnicas como éstas la Reaccion
Periovular, la RIAF, la ELISA, la Hemaglutinacion e
Inmunodifusion se han utilizado, tanto anivel experi-

mental, comoen humanos con la finalidad deresolver
el problema de la baja sensibilidad de los métodos
parasitologicos en pacientes con poca carga para-
sitarias en las heces de aquellos que se encuentran
en la fase cronica de la enfermedad.

La aplicacion de la técnica RIAF como alterna-
tiva a la utilizacion de una técnica seroldgica se
debi6é a la gran importancia en relacion a la res-
puesta humoral proporcionada por el antigeno ver-
mes adulto de S. mansoni (Smithers y Terry, 1969)
que fue confirmada experimentalmente por (Pacheco
de Montesinos, 1986).

Asi mismo la cercaria y los huevos de S. man-
soni contienen sustancias antigénicas capaces de
estimular la produccion de anticuerpos detectables
por los métodos serologicos (Chieffi y Kanamura,
1978).

La Reaccién de Anticuerpos Fluorescentes fue
aplicada por primera vez en el diagnéstico de la
esquistosomiasis por (Sadun y Col., 1960) y varios
autores como (Anderson y Col., 1961), (Sadun y
Col., 1961), (Pellegrinos., 1963), (Camargo y Coal.,
1965), (Kagan., 1965) y (Kagan., 1968); han estu-
diado diferentes aspectos de la prueba tales como la
sensibilidad, la especificidad, tipo de antigeno mas
util y modificaciones para hacer la técnica mas
sencilla. De esa experiencia se deduce que la RIAF
presenta una sensibilidad entre 75% y 95%, segun
los autores y que en relacion a la especificidad
requeria mas estudios debido a la aparicion de falsos
resultados positivos (Moore y Col, 1968). También
han sido senaladas reacciones cruzadas, particu-
larmente en titulos bajos, de 1:10 por (Hoshino y
Col, 1978). Es por ello que en el trabajo realizado las
diluciones empleadas fueron a partir de la dilucién
1:20.

Tomando la dilucion 1:40 como limite para
establecer positividad o negatividad; se obtuvo en
nuestros resultados patrones de fluorescencia que
mostraron mayor porcentaje de casos positivos,
descartandose todos los valores por debajo de esta
dilucién, para con ello evitar los posibles falsos
positivos o reacciones cruzadas que puedan alterar
o enmascarar los resultados obtenidos por la RIAF.

Se han introducido modificaciones en la técnica
de la RIAF entre ellas la propuesta por (Pothier y
Xavier, 1969) ampliamente estudiadas por (Cou-
derty Col, 1974) la cual consiste en utilizar cortes de

ACTA CIENTIFICA DE LA SOCIEDAD VENEZOLANA DE BIOANALISTAS ESPECIALISTAS - Vol. | - N2 1 - 1992 51



SERRA HERNANDEZ, J.: RANGEL ESCALANTE. E.D.; RACHED UTRERA, Z.; RENGEL R.. L.C.

adulto de Schistosoma obtenido bajo congelacién.
Segun los autores, este antigeno es mas estable y
mantiene durante mas tiempo la elevada sensibili-
dad y especificidad de la RIAF, siendo esto un
aspecto importante en la realizacion de la técnica,
uno de los antigenos para analizar la eficacia diag-
nostica de la RIAF, fueron cortes de vermes adultos
congelados con Tissue-Tek OCT,

La prueba de Precipitacion Circumoval (PPCO)
se utilizd como referencia debido a su alta sensibili-
dad y especificidad (Alarcon de Noya, 1987).

Debido a las multiples desventajas que presenta
la PPCO como son la dificultad en la obtencién del
antigeno (huevos viables del parasito) el manteni-
miento del ciclo de S. mansoni en el laboratorio, la
dificultad parala preservacion del antigeno, eltiempo
requerido para leer la reaccién e interpretacion de
los resultados (2 dias), han desalentado su uso
como rutina de trabajo.

Se ha intentado utilizar la RIAF con corte de
vermes adultos y cortes de higado de hamster
infectados como antigenos sustitutos de PPCO, ya
que la RIAF carece de las desventajas mencionadas,
en este sentido cabe destacar que se ha reportado la
presencia de antigenos comunes entre parasito
adultos y huevo (Hanna y Hillyer, 1984) anterior-
mente, ademas presenta una gran sensibilidad y
especificidad (Wilson y col, 1974; Ruiz-Tiben y Col,
1979). También permiten identificar reacciones
inespecificas por la simple observacién de la locali-
zacion topografica de la coloracion fluorescente
(Kanamura, 1985).

En nuestro trabajo adoptamos los criterios de
patrones focal y difuso, para describir las diferentes
respuestas obtenidas por la Reaccién de Anticuer-
pos Fluorescentes (Van Helden y Col, 1975; Kana-
mura y Col, 1979). Estos ultimos autores rela-
cionando también la presencia de diferentes clases
de inmunoglobulinas para los patrones de reaccién,
detectaron la presencia de anticuerpos especificos
de las clases de IgA, IgM, 1gG e IgE, correspondien-
tes al tipo focal en pacientes con esquistosomiasis
aguda, asi como anticuerpos IgG para este mismo
patrén en casos cronicos.

La fluorescencia de tipo difuso fue observada
solo en pacientes cronicos y correspondia a unares-
puesta de anticuerpos especificos 1gG. Por otra
parte, (Nkya, 1983), coincide con (Van Helden y
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Col, 1975), al conseguir el patrén focal en el grupo
mas joven de pacientes por €l estudiado. Debido a
esto podemos observar que el anticuerpo que esta
siempre presente en mayor 0 menor proporcion es
el IgG, es por ello que se decidié en el presente
trabajo la utilizacion del conjugado antilgG humana,
marcada con isotiocianato de fluoresceina.

(Kanamura y Col,, 1979), también observaron
que en algunos sueros de pacientes con infeccion
cronica, la tinciéon fluorescente del vermes se modi-
ficaba a medida que aumentaba la dilucién del suero
y que la primera en desaparecer era la coloracion del
parénquima, luego el tegumento y finalmente el
intestino.

Es por ello que para la determinacion del titulo
del conjugado se tomo como patrén de fluorescen-
cia el parénquima. En nuestro estudio al comparar
los resultados de los patrones de fluorescencia co-
rrespondientes al vermes adulto se observé lo si-
guiente: que el patrén tegumento con un 29.5% fue
el valor mas alto de positividad, sequido del intestino
21.4% y parénquima 20.1%; cabe senalar que éstas
proporcicnes probablemente se deban al efecto de
la dilucién sobre los patrones, en especial a la
desaparicion del parénquima (Kanamura y Col.,
1979).

(Hawazoe y Col, 1981); establece que la utili-
zacion del granuloma desarrollado en higado como
antigeno constituye un buen indice para la evalua-
cion clinica y seroepidemiolégica con resultados
satisfactorios al ser aplicados en la RIAF.

CONCLUSIONES

1. La prevalencia obtenida con la Reaccion
Indirecta de Anticuerpos Fluorescentes (RIAF) enla
poblacién estudiada varié de acuerdo a la fuente de
antigeno utilizada, asi como de acuerdo a los pa-
trones de fluorescencia detectado en cada antigeno.
Se obtuvieron valores de 34% con secciones de
vermes adulto y 33% con secciones de higado de
hamsters infectados, cifras intermedias en relacion
a la prueba de ELISA, con 46% y PPCO con 18.4%,
esta ultima utilizada como prueba de referencia
(ELISA y PPCO realizada por otros autores), La
prevalencia obtenida de acuerdo a los patrones de
fluorescencia fue de 29% para tegumento, 20% para
parénquima, 21% para intestino, 28% para céascara
de huevo y 22% para granuloma.
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2. La sensibilidad de la RIAF fue similar utili-
zando antigenos de vermes (73%) o de Higado de
hamsters infectado (71%), siendo estos valores in-
feriores a la ELISA (88%). La especificidad fue
similar para ambos antigenos (75%) mostrandose
superior a la ELISA (64%).

3. Los antigenos de intestino se muestran como
los mejores candidatos para un diagnéstico mas
fidedigno.

4. Se puede establecer que es notable la simili-
tud de los resultados obtenidos para cada uno delos
antigenos vermes adulto e higado, desde el punto de
vista de su capacidad diagnostica.

5. Finalmente consideramos que es importante
establecer criterios de lectura; para sensibilidad la
utilizacion del antigeno vermes adulto en su totali-
dad muestra ser de mayor utilidad y para condi-
ciones de especificidad, falsos positivos, exactitud y
prevalencia se demostrd que la utilizacion del patréon
intestino refleja con mayor veracidad los parame-
tros antes senalados.
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NORMAS PARA LA PUBLICACION DE TRABAJOS
EN EL ACTA CIENTIFICA DE LA SOCIEDAD
VENEZOLANA DE BIOANALISTAS ESPECIALISTAS

Como todas las colaboraciones recibidas seran envi-
adas a las personas encargadas de su evaluacion, nom-
bradas por el Comité de Redaccion de la Revista, se
agradece seguir al pie de la letra estas normas, lo cual
facilitara la tarea de publicaciéon. Gran parte de estas
recomendaciones, con ciertas modificaciones, fueron
extraidas de las empleadas en el Acta Bioquimica Lati-
noamericana, pues consideramos que son las que mas se
adaptan a nuestros fines.

I. GENERALIDADES

El Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana de
Bionalistas Especialistas se publicara semestralmente,
bajo la direccién de un Comité de Redaccién elegido por
la Junta Directiva dela Sociedad Venezolana de Bionalistas
Especialistas siendo el 6érgano de divulgacién de ésta. La
presentacion de trabajos en esta Revista implica de parte
del autor, el compromiso de que el material entregado, no
ha sido, ni sera publicado en otros medios de difusién ni
nacionales ni extranjeros. Las colaboraciones deberan ser
entregadas personalmente o enviadas por correo certi-
ficado, a la siguiente direccion:

Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas,
Avenida Principal de Los Chorros, entre Transversal Al-
fredo Jhan y Alvarez Michaud 13-0l, Caracas.

Esta Revista publicara colaboraciones cientificas
aplicables directa o indirectamente a cualquiera de las
areas del Bionalisis: bioquimica, microbiologia, hema-
tologia, salud publica, docencia, genética, Biologia celu-
lar, etc. En los trabajos originales, porlo menos, uno de los
Autores, debera ser un profesional del Bionalisis.

Il. TIPOS DE COLABORACION

Serecibirantrabajos originales, comunicaciones preli-
minares, actualizaciones, fichas técnicas, comentarios
bibliograficos, cartas a la redaccién, etc.

Se aceptaran investigaciones que hayan sido utili-
zadas como trabajos de postgrado, ascenso o cualquier

otro fin siempre y cuando cumplan con las normas de
redaccion de la Revista.

HI. EVALUACION DE LAS COLABORACIONES

Las colaboraciones seran sometidas a una evalua-
cion preliminar por parte del Comité de Redaccion, el cual
designara dos evaluadores con amplia experiencia en el
tema.

El Comite, una vez que reciba las respectivas evalua-
ciones, procedera a elaborar el informe sobre el cual se
fundamentara la conducta a seguir:

a. Aprobacién del trabajo.
b. Solicitud de modificacion al o los autores.
¢. Rechazo.

De serrechazada la colaboracion el autor recibira una
copia del informe que produjo la decision, éste tendratodo
el derecho de apelar, fundamentando por escrito su dis-
crepancia.

IV. PREPARACION DE LOS TRABAJOS

Las colaboraciones deberan ser presentadas en papel
bond tamano carta, a doble espacio, escrita con'maquina
preferiblemente eléctrica, numeradas en el angulo superior
derecho.

Junto con el trabajo original se anexaran 2 fotocopias
completas, incluyendo cuadros, tablas, ilustraciones y
bibliografia.

V. PRIMERA PAGINA

Esta presentara la siguiente informacion:

— Titulo: Este debera ser conciso e informativo. Se
tratara de no exceder los 100 caracteres, incluidos los
espacios. 5i no fuera posible ajustarse a estos requeri-
mientos, se tratara de dividirlos en titulos y subtitulos.
Mo utilizar abreviaturas, ni simbolos 6 formulas quimi-
cas, salvo para indicar un compuesto marcado.
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— MNombre completo del autor/es acompanado por su
grado académico mas alto.

— Direccion completa del lugar/es donde se ha reali-
zado el trabajo.

— Direccion completa hacia quién debera dirigirse la
correspondencia.

VI. SEGUNDA PAGINA

a. Resumen:

En esta pagina se incluira un resumen de no mas de
200 palabras.

Debera redactarse concisamente, limitandose a des-
cribir los siguientes topicos:

a. Objetivo del estudio.
b. Queé se realizdé y métodos cientificos utilizados.
¢. Principales resultados.

d. Conclusiones mas importantes. Debera recordarse
que el resumen de un trabajo es su parte mas leida y debe
informar suficientemente al lector como para decidir si le
interesa leerlo totalmente. Ademas facilita el trabajo de las
publicaciones especializadas en resumen es analiticos.
Debe evitarse comentarios que no se refieran a los topicos
enunciados mas arriba, a menos que resulte estrictamente
indispensable. Debera suponer que el lector posee cierto
conocimiento del tema, pero que no ha leido el articulo y
no necesitaria recurrir a &l para saber de qué se trata. No
se debe abusar del punto y aparte y debe ser redactado
impersonalmente.

b. Palabras Claves:

A continuacion del resumen se enunciara hasta 10
palabras claves, las cuales deberan ser elegidas teniendo
en cuenta que por palabra clave se entiende un elemento
gramatical (palabra o grupo de palabras) que transmiten
el tema discutido en un documento. Esto permite clasifi-
car con facilidad dicho documento a fines de confeccionar
un sistema de indizacion.

El hecho de solicitar varias palabras claves (hasta
10) se justifica, ya que en un trabajo dado pueden confluir
varios temas representativos. Las palabras claves seran
ordenadas teniendo en cuenta la importancia decreciente
que tenga el trabajo, el tema al que se refiera cada una; se
usard un asterisco como separador entre palabras o
grupos de palabras claves.

Vil. TEXTO

El nimero total de paginas no debera exceder de 30,
Se recomienda el siguiente orden de presentacion:

— Introduccion.

— Materiales y meétodos.

— Resultados.

— Discusién y conclusiones.
— Bibliografia.

Los trabajos extensos pueden dividirse en subsec-
ciones. La redaccion debera ser gramaticalmente co-
rrecta, sin utilizar neologismos ni frases o palabras vulga-
res. La experiencia indica que esto no Siempre se cumple
y enciertos casos produce inconvenientes muy dificiles de
salvar en el sentido de que la correccion se torna im-
posible. Debera evitarse la redaccion con lenguaje florido
y pasajes extensos. Deberéa mantenerse la coherencia, la
forma gramatical y el tiempo del verbo a lo largo de todo
el texto. Se debe tener siempre presente que se trata de
comunicar informacién cientifica y para este objeto son
necesarias precision, claridad y sencillez en las expre-
siones.

VIll. INTRODUCCION

Debe especificarse aqui el proposito e importancia
del trabajo y sera razonablemente extenso como para
presentar un panorama del estado actual del tema, refe-
rencias mas importantes y problemas que se intentan
resolver. Una introducciéon muy extensa debido a infor-
macion no relevante hace que el lector pase al punto
siguiente, obviando su lectura.

IX. MATERIALES Y METODOS

Aqui se debe comunicar todo lo que sea necesario
saber para reproducir la experiencia con iguales o simi-
lares resultados.

Debe resultar posible, con esa, informacién hacer un
listado de lo necesario incluyendo nimeros de catalogos
o articulos para las drogas o reactivos, tipo y marca de
aparalos 0 instrumentos y accesorios.

Citar los métodos utilizados y aclarar con detalles las
posibles modificaciones si las hubiere. No se aceptaran
como originales los trabajos que estén basados en co-
municaciones personales o informacion secreta. El trata-
miento estadistico debe explicitarse mencionando el
nimero de observaciones, tests utilizados y nivel de signi-
ficancia.

X. RESULTADOS

Se expresaran con claridad, sencillez y en orden
logico. Podrén incluirse tablas, graficos, figuras y foto-
grafias.

La ubicacion de las tablas, figuras, graficos y foto-
grafias deben indicarse claramente en el texto. Estos se
presentaran por separado numerados correlativamente.
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a) TABLAS: Deberan ser inteligibles sin necesidad de
recurrir al texto. El titulo debera ser descriptivo.

b) FIGURAS: Cuando fuere necesario, deberan ser elabo-
radas por un dibujante. Se presentaran en blanco y
negro, debiendo matizarse con gamas de grises reali-
zadas sobre |a base de densidad de puntos. Se presen-
taran de tamano adecuado, para que al reducirse no
se pierdan detalles o el texto resulte muy pequenio.

c) GRAFICOS: No se deberan realizar sobre papel mi-
limetrado. Se dibujaran sobre fondo blanco, con
trazos negros. El objeto del grafico es ejemplificar el
comportamiento determinado de variables. Debe ser
sencillo e ilustrativo. Se recuerda que los graficos con
muchas curvas pierden claridad. Trazar, pues, sélo
las significativas. Conviene que sean realizados por
dibujantes especializados. No se admitiran graficos
hechos a mano alzada. Las leyendas al pie seran
suficientemente explicativas, y se utilizaran, si son
necesarios, simbolos claros para identificar puntos
especiales o que requieren ser individualizados.

d) FOTOGRAFIAS: Se aconseja que sean tomadas por
expertos, y copiadas sobre papel brillante en blanco
y negro. Se aceptaran en color cuando se justifique su
utilizacién.

XI. DISCUSION Y CONCLUSIONES

MNorepetir resultados descritos anteriormente. Resaltar
los principales hallazgos y las conclusiones que de ellos
derivan. Cotejarlos con los obtenidos por otros autores.
Correlacionar los resultados con el objetivo del estudio y
evitar conclusiones que no estén debidamente avaladas
por la experiencia realizada.

Xll. EVALUACION DE METODOS ANALITICOS

Los trabajos cientificos que correspondan a métodos
analiticos originales o modificaciones de originales, in-
cluiran una seccion que corresponda a la evaluacion de
dichos métodos. Se aconseja que tal seccién comprenda,
como minimo, los siguientes estudios:

a) Precision:
Dentro de una misma serie (repetibilidad).

Entre series (reproductividad).

b) Exactitud:

Esta debe ser evaluada idealmente contra un métedo
de referencia cuando lo hubiere. En caso contrario se
deberan realizar estudios de recuperacion.

¢) Linealidad:

Debe abarcar el rango de importancia clinica.
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d) Estudio de la Especialidad.

e) Estudio de las Interferencias.

XlI. UNIDADES

Se requieren que los datos expresados se ajusten
estrictamente al Sistema Internacional de Unidades. Se
recuerda a los senores autores, que usamos numeracion
espariola, por lo tanto, los decimales se indicaran con una
coma ¥y los miles con un punto; cuidar que asi aparezcan
tanto en texto como en los cuadros, tablas y graficos.
Ademas hacemos hincapié en usar tal como el sé lo
indica, los simbolos y no las abreviaturas para las unidades.
Asi ser 5,2 ml y no 5,2 mits.; 5,3 ? y no 5,3 em.; 0,5 pg
y no 0,5 pgr.

XIV. AGRADECIMIENTO

Deberan ser breves y concretos.

XV. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Las referencias bibliograficas se presentaran al fina-
lizar el trabajo y se citaran con un nimero correlativo al
orden con que aparecen en el texto asignandole el nimero
1 a la primera.

Si en el texto una referencia debe citarse mas de una
vez, debera mantenerse el menor nimero de orden, que
corresponde a la primera cita de dicha referencia. Se pide
que e| niumero de referencia en el texto, se subraye y se
ponga entre paréntesis.

Mo se aceptaran citas de trabajos que no vayan a ser
publicados, informes verbales o comunicaciones per-
sonales.

Se aceptaran aquellas comunicaciones personales
que estén avaladas por una nota autorizacién para usar
esa comunicacion y esté disponible para el interesado.

XVI. PUBLICACIONES PERIODICAS Y LIBROS

En general, las abreviaturas usadas deberan ser las
aceptadas internacionalmente. Los apellidos deben escri-
birse completos y de los nombres sélo anotar las iniciales.

Cuando haya concurrencia de autores se utilizaran
punto y coma para separarlos y el Gltimo se unira con la
conjuncion correspondiente al idioma de la cita“y”, “and”;

“und”; Uet".

PUBLICACIONES PERIODICAS:

Apellidos e iniciales del autor, subrayados como
indica el ejemplo a) mecanografiado; titulo del articulo
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entre comillas, nombre de la revista con letra bastardilla,
volumen con letra negrita (ver el ejemplo “a” como se
indican), pagina y ano; cada enunciacion separada por
coma.

Ejemplo:
a) Mecanografiada y con marcacién convenida:
5. SADUN, E. H; ANDERSON, R.l. and WILLIAMS.

J. 5., “Fluorescent antibody test for the serological
diagnosis of Trichinosis". Exp. Parasitol, 12, 423-433,
1962.

LIBROS:

Apellidos e iniciales del autor, nombre completo del
libro con letra bastardilla, empresa editorial y sede de la
misma, volumen, pagina, ano; cada enunciacion separ-
ada por coma.

Ejemplo:
a) Mecanografiada y con marcacion convenida:
28. WHURMAN, F. ¥ WUNDERLEY, Ch., Las pro-

teinas sanguineas en el hombre. Ed. Cientifico Medica,
Barcelona, 1954,

XVII. ACTUALIZACIONES

Se consideran dentro de esta categoria las cola-
boraciones que re(inan, analicen y discutan informaciones
ya publicadas, referidas a un tema en particular.

XVIll. COMENTARIOS BIBLIOGRAFICOS

Es una comunicacicn breve sobre el contenido de una
obra, generalmente un libro.

Tiene por objeto la difusion de la informacion, asi
como servir de apoyo para la seleccion bibliografica.
Puede ser de caracter descriptivo o critico, segin el
criterio del autor. Consta de tres partes: 1) encabeza-
miento, 2) texto y 3) autoria.
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El encabezamiento es la descripcion bibliografica de
la obra, que de ser posible debe incluir:

— Titule propiamente dicho.

— Primer lugar de publicacion, editorial, fecha de publi-
cacion.

— MNumero de voliimenes o paginas, ilustraciones, di-
mensiones,

(Titulo de serie/responsable de serie, ISBN de serie,
numeracion de subserie).

— MNotas especiales.
— Precio.

El texto debe tener una extension de no mas de 400
palabras. La autoria debe indicarse segin la siguiente
modalidad:

— MNombre y apellido completo.
— Lugar de trabajo.
— Ciudad.

— Provincia.

XIX. FICHAS TECNICAS

Se publicaran con esta denominacion las colabora-
ciones que presenten un método de trabajo con el cual el
autor tenga experiencia. En general se pretende que la
ficha, ademas de contener toda la informacién necesaria
para llevarla a la practica, esté acompanada de comen-
tarios que tiendan a facilitar el desarrollo metodologico de
la técnica presentada.

Debera estar acompanada de los datos completos del
autor, cita original del método y bibliografia pertinente.

XX. CARTAS AL DIRECTOR

Esta seccion podra utilizarse para presentar a la con-
sideracion de los lectores, puntos de vista referentes a
trabajos ya publicados o comentar experiencias cientificas
personales que el autor considere de interés para otros
profesionales.

Mo sobrepasaran las 400 palabras y se enviarén
acompanadas con los datos completos del autor,
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