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EDITORIAL

El reto se ha cumplido. Los Bioanalistas tenemos una
verdadera revista cientifica ¢ue permitird recopilar

todos aquellos trahajos cientificos realizados en las
diversas areas del Bioanalisis v ¢que realzara la calidad
cientifica de todos los colegas que trabajan con ahinco,
dedicacién v constancia para el logro de la verdadera
superacion que merecen los profesionales gue se
dedican a la ciencia en nuestro pais.

Hemos logrado en un tiempo muy corto que nuestra
revista Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana de
Bioanalistas Especialistas, creciera v madurara. Ya hoy,
ha sido incorporada al Index. Medicus
Latinoamericano, v somos miembros de la Asociacion
de Editores de Revistas Biomédicas Venezolanas
(ASEREME).

Gracias a la labor tesonera de las Lics. Rosandra
Mazzali de [lja v Ana Monzdn de Orozeo, podenos decir
sin temor a equivocaciones ¢ue llezamos al anhelo de
todo nuestro gremio, el de poder publicar lo nuestro..,
en casa. Este valioso aporte lo dejamos a las
generaciones de nuevos Bioanalistas ¢ue podran con
sus esfuerzo dar a conocer sus experiencias cientificas,
la década del Bioanalisis no ha terminado, apenas
comienza y es por ello ¢que a estos jovenes
investigadores de nuestra querida  profesion
incentivamos a que contimien su perfeccionamiento v
tengan por seguro ¢ue las puertas estaran abiertas para
incluir sus publicaciones en futuros mumeros.

A los profesionales conocedores de la dificultad de las
publicaciones extranjeras queremos llamarlos a
reflexion v que consideren esta revista como un drgano
de divulgacién cientifica ¢ue garantizard que sus
trabajos atravesaran las fronteras de la ciencia
nacional, esperando contar con sus publicaciones para
que con su experiencia enaltezean la madurez que hasta
aliora hemos logrado.

Por nuestra parte como Junta Directa de la Sociedad
Venezolana de Bioanalistas Especialistas, Comité
Asesor v Comité de Redaccion queremos desde va
felicitarlos por aceptar el reto que les enviamos al hacer
que esta revista cientifica sea respetada no solo por los
Bioanalistas sino por todos los cientificos de Venezuela
v el mundo.

Dr. Axel Rodolfo Santiago
Presidente de la S.VB.E
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ESTUDIO DE LA CONTAMINACION POR HONGOS
SAPROFITOS EN MUESTRAS DE LAVADO BRONQUIAL
EN EL HOSPITAL UNIVERSITARIO DE CARACAS

(JUNIO-NOVIEMBRE 1992)
Teresa Ferreira y Elizabeth Herndndez
Escuela de Bioanalisis, Facultad de Medicina, Universidad Central de Venezuela
(aceptado para su publicacion: 29 julio 1993)

RESUMEN
Sa estuchiaron 146 muestras de Lavado Broneguial
(LB), provenientes del Servicio de Nenmonologia
del Hospital Universitario «de Caracas (HUC), de
pacientes con impresion diagnostica de patologia a
nivel del tracto respiratorio, encontrindose un
12.3% Candida
39.0% de hongos sapréfitos,
(penicillimm  spp.  (33,2%), Caldosporiumn  spp.
(14.6%). Aspergillus spp. (9.2%). otros aislamientos

porcentaje ie: albicans

exclusivamente,

(57.2%): hongos patégenos [0.7% (Histoplasina
capsulatnm - Cryptococens neoformans), 1.4%
Paracoceidivides brasiliensis) v 37.7% de mmestras
negativas. El alto mimero de muestras negativas, con
hongos sapréfitos, ast como el aislimiento de Candida
albicans. hacen pensar que la metodologin de la toma
de la muestra no la adeenada. Se procedio a la
identificacion de dichos hongos encontrando poca
probabilidad, que nos hiciese pensar, en su implicacion
como agentes cansales de estas patologias, recordando
(e los hongos saprafitos son flora transitoria del tracto
respiratorio.

Palabras claves : Hongos saprofitos, lavado bron-
quial, tracto respiratorio

ABSTRACT

146 samples of bronquial washing (BW) were studied
at Hospital Universitario de Caracas (HUC), Chest
Medicine ﬂcpnrlmucm, from patients with dingnosis of
respiratory dliseases.

The results of such sty were: Candida albicans
12.3%, Saprophytic fungi 39.0% (Penicillimn spp
33.2%> Cladosporimn spp 14.0%, Aspergillus spp

Tutores:

- Dr. Axvel R. Santiago: Coord. de la Seecion de Micologia
Dipto. de Bioandalisis, HUC.

- Lic. Mana Milagros Tremarias: Profesor Asistente,
Cetedra de Micologia, Facultad de Medicina, Esenela de
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0.2% and other isolations 57.2%); pathogenic fungi:
Histoplasma
neoformans 0.7%, Paracoccidioides brasiliensis 1.4%
and negative samples 37.7%.

o paulnmm anil I:I'ﬂl'.ﬂ OCOCCIS

The highest number of negative samples were
saprophyvtic fungi as well as the isolation of Candida
albicans: this demonstrate that the sample taking
procedures were not adecnate. Such fungi were
identified and considered as non-pathogenic agents
since saprophytic fungi are transitory [flora of

respi ratory fract.

INTRODUCCION
4 | estuddio de las infecciones micoticas el tracto
]'ES-I}iI'EIT{II'iﬂ ].'E]]I'l':SEII“'I I!Ell'{l EI. Illiﬂﬁ]'ﬂgﬂ
innumerables problemas, uno de los mdas importantes,
se deriva. en la obtencion de  apropiadas v
representativas mmestras para la identificacion del
agente cansal de la infeecién respiratoria,

En la mavoria «e los casos la muestra de estudio
inicial es el espute, que presenta el inconveniente de
obtener un hajo mimero de aislamientos de hongos
patdgenos debido a:

-Muestra no representativa, saliva imal tomada,

-Que ésta mo sea procesadla correctamente en el
lahoratorio.

-La investigacién es limitada a nn nitmero reducido
tle esputos,

Owa de las mmestras enviadas al Lahoratorio e
Micologia es el lavado hronguial (LB), que por muchos
aios ha sido wtilizado para la obtencion de secreciones
bronguiales. Ya en 1904, el Dr. Yackson Chevalier, en
Philadelphia (U.S.A.), wilizé por primera vez esta
metodologia para el estndio de las infecciones
pulmonares. (12)

En los veinticinco aiios signientes este método (9) fue
utilizade para  remover secreciones pulmonares
purnlentas en pacientes con Bronguicectasis (3]. En
1927, el Dr. Sutt propuse una madificacion a la
metodologia clasica, incorporando el nso de solucidn



salina para favorecer la obtencién del material
purtlente (17). Si hien es cierto ¢que la mmestra
obtenida por esta técnica es mucho mas representativa,
sin embargo, en muchos easos el procedimiento no es
el mas adecuado, encontrando, posterior al eultivo,
resultados negativos o con un elevado porcentaje de
hongos “contaminantes™ ¢ue podrian enmascarar la
presencia del agente cansal de la infeceion pulimonar.

H::y en dia este procedimiento continiia en nso,

in emhargo, se han hecho modificaciones para
favorecer la toma de la muestra {inicialmente de 240-
480 ml e Hquirln de lavado). se ha ]:-mliiln llugm‘._,
incluso, a 3 L v hasta 10 L de liguido en caso de
pacientes con Protednisis alveolar, entre otras
(10.11,14). Una de estas modificaciones dio urigf:n alo
e conecemos como lavado bronguiolveolar (LBA), el
cual es una adaptacion «del lavado hroneoscopico de
rutina, que involucra la ntilizacion de un broncoscopio
fiberdptico en un subsegmento bronguial. Esta tecnica
ha sido reportada recientemente v es considerada de
aran valor diagndstico en las infeceiones pulmonares en
pacientes  inmunosuprimidos  con  Sindrome  de
Inmunodeficiencia Adguivida (SIDA) (6).

Recientes estudios sugieren ¢ue el LBA también
puede ser usado en el diagndstico de infecciones
pulmonares en pacientes inmnmnosuprimides NO SIDA
v en aquellos pacientes donde los procedimientos de
biopsia pueden estar relativamente contraindicados
(trombocitopenia,  falla  renal,
hematologicas, ete.) (18). En el Hospital Universitario
de Caracas (HUC) es e nuso rutinario el LB para el
estuclio de las afecciones pulmonares, nsandose el LBA
en aguellos pacientes que ast lo ameriten,

La mavoria de los reportes de la literatura enfatizan
sus hallazgos en hongos productores de micosis

profundas (1,10). sin embargo el uso de los antibioticos

enfermaedades

de amplio espectro, corticoestervides v otras drogas
inmunosupresivas, asi como ¢l progreso de los meétodos
de dingnostico, han permitido encontrar un anmento,
en los iiltimos anos, de infecciones cansadas por hongos
oportunistas.  Estando el  pnlinén zeneralimente
mvoluerado  en  estas  patologias  micoticas, es
importante tratar de identificar estos agentes a la
mavor brevedad posible. Hemos visto en el Laboratorio
de Micologia del HUC wn anmento significativo de
mmestras contaminaddas con hongos saprolitos, tanto en
el esputo. LB v LBA.

Poco se hace mencion en la literatora del estudio
ecologico de los hongos en el ser hmmano (2). Un
estilio realizado por Okudaiva et al. 1977 (7).

auvors s ACTA CIENTIFICA SVBE

menciona como ohjetivos principales Ia presencia o no
de hongos en el parenguima pulinonar, endndo existen,
en gué nimero pueden estar involnerados v donde se
ubican anatomicamente. Por iiltimo, estos hongos
pertenecian a los mismos géneros encontrados en el
ambiente. Estas preguntas nos hicieron pensar en la
posibilidad de que nuestra contaminacion no fuera tal,
sino gue respondiera a este iltimo objetivo sugerido por
estos antores. Intentando comprobar esta hipotesis,
decidiinos estudiar ¢ué sucede con nuestros pacientes y
consideramos oportino dilucidar en el presente trabajo.
si esta elevada contaminacion era producto de:

- Inadecnada téenica de recoleceion de la muestra

- Inadeenada téenica micoldgica (procesamiento de la
muesira)

- Aislamiento de hongos sapréfitos que colonizan el
tracto respiratorio.

En vista de la importancia gue representa para el
elinico un ripido v certero diagnostico micoldgico del
agente cansal de la infeccién respiratoria, nos
propusimos establecer las ventajas v/o desventajas del
uso rutinario del LB, intentando comprobar los

ﬂhj{'.tiw.-ﬁ enunciados anteriormente.

MATERIALES Y METODOS
Dumnte un periode de seis meses (junio-
noviembre 1992), se procesaron 1406 muestras
de lavado bronguial (LB), de pacientes adultos, tanto
masculinos (90}, como femeninos (56), correspondien-
do al 01.6% v 38.4% respectivamente (Tabla 1),
provenientes del Servicio de Nenmonologia del Hospital
Universitario de Caracas (HUC), con afccciones del
tracto respiratorio, v manifestaciones clinicas: tos,
expectoracion, disnea, hemoptisis, sindrome febril
prolongado, perdida de peso, etc., v alteraciones
radioldgicas ¢ue hiciesen pensar en estas patologias.

Tabla 1
Relacion entre sexo v niumero de pacientes estwdiados
distribuidlos por meses

MESES MASCULINO FEMENINO
Junio 18 12
Julio 12 51
Agosto 15 13
Septicmbre 17 10
Octubre 9 8
Noviembre 19 a8
Total 90 20
Yo 01.6% 38.4%
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Método de obhtencion «de la muestra: Lavado
bronguial

Para la obtencion del lavado bronguial, al paciente
previnmente se le adininistra, subeutineamente, 12,5
mg de Demerol v una ampolla de Atropina. Luego se
aplica xilocaina 1% en aereosol, topicamente a nivel
faringeo v xilocaina 1% jalea, a nivel nasal.
Posteriormente se conecta el paciente a un monitor para
controlar la frecuencia cardiaca. Una vez finalizado este
procedimiento se introduce el fihrobroncoscopio a nivel
de una de las fosas nasales v a medida ¢ue se desciende
por el arbol bronguial se administra una nueva dosis de
xilocaina 1% a traves el instnunento; el exceso de esta
se rernneve mediante una bomba de vacio. Al finalizar,
se realiza una visualizacidm del area pulmonar no
afectada v Inego donde existe la lesion, previamente
detectada radiologicamente. al localizarla se procede a
instilar 20 ml de Nentrosol (solucién hidroelectrolitica
halanceada) a través (el fibrohroncoscopio,
recolectandose posteriormente el fluido en un envase
estéril, mediante la aplicacion de una presién negativa,
Se repite este proceso en un determinado niimero de
veces segin la cantidad de muestra requerida v la
misma se transfiere a envases estériles para su posterior
estudio (bacteriolégico, micologico, citopatolégico,
etc. ).

Finalizado la toma de la muestra se retira el
fibrohroncoscopio del arbol hronguial v se desinfecta
con solucién iodada, se lava con agua destilada v por
ultimo se seca eon una corriente de oxigeno.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
Lns muestras de LB fueron cultivadas en terrenos
micolégicos (Sabouraud-dextrosa-agar v iico-
sel} en tubos en bisel, wilizdndose dos de eada uno e
incubédndolos, respectivamente, a temperatura am-
hiente v a 37 °C. Alicuotas de las muestras fueron
utilizadas para realizar examen directo entre lamina v
laminilla (usando KOH al 20% en aquellas muestras
purulentas) v coloraciones tales como Gram vy Wright,
Una vez observado el crecimiento macroscopico del
hongo se procedido a sn aislamiento en tubos y
realizindose, posteriormente, macrocultivos en placas v
microcultivos en lamina [Técnica de Ridell (5)]. Para
su identificacion se tomé en cuenta las earacteristicas
macroscopicas de las colonias (aspecto, reverso, color,
pigmento difusible, hordes, etc). v microscipicas
(estructuras sexuales caracteristicas, hifas tabicadas o
no, color de las mismas, etc.).
Las colonias levaduriforines, morfologicamente

compatibles con Candida spp., fueron cultivadas en el
medio Bilis agar y su posterior observacion entre lamina
v laminilla, después de 48 horas, para visualizar la
formacion de Clamidosporas, ¢ue nos permitio
clasificarlas como Candida albicans. Otras levaduras no
pertenecientes al género Candida se identifican de
acuerdo a su morfologia macro y microscopica (examen
al fresco v tinta china). Aquellas gque eran capsuladas se
sembraron en el medio Urea agar para observar el
viraje del color.

RESULTADOS
li:xﬁumnes directos v coloraciones Todas las
muestras  estudiadas  fueron  observadas

previamente al microscopio (ammentos: 10X-20X-
100X). De la ohservacién realizada se encontrd, en tres
muestras, estructuras fingicas compatibles con
Crvptococens  neoformans v Paracoccidioides
brasiliensis, v en otras tres visnalizamos blastosporas
aisladas, gemantes v psendohifas, sugestivas de
Candida spp. En nuestro reporte no hubo una
correlacion  entre  los  resultados  obtenidos,
posteriornente, por cultivo con los exdamenes directos ni

las coloraciones examinadas.

CULTIVOS
¢ un total de 146 muestras de LB (Grifico 1)

Duhservnmns un 37.7% de casos negativos, con un
12.3%, de aislamientos de C. albicans exclusivamente,
2.7% de las otras levaduras encontradas fueron
clasificadas como Candida spp. sin llegar a determinar
su especie. Un solo caso (0.7%) de aislamiento mixto de
hongos patogenos fue reportade (Histoplasma
capsulatum-Cryptococens neoformans) en un paciente
con SIDA. Otro reporte significativo fue el proveniente
de un caso con este sindrome, al cual se le aislo
Paracoccidioicdes brasiliensis, ¢ue junto con otro caso
¢que presentaba el mismo hongo, sumé 1.4% en total.

Es importante destacar ¢ue del total de muestras
procesadas, 57 (39%), presentaron contaminacién por
dos vy hasta seis hongos saprdfitos, aislados e
identificaclos, como se observa en el Tahla 2, en la cual
se puede visualizar gue los hongos que con s
frecuencia se aislaron, pertenecen, a los géneros
Penicillumn spp (33.2%), Cladosporinm spp (14.6%) v
Aspergillus spp (9.2%). el resto de los aislanientos
(57.2%) pertenecian a otros géneros.



Tabla 2
Aislamientos de hongos contaminantes v/o
saprofitos en lavado hronguial

GENEROS N SUBTOTAL TOTAL
Penicillinm spp. 29 39.1% 33.2%
P. rubrum 3 3.1%

Cladosporivin spp. 14 14.6%
Aspergillus spp 3 3.1%

A. niger 2 2.1%

A. flavus 1 1.0% 9.2%
A. glaucus 1 1.0%

A. fumigatus 1 1.0%

A. terreus 1 1.0%

M. sterilia 7 1.3%
Fusarinm spp 6 6.3%
Acremoninm spp 5 5.2%
Paecilomyees spp. 4 4.2%
Graphinmn spp. 3 3.1%
M. sitophila 3 3.1%
Rhodotorula spp. 2 2.1%
Chrysosporinm spp. 2 2.1%
Arthohotrys spp. 1 1.0%
Geothrichum spp. 1 1.0%
Drechslera spp. 1 1.0%
Sipedonimmn spp. 1 1.0%
Verticillinm spp. 1 1.0%
Demateaceae spp. 1 1.0%
No Identificados 3 3.1%

N: Niunero de aislamientos

DISCUSION Y CONCLUSIONES
ensiderando a C. albicans un hongo comensal de
las vias aéreas superiores, en nuestro trabajo, el
porcentaje de su aislaniento, conjuntamente con otras
especies de Candida, no nos parecen significativos como
agentes productores de alecciones el tracto
respiratorio, va ¢ue no fue posible asociarlos a estas
patologias por no poder renislarlas de otras muestras
(sangre. orina. médula dsea, etc.). Estos hallazgos
confirman lo reportado anteriormente por alzunos
antores (+.15). Es de hacer notar que en un porcentaje
correspondiente al 4.8% de los aislamientos de C,
albicans (Grafico 1) fueron encontradas conjuntamente
con hongos sapréfitos, lo cual descarta de otra manera
su implicacion en los enadros clinicos estudiados,
Si observamos el munere de muestras analizadas en
seis meses (Grafico 2) notamos ¢que existe una

a-avorz: v ACTA CIENTIFICA SVBE

finetnacién uniforme de los aislamientos de Candida
albicans, lo cual podria corroborar lo anteriormente
expuesto al considerar a este hongo como un comensal
frecuentemente aislado en el tipo de muestra estudiada
(LB).

El 37% de muestras negativas permiten sugerir una
baja sensibilidad del método de obtencion de la
muestra v/o un reducido mimero de medios de cultivo
para el aislamiento de hongos patégenos del tracto
respiratorio. va que las patologias estudiadas orientan,
significativamnente, al aislamiento o identificacién de
dichos hongos. Por otra parte, el procesamiento de la
muestra no conllevé la centrifugacién  de dicho
material,. como es sugerido por otros autores (13), por
no contar con los equipos adecuados para realizar
dicho procedimiento, en la forma indicada, donde tal
vez el porcentaje de positividad hubiese anumentado.

Merece nuestra atencién el gran miunero de muestras
contaminadas con hongos sapréfitos, tal como
observamos en el Grifico 2. Esto hace pensar en una
deficiente asepsia en el momento de la toma de la
muestra. lo enal fue corroborado por nosotros.

También se pudiese pensar que este elevado
porcentaje de contaminacién, fuese debide a un
inadecnado procesamiento de la muestra “per se” en el
laboratorio de micologia, va que no contamos de igual
manera con un ambiente aséptico (Campana de flujo
laminar) que disminuiria, probablemente el porcentaje
de contaminacién. Sin embargo en el procesamiento
rutinario de otras muestras patolégicas no se ohservé
tal indice de contaminacién.

El elevado porcentaje de aislamiento e hongos
saprofitos del aire (39.0%) nos hace pensar que el
mismo, es producto de una contaminacién de las
muestras en el momento de sn recoleccion o de su
procesmmniento en el laboratorio. Sin embargo, existen
reportes en la literatura (7) que explican la directa
asociacion de estos hongos con el Parenguima
pulmonar, debido a que por la inhalacion de sus
esporas, pudiesen estos estar presentes (ransitoriamente
en el pulinén, en el momento de la obhtencién de la
muestra sin producir ninguna patologia, a excepeion de
hongos saprifitos como los pertenecientes al género
Aspergillus, que pneden causar patologias
broncopulmonares (8). En nuestro estudio aungue se
aislo este género (9.7%), no pudimos confirmar su
unplicacion en los cuadros reportados, va que fue
unposible contar con otras muestras de LB para
confirmar nmestros hallazgos. Este resultado seria
conveniente tenerlo en consideracion para futuras
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mvestigaciones,

El ambiente fisico y el procedimiento técnico de
obtencion de LB, nos permite sugerir que ¢l mejorar
estas condiciones, podriamos disminuir el mimero de
aislamientos de hongos sapréfitos, permitiendo quizas,
al modificar las técnicas micolégicas, aislar e identificar
un niunero mayor de agentes productores de micosis
pulmonares. Por otra parte, en este trabajo no se
procedio a tomar muestras del aire, lo enal nos daria un
indicativo  valiosos, trabajos, de
contaminacion de ambientes fisicos v su importancia en
la asepsia en el momento de este u otro procedimiento
de la toma de muestra para estudios micoldgicos.

para  futuros
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INTRODUCCION

Luegu del desarrollo de metodologins diagndsticas
para detectar los dos tipos de Hepatitis mis
frecuentes, la hepatitis A v la hepatitis B, se observé que
persistia un grupo de pacientes que presentando una
hepatitis viral, no respondian a ninguna de estas
pruchas seroligicas. Basicamente, estas hepatitis No A
No B (Hep. NANB), pueden dividirse en tres grupos.
Uno, de transmicion oral-fecal, identificado como
hepatitis E. El segundo tipicamente transfusional, se ha
denominado hepatitic C. En cuanto al tercero, aiin no
se ha identificado el agente v su etiologia sigue siendo
desconocida. El virus de la hepatitis C, es responsable
de la mayoria de las hepatitis transfusionales, Esto se
descubrié cuando al eliminar la sangre contaminada
con hepatitis B, el 5 al 10% de los receptores de
trasfusiones continuaban contrayendo hepatitis. Las
personas contaminadas, desarrollan en un 50 a 70%
cronicidad, con el concomitante riesgo de pasar a un

carcinoma hepatico (DeLeys, 1993).

El virus de la hepatitis C, HCV, tiene como material
genético una molécula de ARN con una longitud
aproximada de 9400 nucledtidos, que codifican unos
3000 aminodcidos. Estos aminodcidos proteinas
estructurales o proteinas funcionales como proteasas,
etc., llamadas proteinas no estructurales. Un esquema
del virus se presenta en la Fig. 1 (DeLeys, 1993). Es un
virus de envoltura lipidica, con un didmetro de
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Fig.1 Esquema del genoma del HCV v de las posiciones de
los amionodcidos que codifica (De Leys, 1993)

aproximadamente 30 a 60 nm., v que en hase a sus
semejanzas estructurales con los géneros flavivirus y
pestivirus se considera un miembro de la familia
flaviviridae (Hougton et al, 1991).

Dada la importancia de este virus, se hacia perentorio
el desarrollar un método para identificarlo. La
identificacion por “inmunoscrenning™ usando un elon
de DNA complementario (clon 5-1-1) que codifica un
polipéptido antigénico, In subsecuente utilizacion de
este clon para obtener otras fracciones de DNA
complementario solapadas v descifrar asi el genoma, y
por iltimo la demostracién de que el virus realmente
existia v la designacion oficial como HCV fueron
aportes muy importantes de la corporacién Chiron,
¢uienes hicieron posible el desarrollo del primer kit
diagnostico (DeLyes, 1993).

METODOLOGIAS DIAGNOSTICAS PARA HCV:
I Iaam el presente se wtilizan tres metodologias

asicas para diagnosticar la presencia del HCV:

1. Métodos Elisa:

Son hasta el presente los métodos utilizados para el
despistaje primario de la infeccién, corrientemente
empleados en Bancos de Sangre y laboratorios, Existen
dos corrientes importantes: las versiones hasadas en la
patente de Chiron y las versiones basadas en los
desarrollos de Innogenetics.

2, Métodos Inumnoblot:

Para verificar los resultados obtenicdos por ELISA, los
fabricantes antes mencionados desarrollaron métodos
inmunoblot (con antigenos ligados en bandas a una
superficie solida, celulosa o nylon) mds sensibles y
especificos,

3. Técnicas de PCR:

La técnica de Reaccion en Cadena de la Polyvmerasa,
la cual detecta la presencia de material genético
especifico, se ha estado utilizando para identificar
viremia v en muchos casos como método alternativo en
casos dudosos o contradictorios ohtenido por los
ANteryores,



METODOS DE ELISA:*
omo va mencionamos existen dos corrientes
basicas en el desarrollo de pruebas de ELISA
para el diagnéstico de la hepatitis C:

1. Chiron Corporation: Esta compaiiia desarrollé el
primer kit diagnéstico para HCV en 1989 (Kuo, Choo,
Alter et al, 1989) utilizando el antigeno ¢100-3, una
proteina no estructural. Este antigeno ha sido utilizado
por las marcas Ortho Diagnostics v Abbeott
Laboratories, de manera que ambos detectan los
mismos anticuerpos. Para el desarrollo del producto se
utilizé la tecnologia de antigeno recombinante.

Esta primera version resulté pobre en sensibilidad y
especifidad, dando sobretodo un elevado nimero de
falsos positivos, por lo cual se desarrolld una segunda
version en la que se incluyen ademéds del ¢100-3, otra
proteina no estructural la ¢200 y una proteina
estructural la ¢-22-3, a fin de mejorar la calidad del kit
(Nakatsuji et al, 1992). Esta nueva version también
utiliza antigenos recombinantes.

Los resultados sin embargo aiin no son del todo
satisfactorios, pues el niinero de positivos falsos es aiin
elevado, por lo que Chrion esta por desarrollar una
tercera version de su ELISA.

2. Innogenetics N.V.: Esta compaiiia belga desarrollé
en 1991 su primer kit diagnéstico para HCV, utilizando
una tecnologia diferente a Chiron. En primer lugar,
incluveron desde su primera version proteinas
estructurales del core, junto con dos proteinas no
estructurales diferentes al ¢100-3, correspondientes a
las regiones NS4 y NS5. En segundo lugar, esta
compafiia utiliza péptidos sintéticos en vez de antigenos
recombinantes.

La primera version el kit contenia 1 péptido para las
proteinas del core, 1 péptido para NS4 v 2 péptidos
para NS3. La segunda version mejoré sensiblemente su
sensibilidad y sobre todo su especificidad ammnentando
3 péptidos para NS4 y 3 péptidos para NS5.

METODOS INMUNOBLOT:

1. Chiron Corporation: al igual que en sus versiones
de ELISA, los inmunoblots de Chiron utilizan antigenos
recombinantes dispuestos sobre wuna tira de
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Fig. 2 Tira de Chiron Riba HCV Test System
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nitrocelulosa. Una primera version del producto
comercial, RIBA de Ortho Diagnostics, incluia una
banda para ¢-100-3 v una banda para 5-1-1. En la
segunda version incluyeron las proteinas de las que ya
hemos hablado en el ELISA. El esquema de la tira que
esté disponible actualinente se representa en la Fig. 2.,
tal v como aparece en el inserto del producto. como
puede verse existen dos bandas de control para el suero
y una para la superoxidodismutasa. La interpretacion
de los resultados se hace por comparacién con estas
bandas.

2. Innogenetics N.V.: También en los inmunoblots,
Innogenetics utiliza péptidos sintéticos, ligados en
cambio a una malla de nylon para hacer las bandas mas
claras. Desde su primera version, fueron incluidas 4
handas para proteinas no estructurales del core (c1, ¢2,
c3, c4) v dos para proteinas no estructurales NS4 v
NS5. Se incluian cuatro bandas de control a objeto de
hacer mas precisa la identificacién. Las proteinas no
son corridas electroforéticamente y luego trasladadas al
soporte, sino que los péptidos estin ligados
directamente al nylon para lograr bandas mas nitidas

(Pollet et al, 1991).
£

Fig. 3 Tira de Innolia HCY, tercera version. El conirol
blanco es un control de Esireptavidina, los ires

siguientes de suero. Las bandas de core mantienen dos
peptidos cada una (¢1, €2 y ¢3, ¢4 respeclivamenie)
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Una nneva version acaba de ser lanzada este afio
incluvendo péptidos nuevos. Un esquema de la banda
se mmestra en la Fig. 3, tomada del inserto del
producto. Los 4 péptidos del core se preservan,
ubicdndose c1 v ¢2 en una banda v ¢3 y ¢4 en otra. Los
péptidos nuevos incluidos son el E2/NS1 (estructural) y
el NS3 (no estructural), con el objeto de incrementar la
sensibilidad y hacer deteccién temprana en la
seroconversion respectivamente, segiin lo indica el
fabricante.

ado que las caracteristicas que utilizan estas

casas son diferentes, con frecuencia se presentan
discrepancias en los resultados entre las distintas
corrientes tanto de ELISA como de inmunoblot. Esto
puede ser debido a que los antigenos gue se utilizan
difieren tanto en niimero como en la naturaleza misma
del antigeno. Para ejemplarizar esta situacion, en la
Fig. 4 podemos ver los diferentes antigenos que se
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utilizan en los inmunoblot citados, en correspondencia
con la region peptidica del virus que evaliian,

Por otra parte, los antigenos no son del mismo origen.
Los recombinantes son extraidos de células a las que se
les ha insertado una region de material genético que
codifica para una determinada proteina del virus. En el
caso de RIBA, por ejemplo, los 5-1-1- v ¢33c son
producidos en E. coli v el ¢100-3, ¢22-3 v SOD son
producidos en levaduras. Se ha publicado ¢ue pueden
darse reacciones inespecificas del suero de los pacientes
que puedan contener anticuerpos contra las proteinas
de estas células resultando falsos positivos. Los
péptidos sintéticos son sintetizados guimicamente v en
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Fig. 4 Ubicaciéon de los anligenos detectados por
Innogenetics y Chiron (Ortho, Abbot) en relacion al
genoma del HCY

consecuencia son mucho mas puros, teniendo menos
probabilidad de producirse una reaccién inespecifica
(Valerie, 1991).
Hﬂ}f que tener en cuenta también que el hallazgo
del HCV es relativamente reciente. 5i tomamos
en cuenta gue el primer kit fue desarrollado en 1989,
podriamos hacer nn paralelismo y pensar que estamos
en una situacion equivalente al empleo de los kits de
HIV en 1986. Aunque el desarrollo en la tecnologia
molecular es acelerado, todavia tendremos que esperar
un tiempo hasta alcanzar para los métodos diagnéstico
en HCV, la sensibilidad v especificidad a la que estamos
acostumbrados en otros parametros como HIV o
Hepatitis B. A esto se suma que estammos ante un virus
dificil, de alta tasa de mutacion v del que va se han
descubierto varios subelases (Chan, Simmonds et al,
1991).

Una de las caracteristicas de la infeccion por HCV es
la baja viremia reportada en individuos erénicamente
infectados por el virus (Chuthhert, 1990). La
incorporacion de técnicas de deteceion de dcidos

10

nucleicos, tan sensibles como la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) ha permitido evaluar con mads
detalle el proceso de infeccion del HCV, lograndose la
identificacioén de secuencias virales especificas en etapas
tempranas de la misma.

Es asi como dicha estrategia metodologica es
considerada hoy en dia (por algunos) el iinico método
practico con el que se demuestra viremia en individuos
infectados con HCV (Garson et al, 1990, Inchauspe et
al, 1991, Bukh et al, 1992). La técnica de PCR permite
identificar cantidades verdaderamente infimas del virus
mediante un proceso de amplificacion enzimitica del
ARN viral.

La amplificacion es llevada a cabo a través de una
serie de reacciones gue involucran una primera etapa
de sintesis de ADN complementario (ADN¢) mediante
transcripeion reversa v la posterior amplificacion de
regiones especificas presentes en la secuencia de ADNe.
El estudio de la biologia molecular del HCV ha
permitideo identificar secuencias altamente conservadas
de la region 5 no codificante del genoma viral que
resulta sumamente ttiles para el diagnéstico de la
infeccion mediante técnicas de biologia molecular
(Inchanspe, 1991; Bukh, 1992),

La introduccion de variantes metodolégicas como

la PCR en dos etapas o “ested PCR" ha
permitido evaluar ain mas el nivel de deteccion del
ARN viral presente en sangre, permitiéndose con esta
estrategia la visualizacion, mediante electroforesis en
zeles de agarosa v tincion de bromure de etilo, de las
secuencias virales amplificadas (Inchanspe et al, 1991).
Actnalinente, la prueba de PCR para el HCV es
empleada fnicamente como una herramienta
importante de estudio de esta infeceién viral. Su uso
como técnica de diagnéstico rutinario resulta bastante
compleja debido a lo laborioso y extenso del ensavo, asi
como al cuidado v rigurosidad que se exige en la
manipulacion de las muestras que van a ser analizadas,

nmum::n.s.ria
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NUEVAS TECNICAS DE ELISA APLICADAS
AL DIAGNOSTICO DEL TORCH
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(aceptado para su publicacién: 6 agosto 1993)

C omo todos sabemos, los agentes infecciosos, en su
mayoria virales, agrupados bajo las siglas
anglosajonas de Torch (Toxoplasmosis, Others,
Rubeola, Citomegalovirus, Herpes) son responsables de
cuadros patologicos que pueden estar desde la
inocuidad del portador silencioso hasta cuadros muy
graves si se presentan durante la gestacion o euando el
organismo  tiene comprometido su  sistema
inmunoligico (1). El diagndstico de estas afecciones
resulta cada dia mas importante v por ello las técnicas
para detectarlos deben afinarse en el tiempo.

Usualmente estos agentes no se detectan de manera
directa buscando las particulas infecciosas, antes bien
se detectan los anticuerpos que el mismo organismo
produce ante la presencia del agente.

Como se sabe, la sola presencia de anticuerpos en la
muestra de un paciente no es indieativo de enfermedad,
va gque muchos pueden haber tenido contacto con la
particala infecciosa sin gue por ello se desarrolle
ninguna patologia. Lo que es indicativo de enfermedad
es por un lado la presencia de IgM, que indica una
infeccion reciente o por otro lado una gran eantidad de
anticuerpos lzG, que significa que la infeecion es
aguda, o una reactivacion, v gue por lo tanto los
anticuerpos IgM va han desaparecido. La capacidad de
poder distinguir entre estas situaciones es lo que da a
las diferentes metodologias una mavor capacidad
dingndstica.

Las técnicas tradicionales han tratado de resolver este
problema haciendo diluciones de las muestras positivas
hasta encontrar aquella donde desaparece la
positividad, o lo que es lo mismo, hallar el titulo de la
muestra. Sin embargo, las técnicas de titulacion tienen
algunas desventajas, se ha demostrado que pueden
verse afectadas significativamente por errores de
pipetea v por homogéneas,
inconvenientemente mezcladas (2). Es por ello que
deben aceptarse para este tipo de técnicas un error

entre 1 a 2 diluciones (3). Estas circunstancias hacen

muestras no
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de los métodos que udlizan las titulaciones métodos
semicuantitativos, puesto que el resultado es una
aproximacion a la cantidad de anticuerpos presentes.

Las titulaciones se utilizan corrientemente en las
técnicas que detectan anticuerpos totales, como la
hemaglutinacion y la fijacion de complemento, que si
bien son ntiles, sencillas y econdmicas, no tienen la
capacidad de diferenciar tipo de anticuerpo ni tienen la
sensibilidad de otras técnicas como la
inmunofluorescencia v el ELISA. Estas diferencian
tipos de anticuerpos, tienen una mavor sensibilidad,
pero resultan mas costosas y el pretender hacer titulos
o curvas de referencia por la mas sensible de todas ellas,
el ELISA. era hasta 1992 un procedimiento poco
factible en la rutina.

En 1992 se desarrollé en Alemania, un procedimiento
que permite detectar el titulo de una muestra en una
sola diluciéon, utilizando la metodologia ELISA. La
misma pertenece a la firma Behring Diagnostika,
representada en Venezuela por Laboratorios Géminis v
se denomina método alfa, por ahora se aplica a la
cuantificacién de los titulos o concentraciones de los
anticuerpos lgG.

El método se basa en la estandarizacion por parte del
fabricante de cada lote de reactivo mediante la
utilizacion de dos constantes @ v . A partir de la
revision de los resultados de cada lote frente a curvas de
calibracién realizadas con cambios de variables
controlados, los valores de @ v 8 son ealculados por un
procedimiento matemético, un método iterativo basado
en la estrategia de mutacion-seleccion (Mever y
Doptaka, en preparacion, citado en 4).

El titulo se obtiene a partir de la fornula:

logqp titulo =3. ODE (¥)

Donde @ v B son las constantes dadas por el
fabricante para cada lote, v que se incluven dentro de
cada kit, v OD es la densidad optica de cada muestra,
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de manera que a a partir de la lectura de un solo pozo,
se obtiene el titulo del paciente, sin necesidad de diluir.

Ese mismo ano, Dopatka v Giesendorf, compararon
los resultados de muestras obtenidos a partir del
método alfa con aquellos logrados por ELISA
utilizande diluciones v curvas de referencia. Los
resultados no solo fueron equivalentes, sino que ademas
los del método alfa mosiraron un coeficiente de
variacion menor. Los autores concluven que los
resultados por este método son equivalentes a la
titulacion con ELISA en exactitud v superiores en
precision, economizando tiempo v dinero (4).

Otras ventajas del método alfa sobre las titulaciones,
es ¢ue el comportamiento de los resultados es continuo
v no disereto, como pude observarse en la Fig. 1
(tomada del folleto promocional “Single Point
Quantification de Behringwerke, Marburg, Alemania),
lo que ubica el resultado del paciente en un valor
puntual ¥ no en un intervalo de valores. Esto permite
detectar diferencias pequenas en los valores del
paciente, (ue no son apreciables por titulacién, como se
ilustra en la Fig. 2 (tomada del folleto promocional
“Single Point Quantification de Behringwerke,
Marburg, Alemania).

El método tienen un control interno por paciente para
descartar la presencia de la mavoria de los falsos
positivos. Como se sabe, los virus no tienen la
capacidad de reproducirse por si solos, v para su cultivo
deben utilizarse células a partir de las cuales se
multiplica. Si  eventualmente el paciente ha
desarrollado inmunidad contra la célula wiilizada en el
cultivo tendremos un positive gue no se debe al virus,
la cual es la principal eansa de los resultados falsos

TITULACION J-METODD
8 24
=
TEMPO TIEMFD
Ficira 1| NUEVAS TECNICAS DE ELISA APLICADAS
AL DIAGNOSTICO DEL TORCH

positivos en los ELISA aplicados a la deteccion viral,
Esta metodologia wtiliza un pozo recubierto con las
proteinas virales para atrapar los anticuerpos contra el
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virus v un pozo de control recubierto con las proteinas
celulares, La absorbancia de la muestra es la diferencia
entre estas lecturas,
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Otra estrategia de control la constituve la
del control positivo en el kit, lo cual tiene
propositos. En primer lugar es el control positive del
ensavo en si en el sentido usual de todo ELISA. En
segundo Ingar, lleva el control de calidad, puesto que

presencia
miiltiples

sus absorbancias deben colocarse entre un intervalo
dado por el fabricante (como si se tratara de un control
comercial). Por altimo, la absorbancia del control
obtenida en el ensavo se compara con la absorbancia
nominal ohtenida por el fabricante, para lograr un
factor de correccion para las muestras (* ).

Este factor de correccion es muy importante, porque
permite disminuir las diferencias gque por efecto de
factores externos como las temperantiras, operarios,
instrumentos, entre otros, puedan presentarse en las
densidades dpticas, tanto intra lahoratorios como inter
laboratorios, haciendo que los resultados de diferentes
instituciones puedan ser comparables, como se ilustra
en la Fig. 3 (tomada del folleto promocional “Single
Point Quantification de Behringweke, Marhurg,
Alemania).

Las técnicas son homogéneas entre las distintas
pruchas, tanto en el niimero como en la duracion de las
incubaciones, de manera que pueden realizarse
simultianeamente, por ejemplo: Toxo IgG e [gM, CMV
I2C e IgM v Rubeola IgG e IgM, juntas como si fuera
una sola prucha. Para ello los reactivos son universales:
un solo buffer de lavado, un solo sustrato, un mismo
conjugado para las 1gG v otro para las IgM, un mismo
buffer de dilucién para las lgG v otro para las IgM,
haciendo la diferencia los antigenos ligados a la placa.

El poder llegar a determinar el titulo o las
concentraciones en Ul/ml de nna muestra desconocida
empleando 1an solo un micropozo de ELISA v un
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control, es toda una innovacion en el diagnéstico del
TORCH. El poder detectar certeramente la cantidad de
Iz, junto con la presencia o ausencia de IgM,
utilizando la metodologia méis sensible de la que
disponemos para el TORCH, da una mayor vision
diagndstica en este campo.
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RESUMEN

e determina la incidencia del Streptococens beta

hemolitico del grupo A v otros estreptoccos beta
hemoliticos en la orofaringe de 231 escolares sanos con
edades comprendidas entre 7 v 12 afios que acuden a la
Institucion “Fundacién del Nifo™ del Estado Zulia,
durante el periodo Octubre 1991-Julioc 1992. La
muestra de exndado faringeo es obtenida v colocada en
medio de transporte de Cary v Blair, ¥ ]negn es
inoculada en placas de agar sangre de carnero con
kanamicina (atmésfera de anaerobiosis) vy en agar
sangre de carnero (5-10% CO2) ambas incubadas a
35-37 °C, durante 18-24 h. A las colonias compatibles
con estreptoceos beta hemoliticos se les realiza un frotis
coloreado con la téenica de Gram, si la morfologia es
compatible con la familia Streptococcaceae se procede a
la idemtificacion presuntiva signiendo la metodologia
deserita por Facklam v colaboradores. La identificacion
definitiva se determina por pruebas serolégicas
empleando la técnica de Slide Strepto Kit. De las 231
muestras estudiadas 76 (32.90%) resultan positivas,
correspondiendo para el grnpo B23 (30.20%), no
agrupables 17 (22.37%), grupo G 15 (19.74%), grupo
A 13 (17.10%) v grupo C8 (10.53%). Por otra parte se
encuentra ¢ue los grupos A, C v no agrupables
serologicamente muestran el mavor porcentaje de
aislamientos entre las edades de 9 v. 10 anos, el grupo
G se aisla mavormente de escolares entre 7-8 anos y el
orupo B entre 7-10 afios. En relacion al sexo no se
detecta una marcada variabilidad en los resultados de
este estudio.

Tietoras:

- Messaria Cinestre

- Belinda Harris
Escuela de Rioandalisis. Universidad  def Zuha

14

Palabras claves: Estreptococos beta hemoliticos.
Escolares sanos. Orofaringe.

ABSTRACT

It is determined the incidence of heta haemolytic
streptococei group A and other beta haemolytic
streptococei on the oropharynx of 231 healthy scholars
with ages between 7 and 12 years that come to the
“Children Foundation Institute” of Zulia State from
October 1991 through July 1992. The sample of
pharyngeal exudate is obtained and put on transport
medinm of Cary and Blair, it is afterwards inoculated
on plates of ram blood agar with kanamicina
(anaerohiosis atmosphere) and in ram blod agar (5-
10% CO2) both incubated rom 35-37 °C, for 18-24 h.
To the colonies compatible with beta haemolytic
streptococei it is done a stain smear with the Gram
Technic, if the morphology is compatible with the
streptococens  family the presumed identification is
done following the methodology described by Facklam
and contributors. The final identification is determined
by means of serological tests using the Slidex Strepto
Kit Technic. From this 231 studied samples, 76
{32.90%) are positive, corresponding for group B, 23
(30.20%); not groupable 17 (22.37%); group G, 15
(19.74%); group A, 13 (17,10%) and group C, &
(10.53%). On the other hand, it is found that group A,
C and not groupable show the highest percentage of
isolation between ages 9 and 10 vears, group G shows
the highest isolation of scholars hetween the ages of 7
and 8 vears and group B between ages 7 and 10 years.
In relation with sex, the changes are not detected in the
results of this study.

Kev words: Beta haemolytic streptococei, healthy
children, oropharynx

INTRODUCCION

En 1874, Billroth demostré estreptococos en casos de
erisipela e infecciones de herida v Pasteur los demnostro
en la sangre de una paciente con fichre puerperal en



1879. Fehleisen en 1983, aislé microorganismos en
cadenas a partir de cultivos puros de lesiones de
erisipela v luego demostré que estos microorganismos
podian inducir erisipela tipica en los seres humanos.
Rosenbach aplicé la designacion de Streptococeus
pyogenes a estos microorganismos en 1884. El progreso
inicial hacia una clasificacion racional de streptococcus
data de la descripcion de Schotinuller en 1903 sobre la
técnica de agar sangre para diferenciar streptoccos
hemoliticos de los no hemoliticos. En 1919, J.H. Brown
hizo un estudio sistematico de los patrones de hemolisis
e introdujo los términos: alfa hemélisis, beta hemalisis
v gamma hemdlisis para describir los 3 tipos de
reaccion hemolitica observada en las placas de agar
sangre (48,21).

a clasificacion de Lancenfield de Streptococcus

beta hemolitico en distintos serogrupos, durante
el ano 1933, fue un punto de viraje importante en el
conocimiento de la epidemiologia de las infecciones
estreptococicas. A partir de los trabajos de Lancenfield,
los estreptococos beta hemoliticos fueron diferenciados
en grupos inmunoldgicos, basindose en diferencias
antigénicas en los carbohidratos de la pared celular.
Estos antigenos de grupo van desde la A hasta la H, v
desde la K hasta la V. Los grupos A, B, C, D v G son
hallados con mavor frecuencia en los seres lnunanos, los
grupos E, L, P, U v V, se aislan rara vez o ninca en el
hombre (41, 48, 47).

Los estreptococos beta hemoliticos se distribuven
ampliamente en la naturaleza, alzunos formando parte
de la flora normal de muchas especies entre ellas el
hombre v otros son patogenos importantes (45).

Entre los estreptococos patogeneos para el hombre
tenemos, el Streptococcns heta hemolitico del grupo A
(SBHGA). lamado Streptococens pyogenes. Este
organismo es la cansa bacteriana mas frecuente de
faringitis agnda v también ha sido involuerado en una
diversidad de infecciones, que en muchos casos cursan
con un alto grado de severidad como son en la
produceitn de erisipela, piodermia, celulitis, linfangitis,
sépsis puerperal, newmonia vy otras (45, 39, 8). La
faringitis ocurre principalmente en los nifios de 5-15
afios, apareciendo la incidencia pico durante los
primeros afios escolares. Sin embargo, todos los grupos
etarios son susceptibles v las epidemias severas son
comunes en las instituciones de entrenamiento militar.
No existe predileccién por sexo. La enfermedad
habitualmente se extiende por contacto directo de
persona a persona, con mavor probahilidad a través de
las gotitas de saliva expelidas o las secreciones nasales v
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a menudo esta transmision esta asociada con el
contacto directo con una persona infectada sintomatica
o asintomitica. El hacinamiento ¢ue ocurre en las
escuelas y en las barracas favorece la diseminacion
interpersonal del microorganismo (45, 35, 41, 48).

Un porcentaje significativo de personas con
infecciones estreptocicicas por el grupo A que no han
sido diagnosticadas ni debidamente tratadas, pueden
padecer de serias complicaciones tardias, incluvendo
fiebre reumatica v glomerulonefritis aguda (5). La
fichre renmatica es una secuela no supurativa tardia de
la infeccién respiratoria alta debida a SBHGA, es mis
frecuente entre ninos con edades de 6-15 afios. No
existe predileccion clara por sexo., aunqgue hay un
predomino femenino en algunas manifestaciones (39).
La glomerulonefritis es una secuela no supurativa
tardia de la infeccién faringea o cutidnea con ciertas
cepas nefritogénicas de Streptococeus del grupo A. La
slomerulonefritis  aguda se  presenta  mas
frecuentemente entre ninos de 6 anos en adelante y
predomina en el sexo masculino si esta ocurre después
de una infeccion faringea, en tanto que si ocurre
después de una infeccion cutanea, la distribucion por
sexo parece igual. Estas dos entidades clinicas signen
representando un problema de salud en nuestra region,
en especial la glomerulonefritis aguda, la cual se
presenta principalmente en la poblacion infantil (39, 5,
8, 48).

A pesar de ser el Streptococcus beta hemolitico  del
grupo A, la principal causa de faringitis, en ocasiones
los estreptococos de otros serogrupos en especial los C y
G; pueden participar como responsables de dicha
infeccion en la niiez. Recientemente los grupos C vy G
han sido asociados con complicaciones post-
estreptococicas como la glomerulonefritis aguda. De
ignal forma son causantes de bacteriemia, endocarditis,
meningitis, neumonia e infecciones de huesos v tejidos
blandos (39, 41, 48). El hombre es el reservorio natural
del Streptococcus pvogenes; los estreptococos beta
hemoliticos de los grupos C y G pueden colonizar la
faringe, el tracto intestinal, la vagina v piel de
humanos. La colonizacion faringea por Streptococcus
grupos C es rara en los adultos (1 a 2%) v en los nifios
(<1%), aunque el indice de portador asintomatico en
escolares puede ser alto (41).

| Streptococens beta hemolitico del grupo F
(SBHCGF) v los beta hemoliticos no agrupables,
han sido responsables de diversas enfermedades como
bacteriemia, endocarditis ¥ a menudo con infecciones

supurativas polimicrobianas del sistema nerviosos
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central, abdomen v pelvis (41). El Streptococcus heta
hemolitico del grupo D (SBHGD) se aisla con poca
frecuencia de infecciones en humanos, son responsables
del 10 al 20% de los casos de endocarditis bacteriana v
del 5% de bacteriemia (39).

En investigaciones hechas recientemente en los
Estados Unidos se encontré un resurgimiento de la
infeecion por SBHGA v una creciente elevacién de la
incidencia de la fiebre reumatica v glomerulonefritis en
ninos, siendo este un fenémeno que habia desaparecido
de los escenarios en los paises industrializados (29). La
reaparicion de las enfermedades post-estreptococicas en
los paises industrializados v la amplia variedad de
enfermedades que producen los estreptoccos beta
hemoliticos especialmente en la poblacion infantil, hace
sospechar la existencia en nuestra region de un alto
de personas infectadas con dichos
microorganismos, igualmente el hecho de que la
glomerulonefritis aguda sigue siendo un problema de
salud en nuestra region, se considera entonces, la
importancia de la presencia de estreptococos beta
hemoliticos en nuestras comunidades principalmente
en la poblacion infantil, siendo necesario establecer la
incidencia de ellos en la faringe de nifios sanos en edad
escolar.

indice

MATERIALES Y METODOS

Paoblacion en estudio

Durante el periodo Oectubre 1991-Julio 1992, se
estudian 231 muestras de exudado faringeo,
provenientes de ninos sanos con edades comprendidas

entre | a 12 anos, cursantes de educacion basica en la
Fundacion del Nino del Estado Zulia,

OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Previo a la toma de la muestra, se examing la faringe
de cada escolar, con la finalidad de verificar la ansencia
de algin signo caracteristico de faringitis. La muestra
es obtenida con un hisopo de algodén estéril, e
inmediatamente colocada en el medio de trasnporte
Cary v Blair, de esta forina es llevada a la seccion de
Bacteriologia del Laboratorio Clinico de la Escuela de
Bioanalisis, para su inoculacién en los diferentes medios
de cultivo.

METODOLOGIA

Aislamiento

Las muestras son inoculacdas en los medios de cultivo
Agar Sangre de Camnero (A.5.C) v Agar Sangre de

Carnero con Kanamicina (A.8.C.K.), esta iilltima a una
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concentracion de 30 pg/ml

El medio de A.5.C. se incuba en atmosfera
microaerofilica, 5-10% de CO2 (método de la vela) v el
A5.C.K. en condiciones anaerobicas (método de
Gaspak), a una temperatura de 35 °C- 37 °C durante
18-24 horas. Estas condiciones permiten la mejor
visnalizacion de la beta hemdlisis producida por
estreptococos en las placas de agar sangre.

IDENTIFICACION PRESUNTIVA

Transcurrido el tiempo de incubacion se realiza la
lectura de los cultivos: seleceionando las colonias
caracteristicas de estreptococos beta hemoliticos, las
cuales se presentan por lo general, como colonias
pequenas, lisas, de bordes enteros, transparentes, o
traslicidas rodeadas por zonas claras de beta hemolisis.
Las colonias compatibles con estreptococos se
subcultivan en A.5.C. para su posterior identificacion.-a
partir de éstas se elabora un extendido para ser
coloreado con la téenica de Gram: s1 se observa
predominio «de cocos Gram positivo, en cadenas cortas
se procede a las signientes pruebas:
susceptibilidad a la bacitracina (taxo A), hidrélisis de
hipurato, prucha de Camp, reaccién de bilis esculina, v

realizar

tolerancia de erecimiento en 6.5% de cloruro de sodio

(Na Cl), signiendo la metodologia deserita por Facklam
v cols (37).

SUSCEPTIBILIDAD A LA BACITRACINA
(TAXO A)

Principio: Los estreptococos beta hemoliticos del
grupo A tienen la capacidad de ser inhibidos por
concentraciones bajas de bacitracina (0.04 unidades)
en discos de papel sobre el medio de agar.

Lectura: Una zona de inhibicion del erecimiento del
streptococens alrededor del disco de bacitracina indica
que la cepa puede considerarse Streptococcus beta
hemolitico presuntivamente grupo A.

HIDROLISIS DEL HIPURATO

Principio: Los estreptococos beta hemolitico del
grupo B producen enzima hipuricasa que actia sobre el
hipurato de sodio produciendo benzoato de sodio y
glicina. El cloruro férrico al 12% precipita las
proteinas, el hipurato v el benzoato; sin embargo, las
proteinas v el hipurato son mads solubles que el benzoato
en un exceso de cloruro férrico.

Lectura: La presencia de un precipitado gue se
mantiene por mas de 10 minutos en un calido de
hipurato después de agregar cloruro férrico en exceso,



indica la presencia de benzoato v una reaccion positiva
para la hidrélisis del hipurato.

FACTOR CAMP

Principio: Se utiliza para identificar los estreptococos
beta hemoliticos del grupo B. Estos estreptococos
producen una sustancia extracelular conocida como el
factor Camp, que incrementa la lisis de los eritrocitos
por la hetalisina estafilocéeica.

Lectura: En el punto de contacto de los dos
organisimos aparece una zona de mayor lisis. Esta zona
s¢ observa comiinmente en la forma de punta de flecha.
El medio de cultive utilizado para esta prueba es A.S.C.

PRUEBA DE BILIS ESCULINA
Principio: Se basa en
estreptococos del grupo D v enterococos de crecer en
bilis e hidrolizar la esculina en presencia de 1-4% de
sales biliares, produciendo glucosa y esculetina en su

la capacidad de los

medio apropiado. La esculetina reacciona con el citrato
férrico que contiene el medio v forma un complejo
negro que difunde en el medio de la hilis esculina.

Lectura: La prucha es positiva enando se observa un
ennegrecimiento difnso en el agar inclinado o un halo
negro o marrdn alrededor de las colonias.

TOLERANCIA DE CRECIMIENTO EN 6.5% DE
CLORURO DE SODIO (NACLY).

Principio: Esta prueha se utiliza para diferenciar los
estreptococos del grupo D del género Enterococens,
estos nltimos resisten una concentracion al 6.5% de
NaCl adicionado a un caldo de infusion de cerelwo
corazon, mientras ¢ue los estreprococos del grupo D no
resisten la misma concentracion de NaCl.

Lectura: La prucha es positiva si en el caldo
conteniendo 6.5% de NaCl aparece un enturbiamiento,
indicativo de crecimiento hacteriano: si no aparece
turhidez la prueba se interpreta como negativa,

IDENTIFICACION DEFINITIVA

Los estreptococos son identificados definitivamente
por pruebas serolégicas: las cuales detectan el
carbohidrato presente en su pared celular que
constituven los antigenos especificos de grupos. Los
reactivos  estdan  disponibles en varias fuentes
comerciales. La técnica empleada para realizar esta
ha sido la Slidex Strepto Kit,
proporcionado por el Lahoratorio Bio-Marieux, esta
litex con

mmunoglobulina de conejo grnpo especiico para

investigacion

utiliza  particulas  de conjugadas
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estreptococos beta hemolitico A, B, C. D, F v C de
Lancenfield.

El procedimiento se utilizo siguiendo las instrucciones
establecidas por la casa comereial.

TECNICA

- A partir de un cultivo puro de 24 horas de A.5.C. se
toman de 2 a 3 colonias v se emulsionan en 0.4 ml de
enzima de extraccion, incubdndose luego por 10-15
minutos a 37 °C.

- colocar en una limina en los sitios previstos al
efecto, una gota de cada uno de los antisueros A, B, C,
D, F v G. Por medio de una pipeta Pasteur tomar el
extracto y colocar una gota al ladoe de cada suspension
de latex.

- Mezclar ¢l contenido de cada eireulo. utilizando toda
la superficie con uno de los extremos de un agitador
(utilizar un agitador limpio para cada circulo).

-lmprimir a la limina un movimiento de rotacion.

Lectura:

Reaccién positiva: Aparece una aglutinacion en
menos de 2 minutos; agregacion visible de las particulas
de latex.

Reaccion negativa: Suspension  homogeénea o
presencia de granulacién muy finas.

Interpretacion: La aparicion de una aglutinacion con
una de las suspensiones de latex sensibilizado permite
identificar el grupo del Streprococcus aislado. Una
aglutinacion intensa en varias suspensiones de litex
sensibilizado. indica que en el cultivo hay una mezcla
de grupos v se debe seguir con el aislamiento. Si no
aparece aglutinacion, la cepa no pertenece a ninguno de

los grupos A, B, C, D, F v G.

ESQUEMA DIAGNOSTICO

Resultados

La Tabla 1 indica el niimero de pacientes estudiados
asi como el sexo al cual pertenecen. De los 231

pacientes, 120 (51.95%) corresponden al masculino y
111 (48.05%) al femenino.

Tabla 1
Niumero de pacientes estudiados v distribucion por
sexo (Maracaibo 1992)

Numnero Yo
Exudados Faringeos 231 100.00
procesados
Sexo Masculino 120 51.95
Sexo Femenino 111 48,05
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En la Tabla 2, se evidencia que de las 231 muestras
procesadas, T6 (32.90%) resultan positivas y 155
(67.10%) negativas para estreptococos beta
hemoliticos.

Tabla 2
Cultivos positivos v negativos para estreptococos beta
hemoliticos (Maracaibo 1992)

Muestra Niumero %o

Exudados faringeos
positivos para estreptococos
beta hemoliticos

76 32.90

Exudados faringeos
negativos para estreptococos
beta hemoliticos

155 67.10

En la Tabla 3 se aprecia la distribucién por edad y
sexo de los pacientes estudiados a partir de los cuales se
aislan estreptococos beta hemoliticos. De las 76
(32.90%) muestras que resultan positivas, las edades
de los pacientes oscilan entre 7 v 12 aiios, 40 (52.63%)
pertenecen al sexo masculine v 36 (47.37%) al sexo
femenino. El mayor porcentaje de aislamiento
corresponde a 37 (48.68%) pacientes cuyas edades
estan entre 9 y 10 afios; predominando en ese grupo
etario el sexo femenino, 20 (26.32%) pacientes.

Tabla 3

Distribucion por edad v sexo de los76 pacientes
positivos para estreptococos beta hemoliticos
(Maracaibo, 1992)

Edad  N° % F Yo M %
(anos)

7-8 28  30.85 12 15.79 16 21.05
9-10 37 4868 20 2632 17 22.37
11-12 11 14.47 4 526 T 921
Total 76 100.00 36 4737 40 52.63

La incidencia de los grupos serologicos encontrados
en la poblacion escolar esmdiada, se evidencia en la
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Tabla 4. De las 76 (32.90%) muestras positivas para
estreptococcus 23 (30.20%)
aislamientos corresponden al SBHGB, los estreptococos
beta hemoliticos no agrupables serologicamente para
los grupos A, B, C, D, F y G se aislan en 17 (22.37%)
muestras. En las 36 (47.31%) restantes se identifican
estreptococos  grupo G, A v C
correspondiendo 15 (19.74%) aislamientos al grupo G,
13 (17.10%) al grupo A v B (10.53%) al grupo C.

heta hemoliticos,

semiﬁgicu

Tabla 4
Incidencia de los grupos serologicos {Maracaibo,
1992)

Grupo Serologico N® %
B 23 30.20
NOA B C.D.FvG 17 22.37
G 15 19.74
A 13 17.10
C 8 10.53
Total T6 100.00

La Tabla 5 muestra la distribucién por edad y sexo de
los 13 (17.10%) pacientes donde se aislan los SBHGA.
El mayor porcentaje de aislamientos de detecta en 5
(38.46%) pacientes con edades de 9 y 10 afos,
correspondiendo al sexo femenino 3 (23.08%). Puede
verse (que en ¢l resto de los grupos etarios no se ohserva
una diferencia marcada en cuanto a los aislamientos
logrados para este grupo de estreptococos.

Tabla 5
Incidencia de las 13 cepas del streptococens beta

hemolitico del grupo A por edad v Sexo (Maracaibo
1992)

Edad N° % F % M %
(arios)

7-8 4 3077 1 769 3 2308
910 5 3846 3 23.08 2 1538
1112 4 3077 4 769 3 2308
Total 13 10000 5 3846 8 61.54

En la Tabla 6 se establece la distribucion de los

aislamientos e estreptococos beta hemoliticos  del



zrupo G. De las 15 (19.74%) muestras positivas, 14
(03.33%) corresponden a pacientes cuvas edades
oscilan entre 7 v 10 anos. De estos 9 (60.00%)
presentan edades entre 7 v 8 afios pertenecientes 5

(33.33%) al sexo masculino v 4 (26.67%) al femenino.

Tabla 6
Incidencia de las 15 cepas de Streptococcus beta

hemolitico del grupo G. por edad v sexo (Maracaibo,
1992)

Edad N° % F % M %
(afios)

7-8 9 6000 4 26067 5 3333
910 5 3333 3 2000 2 13.33
11-12 1 6.67 - - 1 6.67
Total 15 10000 7 4667 8 53.33

El mayor aislamiento de SBHGC, se logra en 5
(62,50%) pacientes con edades de 9 v 10 aios, al sexo
masculino corresponden 3 (37.50%) v 2 (25.00%) al
femenino tal como se aprecia en la Tabla 7.

Tabla 7
Incidencia de las 8 cepas de Streptococcus heta

hemolitico del grupo C por edad-sexo (Maracaibo,
1992)

Edad N° % F % M Yo
(afios)

7-8 1 1250 1 1250 — —
10 S5 6250 2 2500 3 3750
11-12 2 2500 1 1250 1 1250
Total 8 10000 4 5000 4 50.00

En la Tabla 8 puede apreciarse que las 23 (30.20%)
muesiras positivas para SBHGB, 21 cepas (91.30%) se
aislan de pacientes cuvas edades oscilan entre 7 v 10
anos, e estos 12 (52.17%) pertenecen al sexo
masculino v 9 (39.13%) al sexo femenino,
correspondiendo 11 (47.83%) aislamientos a escolares
con edades de 9 v 10 aiios, predominando en ese grupo
etario el sexo masculino, 7 (30.43%) pacientes.
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Tabla 8
Incidencia de las 23 cepas de Streptococcus heta

hemolitico del grupo B por edad y sexo (Maracaibo,
1992)

Edad N° % F % M %
(anios)

7-8 10 4347 5 21.74 5 21.74
9-10 11 4783 4 17.39 7 3043
11-12 2 870 1 4.35 1 4.35
Total 23 100,00 10 43.48 13  56.52

La Tabla 9 muestra la incidencia de los estreptoccos
beta hemolitico no grupo A, B, C, D, F v G aislados en
17 (22.37%) pacientes. El mayor porcentaje se logra en
11 (64.71%) pacientes con edades de 9 v 10 afios,
correspondiendo 8 (47.06%) de ellos al sexo femenino
v 3 (17.65%) al sexo masculino.

Tabla 9

Incidencia de las 17 cepas de Streptococcus beta
hemolitico NO A, B, C, D, F v G por edad v sexo
(Maracaibo, 1902)

Edad N° % F o .M %
(afios)

7-8 4 2353 1 588 3 17.65
910 11 6471 8 4706 3 1765
11122 116 1 588 1 5.88
Total 17 100,00 10 5882 7 41.18
DISCUSION

Su-epqncclm beta hemolitico del grupo A esta hien
reconocido como agente causante de faringitis en
los nifios. Pueden colonizar la faringe de ninos sanos
pero son aislados con mas frecuencia en casos de
faringitis. En esta investigacion que se realiza a 231
ninos sanos con edades comprendidas entre 7 v 12
aios, se demuestra que el Streptococcus heta hemolitico
grupo A, representa el 17.10% del total de los
aislamientos, obteniéndose en nifios con edades de 9 v
10 anos el mavor porcentaje. Este hallazgo es
coincidente con la investigacion de Hayden y cols, (25)
v Carruyo M.(8), quienes reportan para esa bacteria un
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16% v un 12% respectivamente, en ninos
asintomaticos, existiendo diferencia en relacion a que el
predominio de esta bacteria en los estudios de Havden
se encontrd en el grupo etario de 5-9 afios. Cimolai N,
y cols. (11), reportan un 32% para SBHGA,
observando una marcada diferencia comparado con los
hallazgos obtenidos en nuestro estudio,

Auncque los estreptococos heta hemoliticos no grupo A
(SBHNGA) han estado asociados con brotes de
faringitis, no ha sido demostrado actualmente su papel
como causantes de faringitis endémica (60,11). Estos
microorganisinos son aislados con bastante frecuencia a
particr de muestras faringeas, tanto de pacientes
sintomiticos como asintomaticos (11, 25, 8). Estudios
realizados por varios autores (21, 47, 11, 8). con
pacientes asintomaticos han encontrado a los SBHNGA
en porcentajes de 0.2%, 11%, 21% v 40%
respectivamente. En la presente investigacion se logra
aislar a los SBGHNGA en 63 (82,89%) muestras.

Algunos estudios (60, 18, 11, 2, 1, 14, 15, 34, 39),
involueran a los estreptococos beta hemoliticos grupo C
v G con faringitis asi como también con complicaciones
post-estreptocdeicas, El  indice  de
asintomdtico en escolares para estas bacterias es alto
45, 41). En una investigacion realizada por Cimolai N,
v cols. (11), se reporta un porcentaje de aislamiento del
3% para el Streptococens beta hemolitico grupo C
(SBHGG), Carruyo M. (8), reporta para estas bacterias
porcentajes del 2% v 37% respectivamente, en tanto
que los resultados obtenidos en nuestro estndio se
diferencian de los anteriores va que el porcentaje de
aislamiento para el SBHGC es del 10.53% v para el
grupo G del 19.74%.

Diversos estudios han demostrade diferentes criterios
en relacion al papel patogénico que puede o no
atribuirse a los grupos B v F. Para los anos 1978 v

portador

1986, se evidencia el rol patogénico de estos grupos
(10,13.53). Estudios realizados mas recientemente
confirman la pérdida de la importancia de estas
bacterias como causantes de faringitis (10,11). El
porcentaje de aislamiento en la presente investigacion
para Streptococens beta hemolitco del grapo B es del
30.20%, constituvendo el mavor porcentaje obtenido,
Cimolai N. v cols (11), reportan un 11% de
aislamientos para este microorganismo. Carrmvo M.
(8)., v Havden G. v cols. (25) lo aislan en un 1%,
representando estos resultados una marcada diferencia
con los presentados en esta investigacion. Los datos de
esta investigacion demuestran gue el mavor porcentaje
de aislamientos para los grupos A, C v los no

agrupables se ubican en el grupo etario de 9-10 afios,
mientras que para el grupo G se presenta entre 7-8
anos, el grupo B entre 7 y 10 anos. como puede
observarse en este estudio el porcentaje de aislamiento
de los estreptococos beta hemoliticos diferentes al A va
disminuvendo a medida que aumenta la edad. En
contraste al estudio realizado por Havden G. v cols.
(25) donde la rasa de aislamiento anmenta con la edad
en nifos asintomaticos.

En este estudio no se detecta marcada
variabilidad en relacién al sexo de los pacientes donde
se aislan estreptococos beta hemoliticos, siendo
importante sefialar que el mavor porcentaje de
aislamiento corresponde al sexo masculino 52.63% v en
el fernenine se presentan en un 47.37%.

La

CONCLUSIONES

-Se obtiene un porcentaje de aislamiento de 32.90%
para estreptococos beta hemoliticos en una poblacion
de 231 escolares sanos.

-El porcentaje
estreptococos beta hemeoliticos se obtiene en ninos con
edades de 7-10 anos,(85.53%).

-El presente estudio revela poreentajes de incidencia
considerablemente elevados en comparacion con los
resultados obtenidos en estudios similares realizados en
paises industrializados, exceptuando el SBHGA gque se
presenta con un porcentaje del 17.10%. Es importante
sefialar ¢que los valores obtenidos de SBHGC (10.53%)
vy de SBHGG (19.74%) son de considerar debido a que
se aislan en una comunidad de ninos sanos.

mayor de aislamiento para
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RESUMEN

urante el periodo de Junio de 1991 a Mavo de

1992, se estudiaron 300 mujeres prostitutas
asistentes a las consultas de venerclogia de los
Ambulatorios Dr. Francisco Goémez Padrén v El
Amparo, de la cindad de Maracaibo, Estado Zulia, v un
grupo control de 100 mujeres aparentemente sanas que
acudieron a diferentes clinicas privadas para
determinar la incidencia de Chlamvdia trachomatis,
Las muestras fueron analizadas con el Método de
Imnunoensavo Enzimdtico (CHLAMYDIAZYME).

Se determino la incidencia de Chlamydia trachomatis
en un 21.3% en las mujeres prostitutas (64 casos
positivos), v un 8% en las mujeres del grupo control (8
casos positivos).

No se encontraron
significativas en cunanto a edad, nacionalidad, grupos

diferencias estadisticamente

émicos v antecedentes de enfermedades de transmision
sexual en la poblacion estudinda. Una incidencia de
10.3% se observa en el grupo de mujeres prostitutas
que tuvieron de 1 a 5 clientes
diferenciindose significativamente de los otros grupos

30.8% v 29.25 para el grupo de 0 a 10 ¥ miis clientes

pror  senana,

semanales respectivamente. Todos estos hallazgos
permiten demostrar la relacion proporcional existente
entre los comportamientos sexuales e infeccion por
Chlamydia trachomatis.

ABSTRACT
uring June, 1991 to May 1992, a population of
300 prostitutes, who attended the Medical
Centers Dr. Francisco Gémez Padrén and El Amparo
were stidied to deterinine the incidence of Chlamydia
Trachomatis by the Chlamyvdiazvme method. A control
aronp of 100 healthy women were screened by the same

* Tutores:

L. Blitz Dotfinan; L. Porto Espinoza y D. Callejas M.
Laboratorio Regional de Referencia Tirologica, Facultad de
Medicina, Universidad del Zulic, Maracaibo, Veneziela
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techiqgue.

Chlamydia trachomatis incidence was found in
21,3% (64 positive Cases) in prostitutes, and 8% (8
positive eases) in women from the control group.

No significant differences were found related to age,
nationality, ethnic groups, and previous history of
sexualy transmited diseases.

A signficant stadistical difference in the incidence of
Chlamvdia trachomatis infection was found between
the gronp who had had 6 to 10 (36.8%) customers or
more (29.2%) weekly. (P<0.002).

This study demonstrated the relationship between
sexual behavior and the incidence of Chlamydia
trachomatis,

INTRODUCCION
Las enfermedades de transmision sexual, son
procesos infecciosos complejos, en los cuales se
encuentran asociados numerosos microorganismos,
representando hov dia in serio problema de salud
piblica a nivel mundial. (1)

La Chlamydia ha sido reconocida como el agente
productor de las infecciones de transmision sexual mas
prevalente en los nltimos afios; éstas constituven un
arupo de bacterias intracelulares obligatorias siendo la
especie patdgena mds comiin en el humano, la
Chlamydia trachomatis. (2)

En el organismo humano, Chlamydia trachomatis
coloniza particularmente el epitelio columnar. Por esta
razon, puede provocar procesos patoligicos en los sitios
méas diversos. (3). Se le considera como el agente
etioldgico responsahle del Linfogranuloma venéreo, de
la conjuntivitis de inclusion, neuwmonitis en el recién
nacido, v ha sido demostrada su asociacion en cervicitis
(con alto riesgo de infeccion perinatal), en uretritis no
gonocoecica (UN.G.), v epididimitis. (3)

La forma asintomatica de la infeccion por este agente,
constitnye uno de los factores que ha contribuido a su

rapida diseminacion, especialinente en mujeres; aungue
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no por ello ésta se considera de baja infecciosidad. Otro
de los factores de relevancin en su propagacién lo
constituye el aumento de las pricticas sexuales sin
control, aunadas a la promiscuidad sexual. Se ha
determinado que la edad,
socioecondmica y presencia de enfermedades de

raza. condicion
transmision sexual frecuentes, pueden predecir la
infeccion por Chlamydia trachomatis (4). El factor de
riesgo principal constituye la conducta sexual, en lo que
respecta al comienzo precoz de las relaciones sexuales,
la prostitucién, el cambio frecuente de pareja v el
nimero de comparnieros sexuales (5).

El presente estudio tienen por objeto determinar la
incidencia de Chlamydia trachomatis en mujeres
prostitutas de la ciudad de Maracaibo; para asi poder
destacar la importancia de la Chlamvdiosis como
problema de salud piblica en nuestro medio,

MATERIAL Y METODOS
Poblacion estudiada
urante el periodo comprendido entre los meses
de Junio de 1991 y Mavo de 1992, se estudi6 una
poblacién de 300 mujeres prostitutas que acudieron a
control sanitario en el Servicio de Venereologia de los
Ambulatorios Dr. Franciseo Gémez Padrén v El
Amparo. La edad de este grupo de mujeres estuvo
comprendida entre los 18 v 52 afios. A cada una de
ellas se les realizé una encuesta epidemioldgica para la
obtencion de datos demogrificos v socioecondmicos.
Como grupo control se seleccionaron 100 mujeres
aparentemente sanas v sexualmente activas, que
acudieron a la consulta ginecolégica en clinicas
privadas {(Hospital Clinico v Policlinica Maracaibo). El
grupo control fue tratado de diferente forma, va que
solo se les interrogé sobre los hdbitos sexuales sin
mencionar caracteres de prostitucion.

RECOLECCION DE MUESTRAS

ara la recoleccion de las muestras se colocé un

espéculo para visualizar el cuello uterino v tomar
la muestra del endocervix. Para lo cual se utilizé un
hisopo (Laboratorio ABBOTT (STD-EZE), el cual fue
introducido en el canal vaginal, realizando ligeros
movimientos de rotacion en la zona escamocolumnar.
El hisopo fue colocado dentro del tubo del medio de
transporte que contenia la Glicina-buffer-fosfato. Las
muestras fueron trasladadas al Laboratorio Regional de
Referencia Virolégica del Estado Zulia, conservada en
nevera de 2 a 8°C v procesadas antes de los siete (7)
dias siguientes de su recoleecion. Se utilizo la técnica de
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Inmuncensayo Enzimitico (Chlamydiazyme Diagnostic
ABBOTT Laboratories, lllinois, Estados Unidos).

Las muestras fueron colocadas respectivamente en la
placa de reaccidon, incluyendo un control positivo y tres
controles negativos. Se agregd una esfera (Fase solida).
Inmediatamente las placas fueron incubadas a 37 °C
durante 60 minutos en camara himeda, luego se
procedio al lavado con agua destilada y se agregd un
anticuerpo especifico (conejo) contra Chlamydia
trachomatis, seguido de un segundo periodo de
incubacion a 37°C durante 60 minutos. Al finalizar el
periodo de incubacion se anadié el conjugade especifico
(conejo), para proseguir a una tercera incubacion en las
condiciones previamente sefialadas. Se adicioné la
solucion de sustrato; se incubd durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se agregd dcido sulfirico IN,
para detener la reaccion. Las muestras fueron leidas a
492 nm, utilizando un analizador Quantum [l
(ABBOTT Laboratories), incluvendo los controles
respectivos. La presencia o ausencia de Chlamydia
trachomatis, se determino relacionando la absorcion de
la muestra del paciente con el valor limite de lectura o
valor cut-off. La muestra de los pacientes cuvas
absorbancias fueron mayores o iguales a la lectura del
valor limite, se consideraron positivas para la
Chlamydia trachomatis,

Los resultados obtenidos, fueron analizados por la
prucha del chi cuadrado, considerdndose significativa
las p <0.005.

RESULTADOS

En las 300 mujeres prostitutas investigadas, la
incidencia global de Chlamvdia trachomatis fue de un
21.3% correspondiendo a 64 casos positives, mientras
que en las 100 mujeres estudiadas del grupo control
solo se detectaron 8 casos positivos (8%) semin lo
demuestra la Tabla 1.

Tabla 1
Incidencia de la Chlamydiosis

en los tipos de poblacion estudiada
Junio 1991-Mavo 1992 Maracaibo-Venezuela

Tipo de poblacion Control Prostitutas

N %o N Yo
Positivo 8 8 64 21.3*
Negativo 92 92 236 78.7
TOTAL 100 100 300 100

N= Nilmero de casos  * P <0.003
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Tabla 11

. Incidencia de la Chlamydiosis segiin edad en la poblacién de prostitutas
Junio 1991-Mayo 1992 Maracaibo-Venezuela

EDAD 18-25 20-35 36-45 >45 Total

N %o N Yo N % N o N Yo
Positivo 17 183 32 224 12 225 3 43 64 21.6
Negativo 76 81.7 111 77.6 41 T7.4 4 o7 232 784
Total 93 100 143 100 53 100 7 100 296 100

La Tabla II demuestra que no hubo diferencias significativas en los grupos de edad estudiados.
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Tabla IV
Incidencia de la Chlamydiosis segiin raza
Junio 1991-Mayo 1992 Maracaibo-Venezuela
RAZA
Blanca Negra Indigena Mestiza Total
N Yo N % N %o N Yo N %
Positivo 39 235 2T 1 20 22 236 64 216
Negativo 125 76.5 33 94, 1 20 73 768 234 785
Total 166 100 35 100 2 100 95 100 298 100
N= Niumero de casos
La incidencia de Chlamydia teachomatis segiin los IV. El estudio estadistico no evidencié diferencias

grupos émicos estudiados esta demostrada en la Tabla significativas entre éstos.
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Tabla ¥

Incidencia de la Chlamydiosis segiin antecedentes de
enfermedades de transmision sexual

Junio 1991-Mavo 1992 Maracaibo-Venezuela

ANTECEDENTES
SI NO Total
N Yo N % N %
Positivo 30 22.T 33 20.6 63 21.6
negativo 102 73.3 127 79.4 229 78.6
Total 132 100 160 100 202 100.0
N= Niumero de casos

En la Tabla V se puede observar que la incidencia de enfermedades de transmisién sexual presente en las

infeccion por C. trachomatis, no varia infecciones por C. trachomatis.
significativamente por los antecedentes de

JLOHN

gﬁgﬁwmm 7

Tabla VII
Incidencia de la Chlamydiosis segiin el niimero de clientes por semana,
Junio 1991-Mayo 1992 Maracaibo-Venezuela

Niimero de Clientes/Semana
1-5 6-18 >10 Total
N % N % N % N %
Positivo 15 * 10.3 48  36.8 19 292 62 21.6
Negativo 131 89.8 48 63.2 46 708 225 78.4
Total 146 100 76 100 65 100 287 100

N= Nimero de casos * P > 0.002

En la Tabla VII se puede demostrar que la incidencia semana se obtuvo una incidencia de 10.3%, por lo que
de C. trachomatis, aumenta en funcién del niunero de se diferencia significativamente de los otros grupos,
contactos sexuales; en el grupo de 1 a 5 clientes por euva incidencia fue mucho mayor (36.8% v 29.2%).



DISCUSION
Las infecciones por Chlamydia trachomatis son las
mis frecuentes tanto en mujeres adultas como en
adolescentes, ocupando el primer lugar de prevalencia
entre las enfermedades de transmision sexual,
habiéndose detectado del 2% al 23% en mujeres
gestantes, del 15% al 33% en mujeres que acuden a las
consultas de enfermedades de transmisién sexual. v del
3% al 5% en la poblacién general femenina (5).

Se reporta que entre el 4 y 5% de mujeres
sexualmente activas son portadoras de Chlamydia
trachomatis en el cérvix v numerosos estudios han
demostrado que la misma poblacién que esta a riesgo
para otras enfermedades de transmision sexual, tienen
también un elevado riesgo para la Chlamydia
trachomatis (5).

Nuestros hallazgos sobre la incidencia de Chlamydia
trachomatis en la poblacién general se corresponden,
en cuanto a porcentajes, con los reportados por otros
autores (3). Esto indica que la suseeptibilidad de la
poblacion venezolana a la infeccién por esta bacteria
intracelular no presenta ninguna diferencia significativa
con la evidenciada en poblaciones de otras latitudes. La
diferencia estadistica encontrada entre los grupos
estudiados es ostensiblemente similar a la de otras
poblaciones, lo que indica una relacién directamente
proporcional entre los factores de alto riesgo como la
promiscuidad v la infeccién por este agente.

La infeccién real por Chlamydia trachomatis glohal
en nuestra poblacién, guizas no es demostrada por los
parametros utilizados por el M.S.A.S., debido a
subregistros de los casos, teniendo en cuenta, que las
secuelas inherentes a la afeccién por este agente son de
caracter grave,

La edad parece no ser un factor que incide en las
infecciones por este microorganismo. Esto contrasta con
estudios previos en los cuales se observé una relacién
inversamente proporcional entre la edad v la infeccién
(3).

sta contradiccion en nuestro estudio parece

deberse a un incremento en el ingreso de nuevas
prostitutas, especialmente en los grupos de mavor edad.
Es de hacer notar que la crisis econdmica sufrida por
nuestro pais en los tltimos afos, ha provocado que
extensos sectores de la poblacion se havan voleado a la
prostitucién como un medio de compensar sus
necesidades econdmicas. Esto se hizo evidente en las
entrevistas previas realizadas a la poblacion estudiada.
Magder v col (3) explicaban la relacién inversa entre
infeccion y edad, como debida a un anmento en la
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inmunidad de la poblacién. Si se tiene en cuenta que
este nuevo grupo que ingresa a la prostitucion en forma
tardia carece de la inmunidad preconizada por Magder
(3), podriamos explicar el por qué nuestro grupo carece
de diferencias significativas.

La incidencia de la infeccién segiin la nacionalidad de
los sujetos analizados no demostré ninguna
discrepancia entre autdctonos y foraneos. Es posible
que la mavoria de la poblacién extranjera estudiada
proviniera en gran porcentaje de Colombia y en un
menor porcentaje de los paises suramericanos
circunvecinos, lo cual indica que tanto su carga genética
como su idiosincracia social, son similares a los de
nuestra poblacién y, por tanto, no debe haber ninguna
diferencia en los grupos. En efecto, en Ecuador se
determiné una prevalencia en las prostitutas por
Chlamydia trachomatis similar a la de nuestro trabajo
(6).

adger v col (3) descubrieron una disimilitud

ignificativa en las infecciones por Chlamydia
trachomatis segiin la raza de los pacientes analizados.
Estos describen una prevalencia mavor en las mujeres
de razas negras o mestiza con respecto a las de raza
blanca. Nuestro estudio no determina ningiin tipo de
diferencia, va que probablemente la acentuada mezcla
genética que se presenta en nuestro medio no permite,
por los métodos epidemiolégicos usuales, discriminar
plenamente a qué raza pertenecen los individuos
estudiados, v por tanto nuestros grupos tienden a ser
mas heterogéneos que los ensayos previos reportados en
cuanto a carga genética se refiere. De este modo, la
diferencia estadistica que pudiera haber se diluye ante
unos limites raciales imprecisos.

La historia previa de enfermedades de transmision
sexual no varié los indices de infeccién por Chlamydia
trachomatis (Tablas V y VI). Otros estudios (3), han
demostrado resultados similares. Aparentemente las
enfermedades de transmisién sexual no predisponen ni
promueven inmunidad cruzada con respecto ala
presencia de Chlamydia trachomatis .

Este hallazgo es distinto al observado por autores
(7,8,9) en sus estudios realizados en hombres donde la
historia previa de contacto con algiin agente de
transmision sexual disminuye la posibilidad de
infeccion por Chlamvdia trachomatis . La causa de esta
diferencia es hasta ahora desconocida.

El analisis estadistico de la incidencia de la
enfermedad dependiendo del niumero de contactos por
semana determina una desigualdad significativa
(P>0.002) entre los grupos de hasta 5 contactos y
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aquellos mavores de 5. Esto evidencia una relacién
directamente proporcional entre ln promiscuidad v la
infeceion. El primer grupo representa individuos que
ejercen la prostitucion de manera casual o intermitente,
siendo por tanto sus condiciones sanitarias superiores v
su porecentaje de contaminacion hacteriana inferior a la
de otros grupos, en los cuales sitnamos a los individuos
cuvo ejercicio de la prostitucion es permanente. Esta
disparidad  observada  en coniliciones
socioeconomicas, evidenciarian las causas de las
diferencias encontradas.

Los estudios estadisticos al grmpo control no fueron de
cardcter relevante, debido al minimo porcentaje
observado en estos individuos.

las

CONCLUSIONES
xiste evidencia de asociacién entre promisenidad
e infeccion por Chlamydia trachomatis .Las
mujeres  analizadas come grupo control, no se
diferencian en la incidencia por este agente con
poblaciones controles de otros paises.No existe
diferencia significativa en cnanto a la edad,
nacionalidad, grupos éinicos v antecedentes de
enfermedades de transimision sexnal en la pohlacion
estudiada.
La presencia de este patégeno en los grupos
estudiados destaca su importancia potencial como
problema de salud piiblica en nuestro medio.
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PNEUMOCYSTIS CARINII

Axel Rodolfo Santiage S.*

Resumen de la conferencia dictada en el VI Congreso Venezolano de Bioanalisis
v VI Jornadas Cientificas de la SVBE
{aceptado para su publicacion: )

Si profundizas lo suficiente hacia el niclea de
las cosas, tendras ojos para ver lo invisible y
oidos para oir lo inaudible.

P Bosmans

newmocystis carinii fue descubierto en 1909 por
Chagas, cuien penso que se trataba de una
variante de un Trypanosoma. Posteriormente Delandes
(1912-1914), demostrd que era un género v especie
distinto denomindndolo P. carinii en honor al Dr.
Carinii. A partir de este momento fue estudiado como
una curiosidad meédica v solo en 1940, chando en
Europa aparece una neumonia en prematuros v nifos
malnutridos, es tomado en enenta va que produjo una
alta mortalidad en estos pacientes que no respondian a
los antibidticos de la época. Caracterizaba este tipo de
nenmonia, la presencia en los alveolos pulinonares de
sustancias “espumosas”, ademas del engrosamiento de
los tabigues inter-alveolares con infiltracidn por células
inflamatorias sobre todo plasmocitos,
En los anos 60, P. carinii es reconocido como uno de
los

causantes e

nenmonias  en  pacientes
inmunocomprometidos v desde la aparicidn del
Sindrome de Inmunodeficiencia Adeguirida (SIDA), a
comienzo de la década del 80, es eatalogado como uno
de los mds importantes parasitos productor de

NENmMonias

en  estos  pacientes vy en
inmunocomprometidos no-SIDA, (pacientes
transplantados, CArcinomas, terapias

inmunosupresivas, (uimioterapias, erc.).
En los Estados Unidos para 1988 se estimaban

150.000 casos de nemmonias por P carinii V ¥a para

finales del 92

estas cifras habian aumentado

* Jefe de la seccion de Micolagia. Depto, Bioandlisis
Haospital Uriiversitario de Caracas. Caracas. Tenezuela

Laberatorio Clinico Microbioldgice Loyola

El Centro de Control
Enfermedades Transmisibles, estima un millon de
personas infectadas con VIH, el 80% de estos
individuos podran desarrollar newmonia por P: carinii

considerablemente. de

durante su vida. No sabemos si estas cifras podrian
disminuir en los proximos afos. En nuestro pais,
aungue no existen cifras precisas, sabemos que el
panorama es aproximadamente igual, segiin se
desprende de reportes sobre este tipo de neumonia, en
especial en los pacientes con SIDA,

Aundgue la clasificacion del parasito v su ciclo de vida
todavia requieren ser investigados, la necesidad de un
diagnostico precoz es de extraordinaria importancia.

TAXONOMIA
estle hace muchos anos se esta debatiendo sobre
la taxonomia P.carinii.
investigaciones sobre la ultraestructura del erganismo
sugieren que se acerca mas a un hongo gue a un

de Recientes

protozoario. aungue hoy en dia signe apareciendo en los
textos e Parasitologia como un probable protozario.
La base de su cambio taxonémico a un hongo se
sustenta en la secuencia del ARN rihosomal mensajero
v la presencia de caracteristicas estructurales de genes
codificados por las enzimas dihidrofolato reductasa y
thimidilato sintetasa.

Estas caracteristicas hacen pensar ¢ue P. carinii estd
mas cerca de las levaduras y de los hongos que de los
protozoarios. La coloracién que toma con methenamina
de plata ayvuda a esta conclusion. Sin embargo, la
susceptibilidad a los antibidticos v su morfologia
general lo sigunen semejando a un pardsito. Otros
reportes sefialan gue existen reacciones cruzadas de P.
carinii con antisueros policlonales preparados contra
Aspergillus sp., lo gue soporta ain mas la naturaleza
fiingica e este organismo.

Eegt‘in estas recientes investigaciones, necesitamos un
niamero maver de pruebas para  concluir
definitivamente que P. carinii pudiera ser considerado
como un hongo.
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CICLO DE VIDA
Cmm:- va dijimos, el ciclo de vida de P. carinii tiene
muchas controversias, Presenta un eiclo sexual y
uno asexual (Fig. 1), Podemos resumir gue el ciclo co-
mienza luego de la ruptura de los quistes maduros, al
gquedar libres los cuerpos intracitoplasmaticos, se
transforman en trofozoitos haploides v posteriormente
en diploides por copulacién. Estos iiltimos formaron
nuevos (uistes a través de un complicado proceso,
donde juega un papel importante el “complejo
sinaptonemal”, en progresivas fases de meiosis. Se
forman por divisién sucesiva, cuatro v ocho niicleos los
cuales son envueltos internamente por la membrana
plasmitica, dando origen al quiste maduro con ocho
cUerpos intraguisticos.

Ademas del ciclo sexual, puede desarrollarse un ciclo
asexual por fision binaria vy por endogénesis de
trofozoitos haploides v diploides de donde recomenzara
un nuevo ciclo de vida.

Es interesante sefialar que P, carinii entra en contacto
con la superficie de las células del tracto respiratorio
(células epiteliales Tipo 1) v por invaginacion de la
membrana de dichas células, penetra v se desarrolla.

DIAGNOSTICO CLINICO
Ln presentacién clinica de la enfermedad
dependera del paciente involucrado.

Originalinente descrita en Europa esta neumonia
afectaba a ninos malnuiridos; en Estados Unidos se
ohservaha en
inmunodeficiencias congénitas. todos estos pacientes

pacientes  lencémicos vy  con

presentaban un proceso neumonico agudo, rara vez con
compromiso de otros drganos de la economia. En el
caso de pacientes con SIDA, ademéas de estas
manifestaciones clinicas, podemos  encontrar
infecciones extrapulmonares. Un porecentaje de los
pacientes transplantados pueden desarrollar neumonias
por P. carinii
reduciéndose el mimero de casos con el uso de
trimetroprimsulfamethoxazole. En general el paciente
sufre de intensa disnea y taguipnea. abundante
sudoracion, cianosis v/o palidez del cuerpo, tos seca,
con aumento poco marcado de la temperatura. La
muerte se produce por asfixia o insuficiencia cardiaca.

(1-6 meses post-transplante),

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Recoleccion de fa muestra

Como en todo diagnéstico Microbioligico el éxito del
mismo dependera de una buena muestra clinica. En un
principio el diagndstico de P. carinii , era realizado por
medio de biopsias pulmonares. Muestras de lavado
bronguicalveolar, lavados bronguiales y aspirados
transtragueales, son los utilizados con mas frecuencia
en los iltimos anos. No obstante, el esputo seriado
puede ayudar al diagnéstico de esta newmonia, a pesar
de ¢que los resultados obtenidos son menos precisos.

Es importante senalar gue muchos casos de
neumonias por P. carinii no excluyen la presencia de
otras infecciones oportunistas, sobre todo en los
pacientes con SIDA, por esta razon el estudio
microhiolégico completo debe realizarse cuando se
sospeche de algiin otro agente causal.

CICLO DE VIDA DEL PNEUMOCYSTIS CARINII
A. CIGLO SEXUAL
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Procesamiento de la muestra, escogencia de la
metodologia diagnéstica.

Hasta el presente, solo la demostracion del organismo
por medio de coloraciones de preparaciones en laminas,
concluye el diagnéstico. Muchas coloraciones han sido
utilizadas para este fin, la sensibilidad v especificidad
varia de una a otra, solo la experiencia de cada
laboratorio puede decidir cual es la mejor. el método
mas utilizado es el de methenamina de plata de
Gomori, sin embargo las coloraciones de Giemsa,
Gram, Calcofluor, Papanicolaou, Naranja de aeridina y
otras, han sido utilizadas por ser rapidas y ofrecer
resultados. La  incorporacion  de
Inmunoflucrescencia Directa ha permitido obtener
resultados mas rapidos v con una alta sensibilidad,
demostrando el organismo de una manera facil por el

buenos

caracteristico brillo verdoso que adquiere. El uso de
anticnerpos monoclonales para la deteccién directa del
organismo a partir de muestras biologicas permitiria
aumentar la especificidad v sensibilidad del diagnéstico
de P. carinii . Algunos reportes se han hecho
confirmando ¢ue esta metodologia podria ser superior a
las antes mencionadas,

INMUNODIAGNOSTICO
a respuesta especificn del huésped, celular o
humoral contra P. carinii hasta el presente ha

sido poeo dilucidada. Muy poca informacion existe
sobre la naturaleza antigénica del organisino o de la
respuesta del hospedero. Esto puede ser debido a la
dificultad de su aislamiento en los tejidos v de su
aislamiento en medios tradicionales,

Respuesta inmune humoral

Varias tecnicas han sido desarrolladas para el estudio
de la respuesta por anticuerpos. Las mas utilizadas son
la Inmunofluorescencia Indirecta, ELISA v Fijm:iflr: de
Complemento, detectando sobre todo Ig G. Aunqgue los
resultados no son excelentes, la deteccion de antigenos
solubles de P. carinii en el suero de los pacientes puede
ser de gran valor va que permitiria una aproximacion
con metodologia ripida al diagnéstico de la
enfermedad, incluvendo la deteceion de Ig M.

Respuesta Inmune Celular

Aungue puedan existir anticuerpos circulantes contra
P. carinii y los mecanismos de inmunidad celular son
importantes, no sabemos con claridad cual es el papel
de este tipo de respuesta contra el organismo. Se supone
que los Linfocitos T v sus mecanismos, de inmunidad
protegerian contra el desarrollo de P. carinii , hecho que
explicaria las nenmonias subclinicas; los macrofagos
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también intervendrian en estos mecanismos de defensa.
Otros factores que ayudan al huésped son el Sistema de
Complemento y los Leucocitos Polimorfonucleares,

En individues inmunocompetentes la respuesta
celular v humoral es requerida para una adecuada
defensa del hospedero contra P. carinii, como actian
estos mecanismos todavia no esta totalmente
establecido. El cultivo in vitro asi como también mayor
informacion sobre el comportamiento in vivo del
hospedero debe permitir en un futuro un mejor cono-
cimiento sobre la biologia de este organismo tan
controversial.
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INFECCIONES MICOTICAS EN EL PACIENTE
INMUNOSUPRIMIDO

Antonio Rios Fabra *
Resumen de la Conferencia dictada en el VI Congreso Venezolano de Bioanalisis
v VI Jornadas Cientificas de la SVBE

RESUMEN

Las infecciones micdticas oportunistas representan
una importante causa de morbi-mortalidad en
pacientes immunosuprimidos, euva incidencia ha
venido inecrementandose progresivamente en las ultimas
décadas debido al wso indiscriminado de potentes
antibidticos de amplio espectro, mayor empleo de
técnicas invasivas, mayor sobrevida de pacientes
oncologicos v la presencia de nuevas entidades
patologicas,

El objetivo de esta revision es enfocar tanto los
aspectos etiologicos, diagnésticos como terapéuticos v
especialmente preventives que sirva de orientacion
practica para el manejo de esta patologia.

ABSTRACT

The opportunistic fungal infections are playing an
increasing role in maorhi-mortality on
immunocompromised patients, specially in the last two
decades with a major advances in technology, the use of
potent broad spectrum antibacterial agents, the use of
invasive tljagn{:-sﬁc maodalities. and increasing munber
of new pathologies.

This article focuses on the etiology, diagnostic,
therapeutic options and specially prevention control
measures of these fungal diseases.

Hnsm la década de los 60, las infecciones
micdticas oportunistas, eran consideradas como
una rareza, sin embargo en los tiltimos 20 aiios, debido
a un conjunto de factores: como la creacion de las
unidades de terapia intensiva, el empleo de potentes
antibidticos de amplio espectro capaces de alterar la
flora hacteriana normal del individuo, la utilizacién de
técnicas invasivas para el control de los pacientes

* Médico Internista-Infectilogo. Jefe la Unidad de
Micologia. Servicio de Patologia Cliniea. Hospital Vargas de
Caracas. Consultante de la Unidad de Infectologia del
Haspital Vargas de Caracas.

mediantes catéteres intravasculares, sondas, ventilacion
mecinica, ete; el aumento de la sobrevida de pacientes
oncologicos gracias a esquemas quimioterdpicos mids
agresivos gue a su vez predisponen a periodos
prolongados de neutropenia v finalmente la presencia
de nuevas entidades patolégicas como infecciones en
pacientes con transplante de 6rganos o con sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA); ha traido como
considerable de las
mmfecciones micaticas: candidiasis, criptococosis,

consecuencia un aumento

aspergilosis, histoplasmmosis, incluso el surgimiento de
infecciones  por  hongos
“contaminantes”, pero con un poder patdgeno real en

considerados  como
estos pacientes inmunosuprimidos, tal es el caso de:
Fusarium, Pseudalescheria, Trichospornm, Alternaria,
ete. {Tabla I).

De todas las infecciones micoticas deseritas en los
pacientes immunosuprimidos, la candidiasis constituve
la mas frecuentemente aislada, siendo un
microorganisino ¢que coloniza la piel v diversas mucosas
como la orofaringe, recto, vagina, etc; pero solo invade
los catéteres, bajo circunstancias especiales como:
colocacion de sondas y catéteres, cirugia digestiva v la
administracion de antibidticos de amplio espectro v por
tiempo prolongado que provocan una disrupcion de la
flora normal facilitando el sobreerecimiento de la
Candida.

Pacientes que han sido expuestos a la inhalacién en el
medio ambiente de conidias de Aspergillus v que a su
vez tienen ciertos predisponentes como: neutropenia
prolongada, utilizacion crénica de esteroides, etc,
pueden presentarse con manifestaciones respiratorias
de sinusitis o bronconenmonia por aspergilosis o lo que
es peor aspergilosis diseminada con un alto indice de
letalidacl.

En individuos con
especialmente  cetoacidosis

politrammatizados, oncologicos o con SIDA, se puede

trastornos  metaholicos

diabética, pacientes

presentar Zigomicosis localizada en heridas o tracto



respiratorio superior, pero gue puede evolucionar
rapidamente hacia la necrosis, incluso con formas
diseminadas con mortalidad cercanas al 100% (Tabla
).
deh a la profunda v gradual inmunosupresion
que se evidencia en los pacientes con SIDA, se
describen con mayor freenencia tanto a nivel mundial
como en Venezuela, la reactivacion de infecciones
micoticas silentes hasta ese momento, pero que se
presentan con caracteristicas diseminadas o atipicas en
la medida que el paciente se encuentra en mayor
inmunosupresion, tal es el caso de criptococosis
extrapulmonar, candidiasis esofagica, histoplasmosis
diseminada. coccidioidomicosis vy paracoceidioi-
domicosis extrapulmonar, ete. La presentacion clinica y
los parametros de laboratorio, considerados carae-
teristicos en otras entidades son generalinente
ambhiguos o estin ausentes en estos pacientes. La
terapéutica nsualmente es de eficacia limitada, debido a
Ia incapacidad de respuesta del huésped al tratamiento,
con alto indice de toxicidad v efectos adversos, siendo
necesaria la aplicacion de terapias prolongadas, debido
a las frecuentes recaidas e infecciones persistentes.

Se han descrito recientemente casos de infeccion
diseminada por Malassezia furfur en individuos
recibiendo hiperalimentacion parenteral con emulsion
lipidica, la cual provee de nutrientes esenciales (acidos
largn) que favorece la
sobreproliferacion de estos microorganisinos presentes
en la piel v ¢que penetran al torrente circulatorio a través

grasos  de cadena

de catéteres intravasculares,
revio a sus manifestaciones invasivas, estas
micosis se caracterizan por su afinidad de
adherirse a superficies mucosas v cnerpos extrafios
como: catéteres, sondas, protesis, ete: siendo en la
mavoria de los casos necesario su extraccion para poder
erradicar al hongo.

El poder patogeno de estos mieroorganismos viene
dado por endotoxinas, asi como ciertas enzimas
(proteasas, fﬂ&fu]i[msus v oxidorreductasas) que
facilitan la invasion v lesion tisular, con alto grado de
necrosis, especialinente la aspergilosis v mucormicosis.

Con el avance tecnologico de los ulumos anos, el
descubrimiento v sintesis de drogas antimicrobianas
para combatir las infecciones hacterianas, ha sido
impresionante; sin embargo en el campo de las drogas
antimicoticas, son pocas las alternativas terapéuticas.
La Anfotericina B, de uso clinico desde finales de la
década tia:]w 50, sigue siendlo la droga de primera

eleccion para el manejo de las infecciones micoticas
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sistémicas en los pacientes imnunosuprimidos, con el
mavor rango de efectividad y espectro de accion de
todas las existentes v que incluve desde micosis
superficiales como dermatofitos, como también:
candidiasis, histoplasinosis, criptococosis,
paracoccidioidomicosis, cromomicosis, esporotricosis y
coccidioidomicosis entre otros. A pesar de esto, la
Anfotericina B no siempre resulta efectiva, debe
adiministrarse por via parenteral vy estd asociada con
una serie de efectos secundarios y reacciones adversas
entre las cuales se encuentra la nefrotoxicidad.

Cnn la entrada en la década de los 90, los nuevos

triazoles (Fluconazol e Itraconazol), con mayor
biodisponibilidad. tolerancia, potencia antimicotica v
menos efectos secundarios que los imidazélicos de
generaciones anteriores como Miconazol v Ketoconazol,
han constitnido una ayuda excelente en el manejo de
estas infecciones.

El Fluconazol, especialmente efectivo para el
tratamiento de candidiasis inclusive urinaria, por su
alta excrecion renal v para criptococosis tanto
pulmonar como extrapulmonar, dentro de ellas la
forma meningoencefalica, de frecuente presentacion en
pacientes con SIDA y con éxito terapéutico semejante
en algunos casos al de la Anfotericina B, con la ventaja
de poder wnsarla tanto por via parenteral en casos
severos como por via oral en casos de mantenimiento o
de infecciones menos graves,

El Itraconazol, ha demostrado utilidad en la terapia
de . candidiasis, aspergilosis, histoplasmosis,
paracoccidioidomicosis, incluso denmatofitos v tifias. Su
presentacion, hasta la fecha, es exclusivamente en
absorcién v
biodisponibilidad le permiten utilizarlo incluso en casos

capsulas, pero su  excelente
e infecciones sistémicas severas.
Buscando modalidades terapéuticas con la finalidad
de utilizar dosis menores o por menos tiempo, menor
toxicidad v un efecto sinergistico, desde hace algnnos
anos se _vienen,  empleando  combinaciones
antimicoticas, Se sabe tanto por estudlios in vitro como
clinicos que la Anfotericina B + Azoles (Ketoconazol,
Flueconazol e Itraconazel) son antagonicos para
Candida v Aspergiltus, pero resnltan altamente
La

antimicotico potente pero de alta incidencia de

sinergisticos para Criptococos, Flucitosina,
resistencia enando se utiliza como monoterapia, pero al
administrarlo con azoles o Anfotericina B, son
sinergisticos para Candida, Aspergillus v Criptococos

(Tabla 11).
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La presencia de infecciones micéticas diseminadas
en pacientes inmunosuprimidos, es una realidad
cada vez mas frecuente, pero es importante entender,
que en la mayoria de los casos es prevenible, si
tomamos ciertas medidas para su control como: 1)
Evitar el uso indiscriminado de antibiéticos de amplio
espectro, asi como su duracién en ocasiones
excesivamente larga. 2) Utilizando técnicas
estrictamente asépticas, tanto en la colocacién de los
catéteres intravasculares, evitando manipulaciones
innecesarias v frecuentes, asi como mantenerlos, al
igual que con las sondas urinarias, por mis tiempo del
necesario. 3) Diagndstico precoz de infecciones
micoticas localizadas, para evitar asi su diseminacion al
ser tratadas con prontitud. De esta forma estaremos
contribuyendo a evitar superinfecciones por hongos
oportunistas, ¢que vendrian a incrementar la morbi-
mortalidad de estos pacientes, va de por si en
condiciones criticas.

Tabla I

Infecciones micdticas en pacientes inmunosuprimidos

*Candida albicans

*Candida spp

*Aspergillus

*Zigomicosis

*Reactivacion de micosis latentes: Criptococcus
neoformans, Histoplasma capsulatum, Paracocci-
dioides brasiliensis.

*Nuevos patdgenos reconocidos:

Fusarium, Trichosporon beigelii, Pseudallescheria
boydii, Alternaria spp, Curvalaria spp, Malassezia
furfur,

Tabla II
Factores predisponentes a infecciones miciticas:

*Enfermedades hematologicas malignas/
Neutropenia prolongada

*Antibidticos de amplio espectro

*Uso de esteroides y terapia inmunosupresora

*Hiperalimentacion parenteral

*Catéteres intravasculares v sonda wrinarias

*Hiperglicemia v acidosis metabélica

*Desnutricién
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Tabla 111
Dmgaa antimicoticas

*Anfotericina B

*(riseofulvina

*Flucitosina

*Imidazoles: Miconazol, Ketoconazol, Fluconazol,
Itraconazol

*Lipopéptidos: Cilofungin v Nikomicina

BIBLIOGRAFIA

1.  Anaissic E. Bodey G.; Sarosi G. Ed. Focus on fungal infections.
An update on dingnosis and treatment. Clin Infect Dis. 1992;
14 Suppl. 1:51-5181.

2. Armstrong D. Treatment of
Clin Infeet Dis. 1993; 16:1-9.

3. Bodev G.; Buehmann B.; Duguid W. et al. Fungal Infections in
cancer patients: An international autopsies review. Eur, J. Clin.
Microbiol, Infect. Dis. 1992; 11:99-109

4. Drmz D. Ed. Svstemic fungal infections. Diagnosis and

treatiment IL [inf Dis. Clin. North., Am. 1989 3: 1:1-133.

Iiraconazole. The medical letter. 1993, 35; 888: 7-9.

Medoff G and Kobayashi G. Systemic fungal infections. An

overview. Hospital practice. 1991, 15 Feb. 41-532.

7. Nassowra Z.; Ivatury R.; Simon R.; et al. Cancdiduria as an
early marker of disseminated infection in crivically ill surgical
paticuts: The role of fluconazele therapy. The Jourmal of
Trawma. 1993; 35:2: 290-2935.

B. Rios F.A. Fichre ¥ neutropenia en pacicntes con eancer: Manejo
antimicrobiano. Rev. Yenz. Oncol. 1991; 3:1: 7-16.9.Rios
F.A. Fungemins en pacientes criticamente enfermos.
Antibicticos e nfeccion. 1992: 1; 1:30-337.

10. Rios F.A. Micosis v Sida. Antibidticos e Infeccidn. 1993; 1.3
12-21,11.

11. Rosenberg A and Brown A. Ed. Infection in the cancer patient.
Disease month. 1993. XXXIX; 7:5007-569.

12. Sarosi C.A. Amphotericin B. Sull the “Gold standard™ for
antifungal therapy. Postgraduate Medicine. 1990; 881:151-
166.

13. Speller D.; Wamock D. Ed. Development in the management
of fungal infection. Rev. Inf. Dis. 1991; 28. Suppl A: 1-10314.
Telenti A.; Steckelberg J.; Stockman L. et al. Quantitative
Blood Cultures in Candidemia. Mayo Clin. Proe. 1991;
66:1120-1123,

15. Terrel C and Hughes C. Antifungal Agents Used for Deep-
Seated myeotic infection. Maye Clin. Proc. 1992; 67:69-91.

16. Thompson S.; Bade P.; Taams M. and Chrvstal V.
Gastrointestinal mucormyeosis. Br ] Surg. 1991; 78:952-954.

17. Wamnock D. and Richardson M. fungal infections in the
compromised patient. 2nd Ed. 1991, h,J'"'h“ Wiley & Sons
Editorial.

18. Wilder J. Rios F.A.; Rodriguez M. et al. Infeccién sistémica por
Fusarivun sp. en una paciente inmuncsuprimicla, Presentacién
de una caso y revision de la literatura. Arch Hosp Vargas.
1990. 32; 3-4: 229-233.

BPI:H]I.'[‘II.I.I.i.’lI!i.t ﬁmsnl infections. -

=,



Beauperthuy

y su
MICroscopio

{nceptado para su publicacién: 10 agosto 1993)
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primero introducido en Venezuela en 1839 para el estudio de las
enlermedades
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n hombre inclinado sobre el microscopio es hoy

la imagen universal, la figura representativa de
la investigacidn. En la época de Beauperthuy (1807-
1871) no era asi, sus palabras semejan la voz de un
profeta: “Los progresos de la medicina dependen de los
de la quimica orginica y de la observacién
microscopica”.

Recién graduado de médico, Beauperthuy emprende
estudios microscopicos y adquiere un excelente
microscopio acromitico “Vincent Chevalier™. En 1838,
sale rumbo a Venezuela, en calidad de viajero
naturalista del Museo de Historia natural de Paris.
Antes presenta a la Academia de Ciencias los
resultados de las investigaciones hechas con su
condiscipulo y colega Adet de Roseville, segiin consta
en el “Compte Rendu des Séances™ Paris 2 de Octubre
de 1837 v en el “Journal des Connaissances Médicales™
Paris, Abril 1838, tituladas:

“Carta sobre la presencia de animalculos en diversas
secreciones v excreciones del hombre enfermo™; donde
anuncian haber encontrado animéleulos:

1. En el pus recogido en la superficie de llagas v
eXCTEeCiONes Venéreas;

2. en las materias excremenciales de los individuos
atacados de fichre tifoide:

3. en las orinas de los calculosos v de wvarios
individuos atacados de inflamaciones de la vejiga;

4. en el liquido de los hidroceles;

5. en las aguas de los amnios.

Lu mis importante es que en su conclusion

afirman que: “son los animalculos que
engendran la putrefaccién v no la putrefaccion quien
produce los animalculos™; "negando por primera vez la
generacion espontinea,

Ademas han observado que “en el mayor niimero de
enfermedades los globulos de la sangre estan
notablemente alterados™. Estos exiamenes son cosa
corriente hoy dia, pero entonces era sorprendente su
afirmacion: “Son agentes imperceptibles a la simple
vista, pero visibles al examen microscépico™ (p.52
“Travaux Scientifiques)”,

Al respecto el ilustre doctor Diego Carbonell,
escribio: “La justicia de la ciencia exige que se recuerde
que Beauperthuy no cree en la generacion espontanea
porque esta convencido de que para la produccitn de
la vida es necesario un germen, v ésta es la base
fundamental en la existencia de la Bacteriologia™,

En la segunda Memoria, Enero de 1838,
Beauperthuy somete al examen microscopico muestras
de un cancer escirroso; preocupado como hoy en



ACTA CIENTIFICA SVBE vovz w1 s

conocer la causa ignota de este mal. Esperamos llegara
& extinguirse en un futuro proximo debido a los
esfuerzos cientificos mancomunados.

Cumﬂ hombre de ciencia envié los resultados de

todas sus investigaciones, realizadas en Paris y

Venezuela, a la mas alta institucion cientifica: La
Academia de Ciencias de Paris, sobre malaria, fiehre
amarilla v célera, comunicacion fechada en Cumana 18
de Enero de 1856, publicada en la “Gaceta Oficial de
Cumana™ N° 57, 1854, v en “Comptes Rendus de
I'’Academie des Sciences”, Tome 42, 1856 Paris; en
“Escuela Médica™ N® 10-26 y 27 Caracas, Junio 1875 a
Abril 1876, dando a
descubrimiento.

Beauperthuy, al visitar a Venezuela en 1834, realizd
interesantes observaciones ¢ue presenté en su tesis
doctoral; descubrié entonces, que una enfermedad de
nuestros llanos, llamada por el wvulgo “gusano de
monte”, es causada por un zancudo, cuya larva cava
galerias en la piel del hombre v del ganado e indico
como extraerlo. Desde ese momento germind su idea de
la teoria insectil.

conocer su principal

Beauperthuy fue un gran clinico, examina al hombre
desde antes de nacer, al someter al microscopio el
liquido amnidtico que le rodea vy sigue su estudio tras
todo aquello que pueda causarle una enfermedad;
motivacion que le trae de nuevo al trépico ese mismo
ano de 1838, para investigar la causa de la fiebre
amarilla, que despertaba singular interés en Europa,
temiéndose fuera importada de América,

ara el notable médico Aristides Agramonte “El

hecho de que este hombre, antes de 1840, viajara
por las selvas de Venezuela, investigando con el
microscopio las enfermedades tropicales bajo su
observacion, lo hace lo suficiente merecedor del lugar
que reclamo para él entre los pioneros de la Medicina
Tropical”. Y afiadié “Pero en lo que mas deseo llamar
la atencion de la Sociedad es el hecho de que
Beauperthuy, tan lejos como en 1853, definitivamente
vio el papel de los mosquitos en la propagacion de la
malaria y de la fiebre amarilla™,

En 1839, se establece en Cumana: en 1844 revalida
en nuestra universidad su titulo de médico; trabaja v
exactitudes insospechadas hasta que Beauperthuy las
descubrié v que son hoy el patrimonio comin de la
medicina, hacen de este médico de genio el nudo donde
se bifurca la ciencia contemporinea. Su trinsito tiene
significacion de dignidad, prueba es el descubrimiento
de la inoculacion v transmisibilidad de la fiebre
amarilla por la picada del mosquito o zancudo.

Ante de concluir nos referiremos al microscopio de
Beauperthuy, el mas perfeccionado que habia salido en
su época. En 1824, Selligue mostrd ante la Academia de
Paris el microscopio construido segiin los datos de
Vincent Chevalier v de su hijo Charles Louis, en el cual
se hallaban atornillados unos tras otros varios pares de
lentes acromaticos, constituyendo asi un sistema de
objetivos. Por interposicion de una lente intermediaria
biconcava, se conseguia de este modo un poder
resolvente satisfactorio a la luz artificial. En otros
objetivos, Chevalier v su hijo, unieron por primera vez
las lentes que los componian mediante balsamo del
Canada. Ademis, en su microscopio se hallaba un disco
giratorio con diafragmas dispuestos bajo la platina,
dispositive que antes sélo habia sido usado en las lupas.
La acreditada y simple construccion de los ohjetivos
acromiticos, de fuerte aumento, siguié siendo la misma

por largo tiempo.
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