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EDITORIAL

En este afio 2009, damos inicio a la instalacion de una nueva Junta Directiva que dirigira los destinos de nuestra sociedad hasta
el afio 2010.

Este nimero quisimos dedicarlo a “Laboratorios emblematicos”, aquellos laboratorios que son dirigidos por Bioanalistas
dedicados a su profesién, de gran trayectoria y preocupados por el desarrollo cientifico y social del Bioanalisis, a ellos ofrecemos
este nimero, no son todos los que aqui estan, pero esperamos se incorporen a nuestra revista en un futuro.

Esta Junta Directiva tiene como una de sus mas importantes metas el desarrollo del nivel cientifico de la profesion, es necesaria
la actualizacién de nuestros conocimientos cada dia, a través de cursos, talleres, diplomados, etc. Todo esto de la manera mas
facil y accesible al Bioanalista, utilizando las herramientas mas sencillas como la informacion en linea. Necesitamos la
incorporacion del mayor nimero de especialistas que se unan a esta tarea de comunicacion cientifica a nivel nacional.

Como ente ejecutor de las politicas de educacién, ciencias y tecnologia de la Federacion de Colegios de Bioanalistas de Venezuela
esperamos contar con el apoyo del Comité Ejecutivo y de todos los colegios para llevar adelante todos estos planes en beneficio
de nuestra profesion.

Es necesario destacar la importancia de nuestra publicacion cientifica donde invitamos a todos los colegas y profesionales de la
salud a publicar y de esta manera divulgar sus contribuciones cientificas, y asf tener un profesional cientificamente informado
como lo requiere el mundo actual.

Dra. Ana Monz6én de Orozco
Presidenta
Sociedad Venezolana

de Bioanalistas Especialistas
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Contaminacion extrinseca de soluciones parenterales
y medicamentos en frascos multidosis

Medina Mota Karen Marlenis !, Sierra Ruiz Carmen Isabel !, Orellan de Garcia Yida !, Guevara Patifio Armando *?

RESUMEN

Las infecciones nosocomiales ocurren durante las 48-72 horas después del ingreso a un centro de salud o luego de un periodo definido tras
el alta, uno de los vehiculos para este tipo de infeccion son las soluciones parenterales (SP) y los medicamentos en frascos multidosis (FMD).
Se determind la frecuencia de contaminacion extrinseca de SP y FMD en algunos servicios de hospitalizacion del Complejo Hospitalario
Universitario “Ruiz y Paez” en Ciudad Bolivar-Venezuela. Se analizaron 95 SP y 82 FMD para un total de 177 muestras, las cuales se
cultivaron y los microorganismos aislados fueron identificados a través de pruebas biogquimicas convencionales. De las 177 muestras evaluadas,
42 (23,73%) presentaron crecimiento de microorganismos. El 27,36% de las SP y el 19,51% de los FMD resultaron contaminados. Los
microorganismos mas frecuentemente aislados fueron Bacillus sp. (55,30%), Candida albicans (14,88%) y Staphylococcus coagulasa negativos
(8,52%). Se concluyé que durante el periodo estudiado en las soluciones parenterales predominé la contaminacién por microorganismos
ambientales, mientras que las levaduras predominaron en los frascos multidosis especialmente en los de sulfato de magnesio.

Palabras clave: Infeccion nosocomial, solucion parenteral, medicamento en frasco multidosis.

Extrinsic contamination of parenteral solutions
and multiple-dose vials

SUMMARY

Nosocomial infections occur during the 48-72 hours after admission to a health centre or after a defined period after discharge, one of the
vehicles for this type of infection are the parenterals solutions (PS) and parenteral drugs in multidose vials (MDV). We determinated the
prevalence of extrinsic contamination of PS and MDV hospitalization in some services of the Hospital Universitario “Ruiz and Paez” in
Ciudad Bolivar-Venezuela. We analyzed 95 PS and 82 MDV for a total of 177 samples, which were cultivated and isolated microorganisms
were identified by conventional biochemical tests. Of the 177 samples tested, 42 (23.73%) had growth of microorganisms. The 27.36% of
the PS and the 19.51% of MDV were contaminated. The most commonly isolated microorganisms were Bacillus sp. (55.30%), Candida
albicans (14.88%) and coagulase negative Staphylococcus (8.52%). It was concluded that during the period studied in parenteral solutions
prevailing contamination by environmental microorganisms, while yeast predominated in especially in multidose vials of magnesium sul-
fate.

Keywords: Nosocomial infections, parenteral solution, multiple-dose vials.

1. Escuela de Ciencias de la Salud “Dr. Francisco Battistini Casalta” Universidad de Oriente. Ciudad Bolivar, estado Bolivar, Venezuela.
2. Unidad de Infectologia y Microbiologia Médica Complejo Hospitalario Universitario “Ruiz y Paez”. Ciudad Bolivar, estado Bolivar, Venezuela.
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Contaminacion extrinseca de soluciones parenterales y medicamentos en frascos multidosis

Introduccion

La terapia intravenosa (1V), descrita por primera vez en 1832
para tratar a los pacientes con colera, ha adquirido gran
importancia en el tratamiento de diferentes patologias. En la
actualidad, mas de la mitad de los pacientes hospitalizados
reciben terapia IV y aunque este método es altamente seguro
y en muchos casos puede salvar vidas, no carece de
complicaciones (1). Una de éstas es la produccién de
infecciones por la administracion de soluciones o
medicamentos contaminados (2).

La contaminacién microbiolégica de los medicamentos y
fluidos intravenosos puede clasificarse en intrinseca o
extrinseca segun sea su origen. La intrinseca sucede cuando
estas sustancias se contaminan microbiol6gicamente antes de
su utilizacion, es decir durante la fabricacion, el transporte y
el almacenado. Hoy en dia esto ocurre raramente. En tanto,
que la extrinseca es la que se origina como resultado de las
manipulaciones de los recipientes contenedores de la solucion
a administrar asi como del sistema de administracion (1).

La medida de control mas importante para prevenir la
contaminacion de los recipientes contenedores de soluciones
y medicamentos es el uso de una jeringa y de una aguja estériles
para cada administracion debido a que esto proporciona el
nivel mas alto de seguridad al recipiente. En muchos paises es
comun la préactica de reutilizar dicho sistema en ausencia de
medidas elementales para prevenir la contaminacién, lo cual
ha sido asociado a las infecciones intrahospitalarias (3,4).

Algunos autores han documentado la capacidad de ciertos
microorganismos para reproducirse y contaminar las
soluciones parenterales, una vez inoculados en las mismas.
Maki et al., (1973) encontraron que varios miembros de la
tribu Klebsiellae presentan un crecimiento rapido de 10°
organismos/ml e incluso concentraciones que sobrepasan 10°
microorganismos/ml en un periodo de 24 horasy son incapaces
de enturbiar de manera perceptible las soluciones [5]. Asi
mismo, se ha determinado que las soluciones de nutricion
parenteral contaminadas durante su uso con Mucor sp se
enturbian de manera visible, observandose colonias
algodonosas inclusive a las 48 horas de utilizacion (2). Lo
mismo ocurre con los medicamentos en frascos multidosis
(FMD), los cuales son reutilizados y en muchas ocasiones se
les deja una aguja insertada en el tapdn ente un uso y otro, la
cual es una ruta directa para que los microorganismos entren
en el frasco y contaminen el liquido (3,4). Existen en la
literatura reportes de infecciones intrahospitalarias asociadas
a FMD. Por lo menos 17 estudios divulgaron brotes con varias
especies de hongos y de bacterias, que crecieron en diversos
tipos de medicamentos de frascos contaminados, que eran
reutilizados (6).

En los hospitales debido a la conveniencia y a la disminucion
de los costos se promueve el uso de los frascos multidosis,
asumiendo que su contenido seguira siendo estéril a pesar del
uso repetido. Los resultados de estudios recientes indican que
los indices de contaminacion bacteriana en los FMD son de
hasta 27%. Sin embargo, la adicién de elementos
bacteriostaticos, el uso de medicamentos de dosis Unica y la
aplicacion de técnicas asépticas ha disminuido el grado de
contaminacion (7).

En Venezuela existen muy pocos estudios donde se haga la
descripcion de brotes de infeccién intrahospitalaria y se
establezca la fuente de infeccion asi como el o los
microorganismos implicados. En el Complejo Hospitalario
“Ruiz y Paez” en Ciudad Bolivar, estado Bolivar, Venezuela,
contamos con un sistema de vigilancia de infecciones
intrahospitalarias dirigido a los Servicios de Perinatologia,
basado en los resultados del Laboratorio de Microbiologia.
En el marco de este sistema, en el afio 2004 se determind que
la principal fuente de transmisidon de infecciones
intrahospitalarias en los Servicios de Perinatologia eran las
soluciones de nutricion parenteral parcial, las cuales fueron
contaminadas con Enterobacter aerogenes durante su
preparacion. Este microorganismo se logré recuperar de las
soluciones parenterales que estaban en uso asi como de los
neonatos que las estaban recibiendo (8). Por este motivo, se
decidi6 investigar si en la actualidad persiste el fendmeno de
la contaminacion extrinseca de soluciones parenterales y FMD,
en los Servicios de Perinatologia asi como en otros servicios
hospitalarios.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio prospectivo, descriptivo, no experimen-
tal, en el cual se evaluaron desde el punto de vista
microbiolégico las soluciones parenterales (SP) y los FMD
que estaban en uso en los Servicios de Emergencia de Adultos
y Pediatria, Perinatologia | y Il y la Sala de Rehidratacion del
Complejo Hospitalario Universitario “Ruiz y Paez” en Ciudad
Bolivar — Venezuela, durante el periodo de Enero a Marzo del
afio 2006.

Toma de muestras: Se realizaron estudios microbioldgicos
puntuales sin previo aviso, donde se tomaron muestras de las
SP que estaban administrandose en ese momento y de los FMD
que estaban en uso. A cada solucion y/o frasco se le asignd un
nimero y se le llend la ficha disefiada para el registro de los
datos correspondientes (fecha de recoleccion, el servicio, tipo
de solucién, presencia de agujas o perforaciones maltiples en
los tapones, microorganismos aislados). Al momento de tomar
la muestra se limpio6 la parte superior del frasco de SP o FMD
con unatorunda de algodén empapada con alcohol isopropilico
al 70%, se espero a que secara el alcohol y posteriormente se
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procedid atomar 5 ml de cada solucion. Estas muestras fueron
trasladadas al laboratorio de manera inmediata (9).

Una vez en el laboratorio se procedi6 a inocular y diseminar
con el asa bacterioldgica calibrada, una asada de las muestras
en Agar Tripticasa Soya (HiMedia), Agar MacConkey
(HiMedia) y Agar Manitol Salado (HiMedia) por la técnica
de siembra por agotamiento (10), la solucién restante se
trasvaso a un tubo con Caldo Tripticasa Soya. Los medios de
cultivos sélidos inoculados, se incubaron a 35°C por 24 horas,
luego de este tiempo se observd si habia desarrollo microbiano,
en los casos afirmativos se procedio a la descripcion de las
colonias, examen directo, observacion mediante la coloracion
de Grame identificacion bioquimica. Las muestras inoculadas
en los medios liquidos se incubaron hasta por siete dias a 35°
C con observacion diaria. Los caldos que presentaron turbidez
se subcultivaron en agar sangre y se incubaron por 24 horas a
35°C (11). Luego se procedio a realizar observacién macro y
microscopica e identificacion bioquimica de los
microorganismos aislados. La identificacion bioguimica se
realiz6 de acuerdo a los métodos clésicos. Los resultados
fueron analizados a través de de la aplicacion de los
estadigrafos Chi-cuadrado y el test exacto de Fischer para
verificacion de la independencia de las variables.

Resultados

Se evaluaron un total de 177 soluciones, de las cuales 95
(53,67%) fueron SPy 82 (46,33%) correspondieron a los FMD.
Se determind que el 23,73% (42) de todas las soluciones
parenterales y medicamentos estudiados presentaron desarrollo
microbiano.

Al discriminar el tipo de solucién, se encontré que las
parenterales presentaron mayor contaminacion (26; 27,36%)
con relacion a los FMD (16; 19,51%), sin embargo esto no
fue estadisticamente significativo (p> 0,05) (Figura 1).

Figura 1. Tipos de soluciones estudiadas seguin crecimiento
microbiano.
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El Servicio de Perinatologia I result6 ser el mas afectado con
35,71% (15) de las soluciones contaminadas, seguido por la
Emergencia de Adultos con 21,43% (9), la Emergencia
Pediatrica con 19,05% (8), la Sala de Rehidratacion con
14,29% (6) y Perinatologia Il con 9,52% (4). Al discriminar
las soluciones segun su tipo por servicio estudiado se encontrd
que de 16 soluciones parenterales estudiados en el Servicio
de Perinatologia I, el 62,2% (9) presentaron crecimiento
microbiano, seguido de la Emergencia Pediatrica (13 estudiadas,
53,85% contaminadas), Perinatologia Il (8 estudiadas, 25%
contaminadas), Sala de Rehidratacién (11 estudiadas, 18,2%
contaminadas) y la Emergencia de Adultos (47 estudiadas, 6%
contaminadas) (Figura 2). En el caso de los medicamentos en
frascos multidosis, el Servicio de Perinatologia | también presentd
la mayor frecuencia de contaminacidn, encontrandose que de un
total de 15 frascos estudiados, el 40% estaban contaminados,
seguido por la Sala de Rehidratacion (19 estudiados, 21,1%
contaminados), Emergencia de Adultos (19 estudiados, 15,8%
contaminados), Perinatologia Il (16 estudiados, 12,5%
contaminados) y la Emergencia pediatrica (13 estudiados, 7,7%
contaminados) (Figura 3).

Figura 2. Soluciones parenterales segin servicio y
desarrollo microbiano.

Los microorganismos encontrados en todas las soluciones
estudiadas fueron Bacillus sp (55,30%), seguido de Candida
albicans (14,88%) y Staphylococcus sp coagulasa negativos (S.
epidermidis, S. hominis, S. simulans y S. warneri) (8,52%),
también se aislaron Acinetobacter baumannii, Corynebacterium
sp., Candida tropicalis y Rhodotorula rubra (4,26% cada uno),
Enterobacter cloacae y Elizabekingia meningoseptica (2,13%
cada uno). En los medicamentos en frascos multidosis, donde se
aislo el mayor nimero de microorganismos fue en el sulfato de
magnesio, donde destaca Candida albicans con un total de 25%
(5/20) (Tabla 1). Mientras que en las soluciones parenterales,
especificamente en Dextro-sal 0,45% Yy solucidn fisioldgica,
predomind Bacillus sp en un 25,94%y 22,23% respectivamente
(Tabla 2).
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Figura 3. Medicamentos en frascos multidosis segun
servicio y desarrollo microbiano.

Tabla 1. Medicamentos en frascos multidosis y micro-
organismos aislados.

Medicamentos en

frascos multidosis Microorganismos aislados n %
Sulfato de magnesio Candida albicans 5 25
Rhodotorula rubra 2 10
Candida tropicalis 2 10
Bacillus sp. 2 10
Cloruro de potasio 7,5%  Bacillus sp. 2 10
Candida albicans 1 5
Corynebacterium sp. 1 5
Bicarbonato de sodio 5%  Acinetobacter baumannii 1 5
Bacillus sp. 1 5
Lidocaina 2% Bacillus sp. 2 10
Fluconazol Bacillus sp. 1 5
Total 20 100

Tabla 2. Soluciones parenterales y microorganismos
aislados.

Soluciones parenterales Microorganismos aislados %

=}

Solucién fisiol6gica Bacillus sp. 6 22,23
Elizabekingia meningoseptica 1 3,70
Staphylococcus warneri 1 3,70
Staphylococcus hominis 1 3,70
Corynebacterium sp. 1 3,70
Acinetobacter baumannii 1 3,70
Dextrosa al 5% Staphylococcus simulans 1 3,70
Staphylococcus epidermidis 1 3,70
Bacillus sp. 5 18,53
Dextro-sal 0,45% Bacillus sp. 7 25,94
Nutricién parenteral parcial Candida albicans 1 3,70
Enterobacter cloacae 1 3,70
Total 27 100
6

Discusion

Las infecciones intrahospitalarias constituyen actualmente un
problema en el &mbito mundial debido a que pueden producir
elevadas tasas de morbilidad y mortalidad con el consecuente
aumento de costos para el sistema de salud. Durante las
investigaciones de brotes de infecciones nosocomiales se ha
podido determinar que las soluciones parenterales, los
medicamentos en frascos multidosis y monodosis, asi como
los hemoderivados podrian servir como reservorio para
microorganismos patégenos y ser la fuente de infeccion (11).
La bacteriemia relacionada con la infusion de las soluciones
parenterales requiere cultivos positivos con el mismo germen
de la sangre y solucidn difundida. Sin embargo, se considera
que la sola contaminacién masiva de la infusién es un criterio
diagndstico suficiente de bacteriemia de origen
intrahospitalario para fines de la epidemiologia de los
hospitales (12).

Los microorganismos responsables de la mayoria de las IN
son Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Escherichia coli,
Klebsiella spp., Pseudomonas spp., Citrobacter sp.,
Enterobacter spp., Proteus spp., Serratia spp., Bacillus spp.
y Candida spp. (13). En nuestro estudio se aislaron algunas
de estas especies.

Los resultados de esta investigacion evidencian que el 23,73%
de las muestras estudiadas estaban contaminadas por
microorganismos. Los estudios publicados sobre
contaminacion de medicamentos en frascos multidosis y
soluciones parenterales presentan una considerable variacion
en las tasas de contaminacion bacteriana que oscila entre 0%
y 27%, encontrandose en algunos de estos, una tasa de
contaminacion alarmante (6). Uno de ellos, realizado en
México, donde se estudiaron soluciones parenterales, reportd
una frecuencia de contaminacion del 12,9%, con predominio
de bacilos Gram negativos (12), mientras que una investigacion
de 47 medicamentos en frascos multidosis, realizada en
Canada, se demostrd contaminacion en siete de los
medicamentos estudiados (15%). Entre los microorganismos
aislados se incluyen: Staphylococcus coagulasa negativo,
Streptococcus viridans, hongos y Bacillus sp. (7). Estos
resultados son comparables con nuestra investigacion, sin
embargo, en esta predominaron los bacilos Gram positivos.
Asi mismo, en un estudio realizado en Caracas, donde se
analizaron 15 medicamentos en frascos multidosis utilizados
en mesoterapia, se aislaron microorganismos tales como
Cladosporium sp., Aspergillus terreus, Rodothorula rubra,
complejo Enterobacter agglomerans, Serratia odorifera,
Burkholderia cepacia, Mycobacterium fortuitum y M.
abscessus; debido a que estas especies de micobacterias
también se aislaron de lesiones de pacientes tratados con estas
sustancias, los autores sospecharon que dichos productos
fueron la fuente de infeccion (14). Los medicamentos en
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frascos multidosis también pueden ser un vehiculo para algunos
virus, entre ellos los virus de la Hepatitis B y C (15,16).

Los medicamentos en frascos multidosis frecuentemente
pueden contaminarse durante su manipulacién o mediante las
multiples punciones con agujas, por tanto es mejor utilizar,
siempre que sea posible, los medicamentos en frascos
monodosis en lugar de los multidosis, debido a que estos
Gltimos son propensos a la contaminacion microbiana y de
esta manera se convierten en una fuente potencial de infeccion
intrahospitalaria (3,4,17,18). Durante la realizacion de este
estudio se observo en varias ocasiones que medicamentos en
frascos multidosis que estaban en uso, se les habia dejado
agujas en los tapones y medicamentos en ampollas monodosis,
de los cuales se usé s6lo una fraccion de su contenido,
permanecieron abiertos para ser utilizados en otros pacientes.
Se presume que este mal habito facilita la entrada de
microorganismos ambientales tales como Bacillus spp., al
interior de los frascos y ampollas. También se observaron
frascos que a pesar de no presentar agujas, poseian multiples
perforaciones en el tapén, lo cual también puede ser una via
para la contaminacién. Esto también ha sido reportado por
otros autores (18,19).

En los tltimos afios, han sido frecuentes los informes de brotes
de infeccion intrahospitalaria causados por levaduras,
principalmente del género Candida. Estos brotes pueden
deberse no solamente a contaminacion de fluidos para infusion
intravenosa, sino también a infecciones cruzadas a través de
manos contaminadas (20,21). Las levaduras requieren
nutrientes para su desarrollo tales como el carbono y el
nitrégeno, siendo los macroelementos indispensables el fosforo
que se emplea cominmente en forma de acido fosforico y el
magnesio como sulfato de magnesio (22). En este estudio se
aislo el mayor nimero de levaduras en frascos multidosis de
Sulfato de Magnesio, cabe destacar que en estos medicamentos
se encontraron cultivos mixtos de Candida albicans, Candida
tropicalis y Rhodotorula rubra.

A pesar de que en nuestro estudio predomind la contaminacion
de las soluciones parenterales por bacilos Gram positivos, se
debe tener en cuenta que por lo general, la contaminacion de
las soluciones parenterales es debida a especies de Klebsiella,
Enterobacter o Serratia, ya que estos gérmenes tienen un
crecimiento rapido en soluciones que contienen glucosa, a
pesar de que el inoculo sea bajo (9,23,24). Estudios sobre los
patrones de crecimiento de microorganismos seleccionados
en soluciones parenterales comunes, evaluando sus
implicaciones para las bacteriemias nosocomiales han
demostrado que la solucién Ringer Lactato es un buen medio
de cultivo para bacilos Gram negativos y la Dextrosa al 5%
en agua es un medio pobre excepto para algunas bacterias de
la tribu Klebsiellae (25).

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana

En este estudio se aislaron dos cepas de Corynebacterium sp
en el Servicio de Emergencia de Adultos, cabe destacar que
una se aislé de un medicamento en frasco multidosis (Cloruro
de Potasio al 7,5%) y la otra cepa de una solucion fisioldgica
que estaba complementada con dicho medicamento que se le
estaba administrado a un paciente, ambas soluciones fueron
muestreadas el mismo dia, por lo que se infiere que la solucion
parenteral se contamind al momento de ser complementada
con dicho medicamento.

Diversos factores pueden estar asociados a las bacteriemias
debidas a la contaminacion extrinseca de las soluciones por la
preparacion de mezclas, entre los mas importantes se
mencionan la carencia de materiales y equipos y especialmente
los errores cometidos en los procedimientos para el manejo
aséptico y adecuado de las soluciones por el personal
responsable de prepararlas (19,23). Algunos estudios han
demostrado unarelacion directa, siendo las manos del personal
el principal vehiculo de transmisién de agentes patégenos que
infectaron a los pacientes (9,26). Aunque el objetivo de este
estudio no fue demostrar la relacion directa entre los
microorganismos aislados de las soluciones parenterales y
medicamentos en frascos multidosis con las encontradas en
las manos del personal, esta es la via mas probable de
transmision, especialmente en el caso de contaminacion por
bacilos Gram negativos y cocos Gram positivos (10,19). En
esta investigacion se aislé en una solucién de nutricion
parenteral parcial en uso, una cepa de Enterobacter cloacae,
a este paciente se le tomd una muestra para hemocultivo donde
se logro el aislamiento de dicha bacteria. Este hallazgo coincide
con reportes anteriores (8,10). En nuestro hospital, en un
estudio donde se evaluaron seis soluciones parenterales que
se le estaban administrando a neonatos, cuatro presentaron
crecimiento bacteriano y al comparar las cepas aisladas de los
hemocultivos de los pacientes y de las soluciones parenterales
demostraron que poseian el mismo patrén de susceptibilidad
(8). EI hecho de que se aislaran microorganismos de las
soluciones de nutricién parenteral parcial, las cuales requieren
para su preparacion la mezcla de varios componentes, reafirma
que las manos del personal juegan un papel preponderante. Es
importante resaltar que el lavado de manos puede reducir en
mas de un 50% las tasas de infeccion y de contaminacion de
soluciones (27).

En conclusion, se demostré que durante el periodo estudiado
las soluciones parenterales y los medicamentos en frascos
multidosis, predominé la contaminacion por microorganismos
ambientales en las soluciones parenterales, mientras que las
levaduras predominaron en los frascos multidosis especial-
mente en los de sulfato de magnesio.
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Flora vaginal en adolescentes con embarazo a término
y su relacion con rotura prematura de membranas
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar la relacion existente entre flora vaginal y rotura prematura de membranas, en adolescentes embarazadas
que acudieron a la consulta prenatal de la Maternidad “Dr. Armando Castillo Plaza” (MACP), perteneciente al Servicio Autonomo Hospital
Universitario de Maracaibo. El disefio de este estudio fue explicativo, cuasi experimental. La poblacién y muestra estuvo representada por 80
adolescentes embarazadas, en el Gltimo trimestre de gestacion. EI método de recoleccion de datos estuvo constituido por una entrevista
personalizada y los datos fueron recogidos en un formulario conformado por preguntas abiertas. A todas las pacientes se les tomd muestra
para cultivo de secrecion vaginal identificandose la flora vaginal presente. Como resultados obtenidos se tuvo que la poblacién mayormente
afectada fueron las adolescentes mayores de 17 afios; iniciando su actividad sexual entre los 15 y 17 afios, las cuales viven en concubinato
y pertenecen al Nivel V segun Graffar. El diagnéstico de RPM se realiz6 a través de la maniobra de Tarnier y el Test de Nitrazina, con un
periodo de latenciade 6-12 horas, la edad gestacional estuvo entre las 37-38 semanas. Los microorganismos reportados fueron bacilos Gram
positivos en un 46%, combinacion de bacilos Gram positivos y Gram negativos en el 16%, levaduras en el 15%, bacilos Gram negativos 8%
y virus de papiloma humano (VPH) 3%. El cultivo de secrecion vaginal fue positivo en el 57% de los casos, siendo Candida albicans el
microorganismo predominante (25%). Se concluye que existe relacion entre la flora vaginal patégena y RPM en las adolescentes con
embarazo a término.

Palabras clave: Flora vaginal, rotura prematura de membranes, adolescentes embarazadas.

Vaginal flora in pregnant adolescents with membrane
premature failure

SUMMARY

The objective of this work was to determine the existing relation between vaginal flora and membrane premature failure, in pregnant
adolescents who went to the consultation of Maternity “Dr. Armando Castillo Plaza” (MACP), pertaining to the Independent Service Univer-
sity Hospital of Maracaibo. The design of this study was explanatory, cuasi experimental. The population was represented by 80 pregnant
adolescents, in the last trimester of gestation. The method of data collection was constituted by a customized interview and the data were
gathered in a form conformed by open questions. All the patients were taken vaginal secretion culture identifying the vaginal flora present.
As obtained results it were had population mainly affected was the greater adolescents of 17 years ; initiating its sexual activity between the
15 and 17 years, which live in concubines and belong at Level V according to Graffar. The diagnose of MPF was made through the maneuver
of Tanier and Test of Nitrazina with a period of 6-12 latency hours; the gestacional age was between the 37-38 weeks. The reported micro-
organisms were Gram positive bacilli in a 46%, combination of Gram positive and Gram negative bacilli in 16%, yeast in 15%, bacilli Gram
negative 8% and human papiloma virus (HPV) 3%. Vaginal secretion culture was positive in 57% of the cases, being Candida albicans
predominant microorganism (25%). One concludes that relation between the pathogenic vaginal flora exists and MPF in the adolescents with
pregnancy upon maturity.

Key words: Vaginal flora, membrane premature failure, pregnat adolescents.
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Flora vaginal en adolescentes con embarazo a término y su relacion con rotura prematura de membranas

Introduccion

La ecologia microbiana del cuerpo humano comprende
diversos compartimentos, siendo la vagina uno de ellos, en el
cual conviven muchas especies de microorganismos
interactuando entre si'y con el huésped. La vagina, como todo
compartimiento, es estéril hasta el término de la vida fetal. Al
igual que otras estructuras de revestimiento, la vagina de la
recién nacida es colonizada por microorganismos durante su
paso por el canal del parto o inmediatamente después, y a
continuacion se halla expuesta a diversas posibilidades de
invasion microbiana (1).

La flora vaginal (FV) normal, si bien varia en las diferentes
etapas del desarrollo y crecimiento femenino, esta constituida
en la vida adulta por distintas especies de gérmenes aerobios,
anaerobios obligados y facultativos, y la llamada flora lactica
(bacilos de Doderlein), esta ultima responsable de mantener
el pH vaginal entre 4,5y 5, al desdoblar a acido léctico el
glucégeno de las células epiteliales vaginales, produciendo
peréxido de hidrégeno, el cual, controla el crecimiento de
anaerobios, otras bacterias, e incluso algunos virus (2-4).

Lo antes expuesto, se evidencia durante el embarazo, en éste
ocurren marcados cambios del medio hormonal, debido a lo
cual se produce alteracién en la FV, existe reemplazo de
Lactobacilos de Doderlein lo que vuelve el pH vaginal menos
acido, facilitando asi la proliferacion de diferentes agentes
patégenos, haciendo de las infecciones cervico-vaginales un
trastorno frecuente durante el embarazo y a menudo dificil de
erradicar, produciéndose recurrencias de las mismas, esto
afecta directamente la gestacion, incrementando el nimero de
abortos espontaneos, rotura prematura de membranas, trabajo
de parto prematuro, bajo peso al nacer y fiebre post parto (5-
8).

Asi mismo, en la adolescente, debido a los cambios propios
durante esta etapa de la vida, las células de la vaginay cervix
son mas susceptibles a contraer infecciones, esto esta dado
por varios factores, unos atribuibles a sus caracteristicas
bioldgicas y otros a conductas sexuales riesgosas. Aeste hecho
se suma las caracteristicas propias de cada adolescente tales
como inmadures fisica, situacion familiar, necesidades basicas
insatisfechas, promiscuidad a la cual se suma la condicién de
un embarazo el cual en muchos casos es no deseado (9).

Es importante determinar el tipo de flora vaginal predominante
en el curso del embarazo, debido a que las infecciones
vaginales, se han asociado con rotura prematura de las
membranas y trabajo de parto pretérmino, esto es producido
por la colonizacidn de las membranas ovulares por via
ascendente, que las debilitan provocando una serie de
fendmenos que conllevan a la solucion de continuidad de las
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mismas y a la activacion de la fosfolipasa A2 provocando
aumento en la sintesis de prostaglandinas e inicio del trabajo
de parto (10).

Ante la presencia de infecciones vaginales, se debe
implementar un tratamiento precoz para evitar las
complicaciones antes mencionadas, ya que la rotura prematura
de membranas y la amenaza de parto prematuro constituye un
importante motivo de consulta en la emergencia obstétrica,
atribuyéndose como causa muchas veces a la infeccion urinaria,
olvidandose en la mayoria de los casos la infeccién del tracto
vaginal (10-12).

En nuestro medio el bajo nivel cultural, la depresién socio-
econémica, la frecuente promiscuidad sexual y la poca
instruccion acerca de una higiene adecuada hacen de nuestras
adolescentes embarazadas un blanco frecuente de infecciones
cervico-vaginales las cuales pueden derivar en rotura prematura
de membranas. Por tanto la atencién cuidadosa de estas
gestantes debe ser parte integral del manejo obstétrico, de
forma que se pueda prevenir el alto indice de complicaciones
e infecciones materno fetales.

Estudios realizados por Raccamarich en el afio 2002 en
Venezuela, reportaron un 90% de infecciones vaginales,
correspondiendo el 29% a la vaginosis bacteriana, de igual
manera esta afeccion se la ha detectado en el 15% a 20% de
las gestantes. Otros estudio describen la alteracion de la flora
vaginal, como la causa mas comun de infeccion del tracto geni-
tal bajo en mujeres en edad reproductiva, las edades variaran
de acuerdo a las caracteristicas culturales de la poblacion,
presentandose principalmente en embarazadas con edades
comprendidas entre los 15 y 24 afios (13).

Cabe destacar que sobre este tema se encontraron estudios
internacionales, realizados por Gayon (14), Yanez (15), L6pez
(5) y Montes (8); de igual manera en Venezuela existen estudios
desarrollados por Torres (10) y Gonzélez (16), que tratan temas
relacionados con este estudio.

En vista de la relacion de la flora vaginal con la rotura
prematura de membranas, el parto pretérmino y las graves
complicaciones para la madre y el feto, aunado al hecho que
en la region no se encontro evidencia escrita sobre este tema,
se crea la necesidad de realizar dicha investigacion en la
Maternidad “Dr. Armando Castillo Plaza” en el periodo
comprendido del primero de junio del 2007 a enero de 2008.
Debido a que la prevencion 'y el tratamiento temprano son
claves para reducir la morbimortalidad en las adolescentes
gestantes.
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Flora vaginal en adolescentes con embarazo a término y su relacion con rotura prematura de membranas

Formulacion del problema

En este contexto de andlisis, se plantea la siguiente interrogante:
¢Cual es la flora vaginal mas frecuente en adolescentes
embarazadas en el Gltimo trimestre de gestacion y si existe
relacion entre la flora vaginal aislada y la presencia de rotura
prematura de membranas?

Objetivos de la investigacion

General

Relacionar la flora vaginal en adolescentes con embarazo a
término, con rotura prematura de membranas en la Maternidad
“Dr. Armando Castillo Plaza” entre junio de 2007 y enero del
afio 2008.

Especificos

- Identificar la microbiologia presente en la flora vaginal en
las adolescentes con embarazo a término que acuden a la
consulta prenatal infanto-juvenil.

- Determinar los factores de riesgo asociados a la presencia
de infeccion vaginal, en las adolescentes con embarazo a
término que acuden a la consulta prenatal infanto-juvenil.

- Determinar el periodo de latencia de rotura prematura de
membranas.

Este estudio se Ilevo a cabo en la Maternidad “Dr. Armando
Castillo Plaza”, en la ciudad de Maracaibo, Estado Zulia, en
el periodo comprendido desde junio de 2007 a enero de 2008.
La muestra estuvo representada por pacientes adolescentes con
embarazo a termino, que asistieron a la consulta prenatal de
este centro.

Hipétesis
La flora vaginal presente en adolescentes embarazadas esta
relacionada con la rotura prematura de las membranas.

En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas epidemiologicas,
caracteristicas clinicas y los agentes etilégicos aislados con
sus respectivos indicadores.

Este trabajo de investigacion fue de tipo explicativo, estudiando
la variable flora vaginal, describiendo su relacion en la
adolescente embarazada con rotura prematura de membranas.

El disefio empleado en la presente investigacion fue casi ex-
perimental y de campo, ya que se obtuvo la informacion
directamente de las adolescentes embarazadas, que acudieron
ala consulta prenatal de la Maternidad “Dr. Armando Castillo
Plaza” (MACP) perteneciente al Servicio Auténomo Hospital
Universitario de Maracaibo (SAHUM), de la ciudad de
Maracaibo - Estado Zulia, en el periodo comprendido de junio
de 2007 aenero de 2008.

Tabla 1. Operacionalizacién de la variable flora vaginal en adolescentes con embarazo a término y su relacion con

rotura prematura de membranas.

Objetivos Especificos Variable Dimensiones Indicadores
Identificar la  microbiologia _Gram positivos
presente en la flora vaginal en las . . . POSItI
Microbiologia -Gram negativos
adolescentes con embarazo a
P presente -Hongos
término que acuden a la consulta -Otros
prenatal infanto-juvenil.
. . Flora -Edad
Determinar los factores de riesgo vaginal -Estado civil
asociados a la presencia de Inicio actividad sexual
infeccion ~ vaginal, en las Factores de riesgo -Nivel socioeconémico (Graffar)
adolescentes con embarazo a -Control prenatal
término que acuden a la consulta “Edad gestacional
prenatal infanto-juvenil. -Antecedentes patoldgicos
. . . -<
Determinar el periodo de latencia 6 E’ Qgrr?(iras
de la rotura prematura de RPM Periodo de latencia 12 — 18 horas
membranas. -> 18 horas

RPM: rotura prematura de membranas.

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
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Materiales y métodos

Poblacién y muestra

Luego de la recoleccion de datos se aplico la formula de
Sierra Bravo para el célculo de la muestra, la cual quedo
conformada por 80 adolescentes embarazadas que acudieron
alaemergencia de la MACP. La muestra fue no probabilistica
y no aleatoria.

Criterios de inclusion

- Adolescentes que acudieron a la consulta prenatal de la
MACP

- Gestantes en el Ultimo trimestre de gestacion

- Presenciade rotura prematura de membranas

Criterios de exclusion

- Adolescentes embarazadas que se encuentrenenel 1y 1l
trimestre de gestacion.

- Mujeres mayores de 19 afios

Procedimiento

Toma de muestra: A cada paciente previamente se le explicd
sobre el estudio, se solicit6 su aprobacion para participar en €l y
para latoma de muestra, se le realizd un cuestionario. Durante el
examen fisico ginecoldgico el investigador prest6 atencion al
aspecto de las secreciones, vulva, pared vaginal y cérvix. Al
mismo tiempo, con aplicadores de algodon estériles se tomo
muestra de la secrecién ubicada en el fondo de saco vaginal. Un
aplicador fue utilizado para el frotis de tincion de Gram, otro se
introdujo en un tubo de ensayo conteniendo solucion salina al
0.9% para el examen al fresco, otro se introdujo en un tubo que
contenia medio de Stuart para cultivo posterior.

Los cultivos de secrecion vaginal se procesaron en el Centro de
Referencia Bacterioldgica del Servicio Auténomo Hospital
Universitario de Maracaibo (CRB-SAHUM), con la siguiente
metodologia: se utiliz6 el medio de transporte de Cary and Blair
para gérmenes Gram negativos y el medio de Stuart para
gérmenes Gram positivos al momento de tomar la muestra.

En el laboratorio, las muestras fueron procesadas de la siguiente
forma: a) Examen inicial al fresco para buscar tricomonas y
levaduras; b) Examen directo con coloracién de Gram. El resto
de la muestra fue cultivada de la siguiente forma: 1) Medio
Agar de infusion de cerebro y corazdn para gérmenes Gram
positivos; 2) Medio de Agar GC (gelosa-chocolate), para Neis-
seria patdégenas, Haemophyilus, Staphylococus aureus,
Diplococos; 3) Agar SB (Sabouraud Dextrosa) para levaduras
y hongos; 4) Agar MC (MacConkey), para bacilos y cocos
Gram negativos; 5) VCN (base de agar GC, enriquecido con
Isovitalex (suplemento definido quimicamente desarrollado para
ayudar al crecimiento de gonococos y otros microorganismos

12

como el Haemophylus), mas hemoglobinay antibiéticos de VCN
y un inhibidor de VCN. Dependiendo del crecimiento, se realizd
un frotis para observar la afinidad tintorial.

Técnica e instrumento de recoleccién de datos

En esta investigacion se utilizo la técnica de la entrevista para
la recoleccion de la informacion. El instrumento de recoleccion
de los datos fue un formulario conformado por preguntas
abiertas y cerradas donde se recogieron todos los datos sobre
las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de cada paciente.
A todas las pacientes se les solicitd su aceptacion para ser
incluidas en el estudio, expresado en una carta de
consentimiento informado.

Andlisis de los datos

Para el analisis de los resultados estadistico de esta
investigacion se utilizo la estadistica descriptiva, se realizé un
estudio de frecuencias, medidas de tendencia central como la
media o promedio (x) y medidas de dispersion como desviacion
estandar (S). Los resultados se procesaron con el programa
estadistico SPSS .10y fueron presentados en Tablas y Figuras.

Resultados

Se estudiaron 80 adolescentes embarazadas que acudieron a
laemergencia de la Maternidad “Dr. Armando Castillo Plaza”
perteneciente al Servicio Auténomo Hospital Universitario de
Maracaibo, por presentar rotura prematura de membranas, en
el periodo comprendido de junio de 2007 a enero de 2008,
obteniéndose los siguientes resultados.
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Figura 1. Flora vaginal en adolescentes con embarazo a
términoy su relacién con RPM. Distribucion segun la edad.
Periodo: 2007-2008.

En la Figura 1 se analiza la distribucién de las pacientes que
ingresaron en la emergencia de la MACP segln su edad
obteniéndose el mayor porcentaje en el grupo etario mayor de
17 afios con el 54% (43), el grupo de 15— 17 afios el 41% (33)
y en ultimo lugar el grupo de menos de 15 afios con un 5% (4).
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Figura 2. Flora vaginal en adolescentes con embarazo a
término y su relacion con RPM. Estado civil. Periodo: 2007-
2008.

En la Figura 2 se aprecia la distribucion segln el estado civil,
en donde obtuvimos que las adolescentes que viven en
concubinato ocupan el 89% (71), las solteras representan el
9% (7) y las casadas representan el 3% (2).

51%
-

41%

Escala de Graffar

Figura 3. Flora vaginal en adolescentes con embarazo a
términoy su relacién con RPM. Edad de inicio de actividad
sexual. Periodo: 2007-2008.

Dentro de las caracteristicas epidemiol6gicas evaluamos el
inicio de relaciones sexuales en cada adolescente con RPM,
esto se aprecia en la Figura 3, la mayoria de las encuestadas
refirieron inicio de actividad sexual entre los 15y 17 afios en
el 83% (66), las que iniciaron antes de los 15 afios el 9% (7) y
aquellas que refirieron haber iniciado después de los 17 afios
representaron también un 9% (7).
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Figura 4. Flora vaginal en adolescentes con embarazo a
término y su relacion con RPM. NUmero de parejas.
Periodo: 2007-2008.

En la Figura 4 se aprecia la distribucion segdn el numero de
parejas que ha tenido cada adolescente, obteniéndose que la
mayoria de ellas tienen o han tenido sélo una pareja 80%
(64), las que han tenido 2 parejas representaron el 19% (15) y
aquellas que han tenido 3 parejas el 1% (2).

Figura 5. Flora vaginal en adolescentes con embarazo a
término y su relacién con RPM. Nivel Socioeconémico
segun Graffar. Periodo: 2007-2008.

El nivel socioeconémico constituye un factor de riesgo para la
adolescente embarazada, en este sentido se tiene que existen
cuatro niveles establecidos por Graffar, los cuales se analizan
en la Figura 5 obteniendo los siguientes resultados: para el
Nivel I, que corresponde a la clase social altay el Nivel Il que
corresponde a la clase social media-alta, el porcentaje obtenido
fue 0% (0); el Nivel 111 correspondiente a la clase social me-
dia-baja fue de 8% (6), el Nivel IV perteneciente a la clase
obrera obtuvo el 41% (33)%, finalmente el Nivel V que denota
la pobreza critica o estructurada fue de 51% (41).
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Figura 6. Flora vaginal en adolescentes con embarazo a
términoy su relacion con RPM. Control Prenatal. Periodo:
2007-2008.

Se estimd la asistencia al control prenatal, Figura 6,
obteniéndose que la mayoria de las adolescentes entrevistadas
tienen un control prenatal adecuado en el 61% (49) de los
casos estudiados, las adolescentes que realizaron un mal con-
trol de su gestacion representaron el 31% (25) y aquellas que
no fueron controladas el 8% (6).

Figura 7. Flora vaginal en adolescentes con embarazo a
términoy su relacion con RPM. Edad gestacional. Periodo:
2007-2008.

En la Figura 7 se puede observar que la mayoria de las
adolescentes presentaron RPM a las 38 semanas de gestacion
en un 43% (34), sequidas de las de 37 semanas con el 36%
(29), las pacientes con edad gestacional de 39 semanas
ocuparon el 16% (13), las de 40 semanas el 4% (3) y finalmente
con 41 semana el 1% (1) restante.
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Figura 8. Flora vaginal en adolescentes con embarazo a
término y su relacién con RPM. Distribucién segin la
paridad. Periodo: 2007-2008.

Fue determinado el nimero de hijos de cada adolescente con
RPM estudiada, (Figura 8), observandose que en su mayoria
eran primiparas 71% (57) y de 2 a 4 paras 29% (23) restante.

Figura 9. Flora vaginal en adolescentes con embarazo a
término y su relacion con RPM. Citologia y Tincién de
Gram. Periodo: 2007-2008.

En la Figura 9 se puede apreciar el tipo de microorganismo
aislado segun la citologiay tincién de Gram realizados en cada
paciente estudiada, obteniéndose que la mayoria de estos
fueron bacilos Gram positivos en un 46% (37) de los casos,
los bacilos Gram positivos y negativos se determinaron en el
16% (13), las levaduras en el 15% (12), los bacilos Gram
negativos el 8% (6) y VPH en 3% (2) de los casos restantes.
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Figura 10. Flora vaginal en adolescentes con embarazo a
término y su relacion con RPM. Cultivo de secrecion vagi-
nal. Periodo: 2007-2008.

Siguiendo el mismo orden de ideas se les realiz6 cultivo de
secrecion vaginal a todas las adolescentes atendidas con RPM
para determinar el tipo de flora vaginal presente, apreciandose
en la Figura 10 que el 43% (34) de los cultivos realizados
fueron negativos reportando flora vaginal normal, el 25% (20)
de los casos resultd positivo para C. albicans, el 10% (8) para
G. vaginalis, un 8% (6) C. especies, 5% (4) C. glabrata, 4%
alis y el 3%

POSITIVO MNEGATIVO

W TEST NITRAZINA = TANIER

Figura 11. Flora vaginal en adolescentes con embarazo a
término y su relacion con RPM. Periodo de latencia .
Periodo: 2007-2008.

Se determino el tiempo de evolucién de la RPM, tal como se
aprecia en la Figura 11, observandose que en el 51% (41) de
las gestantes la evolucidn se ubico entre las 6 — 12 horas, de
12 — 18 horas el 30% (24), menos de 6 horas el 18% (14) y
mas de 18 horas el 1%(1).
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Figura 12. Flora vaginal en adolescentes con embarazo a
término y su relacion con RPM. Diagnostico de RPM.
Periodo: 2007-2008.

Finalmente se aplicaron dos pruebas diagnosticas para
corroborar la presencia de rotura prematura de membranas,
Figura 12, encontrandose el test de Nitrazina y la maniobra de
Tanier positiva en el 66% (53) de los casos, el 34% (27) restante
fue negativo.

Discusion

Se realiz6 un estudio prospectivo sobre la flora vaginal en
adolescentes con embarazo a término y su relacién con rotura
prematura de membranas. La poblacion de estudio fue de 80
adolescentes que asistieron a la consulta prenatal de la MACP,
para el momento de la consulta a cada paciente se le tomo
muestra de secrecidn vaginal y se le realiz6 seguimiento hasta
el momento del parto.

Las pacientes estudiadas presentaron edad promedio 17 + 1,4
afios, estas cifras se corresponden con lo reportado por
Cuauhtemoc y col (17) cuyo promedio de edad fue de 15,7 +
1,2 afios. El inicio de actividad sexual referido fue a los 16 +
1,2, Torres (10) reporta que la edad mas frecuente de inicio de
actividad sexual fue a los 15 afios. La mayoria viven en
concubinato y manifiestan tener solo una pareja sexual. La
mayoria presentd un Graffar V.

Las adolescentes embarazadas atendidas en la consulta se
encontraban en la 38 + 0,9 semana de gestacion. Con un con-
trol prenatal adecuado para el momento de la entrevista.

Los microorganismos reportados en tincion de Gram y citologia
fueron bacilos Gram positivos, cocos Gram positivos, cocos
Gram negativos, combinacién de bacilos Gram positivos y
Gram negativos, levaduras, bacilos Gram negativos y VPH.
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Para la determinacion de la flora presente se realiz6 cultivo de
secrecion vaginal el cual resultd positivo para Candida
albicans, siendo el microorganismo predominante, seguido en
frecuencia la Gardnerela vaginalis, Candida especie, Can-
dida glabrata y Candida tropicalis. Cabe sefialar que se
encontro colonizacion vaginal con Streptococcus - hemolitico
del grupo B en dos casos. El resultado de los cultivos en el
grupo de estudio mostr6 flora normal en 43%. Esto concuerda
con lo encontrado por Somogyi y col (18) (51,11%).

Estudios realizados por Villalobos y col (4), Torres y col (10)
y por Kannel y Levine (19) refieren que el principal
microorganismo encontrado es la C. albicans. La Candida de
la especie albicans, es el principal agente responsable de las
micosis genitales y perigenitales en aproximadamente 80%
de los casos. Las especies glabrata y krusei representan entre
3%y 20% las cuales producen vaginitis pero menos virulentas,
no se adhieren al epitelio vaginal, ni producen enzimas
proteoliticas (4).

La infeccidn mixta se evidencié en tres casos cuyos agentes
etioldgicos fueron la C. albicans + G. vaginalis. Todos los
estudios bacteriol6gicos fueron negativos para Tricomona
vaginalis. En vista de la relativa dificultad para establecer el
diagnostico de infeccion por Chlamydia trachomatis, ya que
la metodologia de laboratorio es técnicamente demandante y
costosa, se desconoce el impacto que tienen esta infeccion en
el grupo estudiado.

La colonizacién o infeccion vaginal micdtica es frecuente en
la mujer embarazada. La mayoria de los casos de vaginitis
micdtica es producida por Candida albicans, siendo la tercera
causa mas frecuente de leucorrea en mujeres embarazadas y
similar al 11.5% reportado por Castro y col. (20) en un estudio
realizado en los centros de salud de Ledn y Chinandega.

Cabe sefialar que la portacion asintomatica del Streptococcus
grupo B es comun en la mujer, especialmente en la vagina,
cérvix y recto, en porcentajes variables que oscilan entre 5y
30% (21). Lopéz (5) reporta colonizacion vaginal por este
microorganismo en el 26% de las pacientes.

La mayoria de las pacientes evaluadas en la consulta prena-
tal, a quienes se les realiz6 seguimiento hasta la culminacién
del embarazo, ingresaron semanas mas tarde en la emergencia
de la MACP, al momento de su ingreso se les realizé el test de
Nitrazina y la Maniobra de Tanier corroborando la presencia
de RPM en ausencia de trabajo de parto. El periodo de latencia
de estas pacientes oscilo entre las 6 y 12 horas. En este punto
hay que destacar que un periodo de latencia prolongado
repercute significativamente en la evolucién final de la
gestacion y la no resolucion del embarazo expone tanto a la
madre como al feto a infecciones perinatales de dificil manejo
terapéutico.
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Por lo antes expuesto se podria establecer que existe una
incidenciay predisposicion alaRPM en pacientes adolescentes
embarazadas y que esta tiene relacion con la presencia de estos
microorganismos.

Conclusiones

Luego de analizados y discutidos los resultados se tienen las
siguientes conclusiones:

- En nuestro pais existe un incremento considerable de
adolescentes que experimentan un embarazo, en muchas
ocasiones no deseado, esto se acompafia de la ausencia
educacion y la falta de orientacion familiar en lo que
respecta a la educacion sexual.

- El grupo etario con mayor prevalencia fue > 17 afios (17
+ 1,4), las cuales viven en concubinato con un solo
compariero sexual. Este grupo de pacientes iniciaron su
actividad sexual a los 16 + 1,2 afios. Las adolescentes tenian
un nivel socioeconémico V seguin Graffar, y se encontraban
al final de la gestacion, 38 + 0,9 semanas.

- Los microorganismos reportados fueron bacilos Gram
positivos y negativos, cocos Gram positivos y negativos,
combinacion de bacilos Gram positivos y negativos,
levaduras y VPH. Igualmente el cultivo de secrecion vagi-
nal fue positivo para Candida albicans en la mayoria de
los casos. Se presento también como agente causal de
infeccion la Gardnerela vaginalis, Candida especie, Can-
dida glabrata y Candida tropicalis. Hubo presencia de
Streptococcus B- hemolitico del grupo B en el 3% de los
casos estudiados. Asi mismo se reportd infeccion mixta
con C. albicans y G. vaginalis. Un porcentaje de estas
pacientes presentd flora vaginal normal. Estas pacientes
presentaron RPM, la cual fue corroborada con test de
Nitrazina y maniobra de Tarnier, evidenciadndose en estas
adolescentes relacién entre la flora vaginal patégena y
RPM.
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Aspectos epidemiologicos, clinicos y bacterioldgicos en infeccion
urinaria por Staphylococcus saprophyticus

Ramon E. Andrade P. *2, Evelys Villarroel !, Narlesky Rivero?, Pedro Navarro

RESUMEN

Las infecciones urinarias ocasionadas por Staphylococcus saprophyticus se describen en un grupo muy particular de pacientes. Frecuente-
mente, éstas son diagnosticadas en mujeres jovenes no hospitalizadas, con clinica de cistitis, pielonefritis y en oportunidades relacionadas al
embarazo. Se presenta en esta revision los hallazgos clinicos, epidemioldgicos y bacteriolégicos de esta infeccion en 131 pacientes en el
Hospital Universitario de Caracas, entre enero de 1998 hasta diciembre de 2004. Se encontraron algunas caracteristicas poco frecuentes,
tales como aislamiento en nifios y pacientes hospitalizados de ambos sexos. Se presume que esto podria deberse a las caracteristicas inheren-
tes a la poblacion estudiada.

Palabras clave: Staphylococcus saprophyticus, infeccion urinaria, epidemiologia, diagnéstico, infeccion nosocomial.

Epidemiological, clinical and bacteriological findings in urinary
infections by Staphylococcus saprophyticus

SUMMARY

Urinary infections caused by Staphylococcus saprophyticus have been described in a very particular group of patients. Frequently, these
infections are diagnosed in young women off hospital presenting symptoms of cystitis, pyelonephritis. Occasionally, pregnancy was in-
volved. This revision comprises clinical, epidemiological, and bacteriological findings regarding this infection in 131 patients at the Hospital
Universitario de Caracas between January 1998 and December 2004. Some of these finding were less frecuenty. For example, isolates were
found in children and hospitalized patients from both sexes. It is presumed that these could be attributed to the inherent characteristics of the
population under study.

Key words: Staphylococcus saprophyticus, urinary infections, epidemiology, diagnostic, nosocomial infections.
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Aspectos epidemioldgicos, clinicos y bacteriolégicos en infeccion urinaria por Staphylococcus saprophyticus

Introduccion

La habilidad de los estafilococos coagulasa negativa (ECN)
para causar enfermedad e infeccion en los humanos es un fe-
némeno poco comprendido. Varios factores participan; entre
estos, la capacidad de estas bacterias para adherirse a las su-
perficies mucosas y su virulencia, ademas factores que juegan
un rol importante son la respuesta inmunoldgica del
hospedador, la presencia de protesis y catéteres de variada
indole y utilidad, asi como el tiempo de exposicion previa al
uso de antibidticos, entre otros.

Todos estos factores actlian conjuntamente o de manera aisla-
da, constituyéndose asi en condicionantes importantes para
establecer la patogénesis de la infeccion (1).

Estas bacterias fueron tradicionalmente consideradas
colonizantes de piel y fue tan solo a partir de 1980 cuando se
empezd a atribuirles el rol de patégenos potenciales. Se aislan
a partir de una gran variedad de muestras bioldgicas en dife-
rentes procesos infecciosos en el humano. Entre este grupo de
bacterias, cabe destacar las especies Staphylococcus
saprophyticus (Ss) y Staphylococcus haemolyticus, las cuales
ocasionan infecciones urinarias; también se encuentran en este
grupo Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus
lugdugnens, estas Ultimas estan implicadas en infecciones aso-
ciadas al uso de catéteres y heridas (2-6).

Varios investigadores han identificado y clasificado a los ECN
por diversas pruebas bioquimicas y estudios microbioldgicos
(7-10).

Staphylococcus saprophyticus es un coco gram positivo no
fermentador de glucosa, coagulasa negativa, catalasa y ureasa
positiva. Son similares en morfologia y caracteristicas
bioguimicas a otros ECN, pero se diferencian de estos Gltimos
por su resistencia a la novobiocina. No son aislados como
colonizantes del tracto urinario y su presencia en las vias uri-
narias del humano sintomatico le ha atribuido un rol patogénico
(6,10-13).

Desde su aislamiento en cultivo puro en 1882, la taxonomia de
los estafilococos ha sido confusa debido a las variadas técnicas
utilizadas para su identificacion. Se les ha asignado diversos
nombres, los cuales se basaron inicialmente en caracteristica
fenotipicas tales como su morfologia y en sus propiedades
bioquimicas. Estos criterios se utilizaron hasta que recientemen-
te se determino una clasificacion basada en estudios moleculares
y en el analisis de su &cido dexosiribonucléico (ADN) (6,14-
16). Los primeros intentos en clasificarlos fueron realizados por
Baird-Parker A. C. en 1952 con subsecuentes actualizaciones a
partir de 1972 (7-9). Kloss W. et al realizaron en 1975 estudios
sobre su composicion de bases guanina-citosina (G-C) (10).
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Pereira A. reportd por primera vez en 1962 la importancia del
test de la sensibilidad in vitro a la novobiocina, lo que permi-
ti6 diferenciar rapidamente a las cepas de micrococcus de otras
cepas de ECN, siendo las primeras resistentes a dicho antibio-
tico (17). Este hecho fue corroborado posteriormente por
Mitchell R. et al. y Mabeck P. (18,19). En su trabajo relacio-
nado con la clasificacion e identificacion de estafilococos,
Mitchell R. y Baird-Parker A. reportan que los micrococcus
del sub-grupo 3 desarrollaban una concentracion minima
inhibitoria (CMI) a la novobiocina mayor a 25 microgramos
por mililitro (18).

Buchanan R. et al. incluyen en el manual Bergey’s al
micrococcus subgrupo 3 de la clasificacion de Baird-Parker
A. en el género Staphylococcus, basdndose en la composicion
de la pared celular y contenido de bases (G-C) (20).

Schleifer K. y Kloss W. reportaron que otras especies de
estafilococos, tales como S. xylosus, S. cohnii, S. sciuri, son
también resistentes in vitro a la novobiocina, a pesar de no ser
de la especie Ss. Por lo tanto, queda claro que la resistencia a
este antibiotico no puede tomarse como Unico indicador para
el diagnostico de infecciones por Ss (10).

Kloss W., Almeida R. demostraron in vitro que al adicionar
discos con cinco microgramos de novobiocina a los cultivos
de ECN en agar Muller-Hinton provenientes de muestras de
infecciones del tracto urinario, en los aislamientos de Ss estos
desarrollaban halos de inhibicién no mayores de 16mm, lo
cual les llevo a inferir que este era un método facil y rapido
para diagnosticar infecciones causadas por esta bacteria. Sin
embargo, las especies S. xylosus, S. cohnii, S. sciuri también
desarrollan dichos halos, estas ultimas especies de bacterias
provienen de animales y expresan patogenicidad frecuente-
mente en pacientes inmunosuprimidos. Por esta razon, los
taxonomistas no consideran esta prueba determinante para la
identificacion de Ss, prefiriendo la utilizacion de pruebas de
mayor especificidad (21,22).

Trabajos de Pereira A.; Mitchell R.; Mabeck C.; Maskell R.;
Sellin M.; William D.; Jordan R.; Lewis M.; Lathman T.; Rupp
M., describen la frecuenciay caracteristicas epidemiolégicas,
clinicas y bacterioldgicas de las infecciones urinarias por Ss.
(1,12,17-19,23-27).

A continuacion se describe brevemente los aspectos mas rele-
vantes de dichas investigaciones.

Pereira A. aislé SCN como causante de infeccidn urinaria en
una mujer con examen de orina caracterizado por piuria. Este
investigador reporta que estas bacterias son resistentes a la
novobiocina (17). Mitchell R. corrobord este hallazgo al des-
cribir infecciones urinarias en un grupo de mujeres en condi-
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ciones ambulatorias con examenes de orina patoldgicos ca-
racterizados también por piuria y donde también aisl6 SCN
resistentes a la novobiocina (18).

Mabeck C. reporté Ss como la segunda causa bacteriana de
infecciones del tracto urinario después de la Escherichia coli
en un grupo de mujeres sintomaticas y con alta incidencia en
pacientes cuyas edades oscilaban entre 16 y 25 afios (19). Es-
tudios subsecuentes han confirmado dichas caracteristicas y
hacen correlacion a la etapa de vida sexual activa. Hovelius,
entre otros, determiné aislamiento de Ss en 20% de hombres
con uretritis no gonococcica (28).

Maskell R. afirmé que Ss es capaz de producir inflamacion
aguda del tracto urinario al identificar piuria en un 80% de las
muestras de orina. Este investigador lo aisl6 con una frecuen-
cia del 7% en diez mil urocultivos provenientes de mujeres con
infeccion urinaria en condiciones ambulatorias y durante un pe-
riodo de observacion de ocho meses. Su identificacion la baso
tan s6lo en el test de coagulasa y la resistencia a la novobiocina.
Asi mismo, realiz6 un estudio retrospectivo en 12 investigacio-
nes relacionadas con la identificacion de ECN como patdgenos
del tracto urinario. Ocho de estas investigaciones fueron realiza-
das en Europa entre 1941 y 1973 y dos en Norteamérica entre
1941 y 1942. Este mismo autor concluyo que la frecuencia va-
riaba entre 7 y 28 por ciento (23).

Sellin M. halld también ECN resistentes a la novobiocina como
segunda causa bacteriana de infecciones del tracto urinario
después de la Escherichia coli en un grupo de 154 estudiantes
universitarias norteamericanas que presentaban clinica de di-
suria. Esta investigadora identificé seis cepas de ECN resis-
tentes a la novobiocina en un grupo de 200 muestras de orina
contaminadas, lo que le llevo a inferir que este microorganis-
mo es un patégeno selectivo del tracto urinario en mujeres
jovenes (12). William D. y Lewis D. encontraron Ss en
Norteamérica con una frecuencia que variaba entre 0.09y 0.3
por ciento respectivamente (24,25).

Latman R. encontrd infeccion urinaria por Ss con una fre-
cuencia del 11% en un grupo de 81 mujeres estudiadas duran-
te un periodo de 14 meses, todas con las caracteristicas
epidemioldgicas ya referidas. Los sintomas predominantes en
este grupo eran disuria y urgencia miccional (100%), asi como
también lumbalgia (17%). Las alteraciones del examen de orina
oscilaron entre piuria (86%) y hematuria (54%). Este autor
determiné aumento de anticuerpos séricos en el 86% de los
casos, lo que revel6 compromiso del tracto urinario superior.
Asi mismo, resalté la importancia que debe otorgarse a
urocultivos puros por Ss en concentraciones menores a 10°
unidades formadoras de colonias (ufc) por cc en pacientes con
clinica de sindrome uretral (26), hecho ya referido previamente
por Jordan (25).
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Fowler J. encontrd una frecuencia de infecciones urinarias por
Ss en un 10%, afirmando que en ocasiones un 10% de las
pacientes pueden tener clinica de infeccion recurrente después
del tratamiento, las cuales son favorecidas por la presencia de
calculos, que a su vez son desarrollados debido a la produc-
cion de ureasa por parte de los Ss (29).

Rupp M. aislé Ss como productor de infeccion urinaria con
una frecuencia del 10% (1). En Venezuela, Andrade E. encon-
tr6 Ss con una frecuencia del 2%. Plaza I. y Rivero N. lo iden-
tifican con una frecuencia de 7 y 2% respectivamente (30-32).

Propésito

Esta revision se realiza a fin de precisar las caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas y bacterioldgicas de las infecciones
urinarias por Ss en nuestro medio.

Material y métodos

Se realiza una revision retrospectiva sobre los hallazgos de
urocultivos positivos en la Seccién de Bacteriologia en el
Hospital Universitario de Caracas (HUC). Todas las muestras
analizadas provenian de pacientes con sospecha clinica de in-
feccion urinaria en condiciones ambulatorias u hospitaliza-
dos. En su estudio bacterioldgico, se siguieron las recomen-
daciones de la Sociedad Americana de Microbiologia y de la
NCCLS (33-35).

Se revisaron los libros de reporte bacterioldgico durante el
lapso 1998-2004. Los resultados de urocultivos positivos por
Ss fueron vertidos en fichas de registro y se analizaron aspec-
tos epidemioldgicos, clinicos y bacterioldgicos. En este Ulti-
mo aspecto, se indagd la susceptibilidad a los antimicrobianos.
Dichos resultados se dividieron oportunamente en dos trie-
nios (1998-2000 y 2001-2003) y afio 2004, se hace analisis
comparativos entre dichos lapsos y se describen también los
datos encontrados durante el afio 2004.

Resultados

Se analizan los resultados de 34.427 urocultivos procesados
en la seccion de bacteriologia del HUC, entre enero de 1998 y
diciembre de 2004, provenientes de igual nimero de pacien-
tes. Todos estos urocultivos procedian de igual nimero de
pacientes con sospecha clinica de infeccion urinaria. De este
total de muestras, 6.439 (18%) dieron resultados positivos al
urocultivo al reportarse crecimiento bacteriano superior a 10°
ufc por cc de orina. Se encontré en este universo, 131
urocultivos (2%) con aislamiento de Ss. Se procedio a realizar
estudios comparativos en dos trienios, 1998-2000 y 2001-2003,
en cuanto a hallazgos en aspectos epidemiolégicos, clinicos y
bacteriol6gicos y se analizan también los reportados durante
el afio 2004 (Tabla 1).
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Tabla 1. Aspectos epidemiol6gicos y clinicos en pacientes
con infeccion urinaria en el HUC por Ss durante los trie-
nios 1998-2004.

Lapso 1998-2000 2001-2003 2004
Total de pacientes 62 52 17
Sexo Pacientes (%)  Pacientes (%) Pacientes (%)
Femenino 50 81 43* 83 17 0
Masculino 12 19 9 17 0 0
PROCEDENCIA

Consulta Externa 24 39 38 73

Hospitalizados 38 61 14 27 11 65
DIAGNOSTICO

Infeccién urinaria 7** il 7 41
Pielonefritis 4 23
Pacientes con ACV

y uso de sonda vesical 3 1

Leucemia 1

IRCT 1

Uretritis 1

Embarazadas**** 6 36
Sin diagnostico 1 1

ACV: Accidente cerebro-vascular.

IRCT: Insuficiencia renal cronica terminal.

*Once pacientes estaban embarazadas con mas de 23 semanas de gestacion.
** Un paciente con diabetes y otro paciente con SIDA.

*** Dos pacientes con diabetes y otro era un nifio de 1 afio de edad con
clinica de infeccién urinaria.

**** Dos de ellas con insuficiencia renal cronica, de las cuales una presenta-
ba cancer de cuello uterino y sindrome nefrético, y la otra con peritonitis otra
paciente evolucionaba con SIDA y una cuarta con pielonefritis asociada.

En el primer trienio, se encontraron aislamientos de Ss en 62
de los 3.199 pacientes estudiados (2%). Mientras que en el
segundo trienio fueron 52 de 2.505 (2%). En el afio 2004, se
encontraron 17 entre 735 pacientes estudiados (2%).

En el primer trienio, 50 aislamientos (81%) correspondia a
pacientes del sexo femenino y 12 (19%) al sexo masculino.
Veintiséis de estas pacientes (42%) tenian una edad que osci-
laba entre 30 y 50 afios. Treinta y ocho (61%) eran pacientes
hospitalizados y 24 (39%) eran ambulatorios. De estas pa-
cientes hospitalizadas, 12 (32%) correspondian al servicio de
obstetricia (sala de partos). Los restantes 26 pacientes estaban
ubicados en otros servicios del hospital. En este mismo trie-
nio, 12 aislamientos de Ss provenian de pacientes masculinos,
de quienes se describen sus caracteristicas (Tabla 1).

En el segundo trienio, de los 52 aislamientos de Ss, 43 de ellos
(83%) correspondian a pacientes de sexo femeninoy 9 (17%)
al sexo masculino. Veinticinco de ellas (48%) estaban ubica-
das en la tercera década de vida. Treinta y ocho (73%) eran
pacientes ambulatorias y 14 (27%) estaban hospitalizadas. En
este ultimo grupo, 11 (26%) eran mujeres embarazadas con
mas de 23 semanas de gestacion (Tabla 1).
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Durante el 2004, los 17 aislamientos de Ss provenian de pa-
cientes del sexo femenino,11 de estas pacientes (65%) esta-
ban hospitalizadas, nueve (56%) estaban ubicadas entre la
segunda y tercera década de la vida. Seis (36%) estaban em-
barazadas, una de ellas tenia diagnéstico de pielonefritis. En
dos de las pacientes (42%) la infeccidn urinaria estaba asocia-
da a Insuficiencia Renal Crénica Terminal (IRCT). Una de
estas pacientes tenia diagnostico asociado de cancer de cuello
uterino y sindrome nefrético y en otra paciente la infeccion
urinaria estaba asociada a clinica de peritonitis, una tercera
paciente evolucionaba con SIDA y una cuarta paciente evolu-
cionaba con pielonefritis (Tabla 1).

En el trienio 2001-2003, de los 14 pacientes hospitalizados,
se encontro litiasis renal en 3 de ellos. Asimismo, se reporta-
ron estados de inmunosupresion tales como diabetes mellitus
en dos pacientes e insuficiencia renal cronica en otros dos. En
el afio 2004, se determino insuficiencia renal en dos pacien-
tes, otra paciente evolucionaba con embarazo y SIDA asocia-
do (Tabla 1).

Seis (43%) de estos pacientes estaban ubicados en el servicio
de medicina vy el resto estaban distribuidos en otros servicios
(Tabla 2).

Tabla 2. Distribucién por servicios de los pacientes hospi-
talizados con infeccién urinaria en el HUC por Ss durante
los trienios 1998-2000 y 2001-2003.

Lapso 1998-2000 2001-2003
Total de pacientes 38 14
Servicio No. de pacientes (%) No. de Pacientes (%)
Obstetricia 12 32 1 7
Medicina interna 7 18 6 43
Cirugia 5 13 - -
Nefrologia 4 11 - -
Urologia 4 11 - -
Pediatria 2 5 3 21
Unidad de Terapia 3 8 2 14
Intensiva

Ginecologia 1 2 2 14

En el trienio 1998-2000, esta infeccion estaba asociada al uso
de sonda vesical en 4 de los 38 pacientes hospitalizados; de
los cuales, tres presentaban litiasis renal. Se encontraron esta-
dos de inmunosupresidn tales como diabetes mellitus en tres
pacientes, mientras que dos pacientes evolucionaron con
leucosis y otros dos con colagenosis. También se determiné 5
casos de insuficiencia renal y otro con SIDA. Adicionalmente,
se encontr6 infeccidn urinaria asociada a vejiga de esfuerzo
en dos pacientes (Tabla 3).
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Tabla 3. Infeccion urinaria por Ss 'y asociacion a procesos
clinicos durante los trienios 1998-2000 y 2001-2003 y el
afno 2004.

Procesos clinicos asociados 1998-2000 2001-2003 2004

Insuficiencia Renal 5 2 2
Diabetes mellitus 2 -
Litiasis Renal 3 -
Procesos neurolégicos
y uso de sonda vesical
Leucemias
Colagenosis

Vejiga de esfuerzo
SIDA

w W

P NN B
'
'

Se encontré infeccion mixta en el lapso 1998-2000 por
enterococos en dos pacientes. Una de ellas, de 39 afios de
edad, tenia antecedentes de Accidente Cerebro-Vascular (ACV)
y de uso de sonda vesical. El otro caso correspondi6 a un hom-
bre de 62 afios con antecedente de osteomielitis crdnica en
pelvis. En este mismo lapso, se encontré asociacion a

Escherichia coli en dos pacientes. Uno de estos correspondia
a una mujer de 50 afios con diagnostico de infeccién urinaria
y el otro a un hombre de edad indeterminada con antecedentes
de paraplejia y uso de sonda vesical concomitante. También
se encontro asociacién por S. epidermidis en una mujer de 46
afios con clinica de cistitis. Hubo asociacién con Candida sp
en una mujer de edad indeterminada y que cursaba con 14
semanas de gestacion.

En el lapso 2001-2003, se encontrd asociacion por enterococos
en un paciente de 66 afios con diabetes mellitus. Se determiné
asociacion a Escherichia coli en dos pacientes, una de ellas
de edad no precisada con clinica de cistitis y la otra corres-
pondi6 a una paciente de 73 afios de edad con diagnostico de
hemorragia subaranoidea, crisis convulsivas y el uso de sonda
vesical concomitante. Se encontr6 asociacion a Klebsiella
pneumoniae en un hombre de 71 afios con antecedentes de
pancreatitis aguda y uso de sonda vesical y asociacion a
Acinectobacter baumannii en un paciente de 38 afios con cli-
nica de infeccion urinaria (Tabla 4).

Tabla 4. Asociacion de infeccion urinaria por Ss a otros microorganismos.

Lapso Microorganismo Caracteristicas clinicas de la infeccion
asociado
1998-2000 Enterococos Mujer de 39 afios, embarazo de 11 semanas, ACV y sonda vesical
Enterococos Hombre de 62 afios con osteomielitis cronica en pelvis y con infeccién urinaria
E. coli Hombre de edad desconocida con paraplejia y sonda vesical
E. coli Mujer de 50 afios con infeccién urinaria
S. epidermidis Mujer de 40 afios con cistitis
Candida sp. Mujer de edad desconocida con embarazo de 11 semanas y cistitis
2001-2003 Enterococos Hombre de 68 afios con diabetes mellitus e infeccién urinaria
E. coli Mujer de edad desconocida con cistitis
E. coli Mujer de 73 afios con hemorragia subaranoidea y sonda vesical
K. pneumoniae Hombre de 71 afios con pancreatitis y sonda vesical
A. baumannii Hombre de 38 afios con infeccién urinaria
2004 E. coli Mujer de 23 afios con embarazo de 23 semanas y pielonefritis

Con respecto a la sensibilidad antimicrobiana, se observé que
en el trienio 1998-2000 la sensibilidad a la nitrofurantoina fue
del 100%, manteniéndose elevada (90%) en el trienio 2001-
2003. La sensibilidad al sulfa-trimetropim se redujo de 98 a
90% entre los dos trienios, mientras que la sensibilidad a la
norfloxacina solo varié de 95% al 96%. Para la tetraciclina,
oscilo entre 86% y 72% en estos lapsos.

Con respecto a la oxacilina, la sensibilidad oscilé entre 47%y
6% para cada uno de los dos trienios comparados.

Durante el afio 2004, la sensibilidad a la nitrofurantoina fue
del 63%, al sulfa-trimetropin 69%, norfloxacina 74%,
tetraciclina 69%, mientras que la sensibilidad a la oxacilina
fuel del 38% (Tabla 5).
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Tabla 5. Sensibilidad antimicrobiana de Ss durante el lap-
S0 1998-2004 HUC. Valores en porcentajes.

Antimicrobiano 1998-2000  2001-2003 2004
Nitrofurantoina 100 90 63
Trimetropim-sulfametozaxol 98 90 69
Norfloxacina 95 96 74
Tetraciclina 86 72 69
Oxacilina 47 6 38

Discusion

Ciertos microorganismos estan colonizando piel y superficies
mucosas en humanos y animales y su aislamientos en cultivos
no indica necesariamente que haya presencia de un proceso
infeccioso (17).
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En la patogénesis de las infecciones del tracto urinario por
ECN, se han reportado el aislamiento de Staphylococcus
epidermidis, entre otros, provenientes de muestras de orina
tomadas por el procedimiento del chorro medio de orinay se
dice que dicha muestra puede ser contaminada de manera
inadvertida por componentes de la microbiota normal , en
condiciones de colonizantes de membranas mucosas, piel del
area urogenital e introito vaginal, comportandose en algunas
situaciones especiales segin el hospedador como
microorganismos oportunistas y en ocasiones relacionadas a
infecciones nosocomiales. En menor proporcion, otros ECN
tales como S. haemolyticus, S. warnerii, S. hominis, S. capitis,
S. simulans, S. cohnic, entre otros, son patdgenos no comunes
pero pueden estar implicados en infecciones del tracto urina-
rio (1,3,5,34).

Existen reportes relacionadas al rol de Ss en la patogénesis
del tracto urinario. Robert A. infirié que algunos factores del
tracto urinario podrian actuar selectivamente en favorecer el
desarrollo de la patogénesis de las infecciones urinarias por
Ss (11).

Con respecto a Ss, se ha determinado que no esta localizado
en el tracto genito-urinario, ya que no se ha aislado como con-
taminante en cultivos de orina y se ha determinado que su
presencia en pacientes sintomaticos le da credibilidad como
patdégeno primario de infecciones urinarias. La patogénesis
de la infeccion del tracto urinario por Ss no es bien conocida,
pero es probable que una infeccién ascendente se desarrolle a
partir de colonizacién del area rectal o urogenital, lo cual su-
giere semejanzas a la patogénesis de la infeccién urinaria por
Escherichia coli. Se ha demostrado que su adherencia a las
células urogenitales es mayor que otros ECN y que la propie-
dad de producir ureasa son de por si dos factores a los cuales
se atribuye una mayor patogenicidad de los Ss
(1,6,12,25,27,28,36).

Las infecciones urinarias por ECN son reportadas como se-
gunda causa de infecciones urinarias precedidas por E. coli.
(25). En este grupo, tiene un rol preponderante como patoge-
no primario el Ss. Este hecho también fue corroborado por
Andrade E, quien en el 2001 report6 en el HUC durante el
lapso 1998-2000 en 18.201 pacientes a quienes se les practico
igual nimero de urocultivos, 3.199 positivos con mas de 10°
UFC (18%). De estos, 2.402 (75%) correspondian a urocultivos
donde se aislaron bacilos gram negativos y en 797 de estos
urocultivos, un 25% de ellos correspondian a bacterias gram
positivas. En este tltimo grupo, 319 (40%) correspondian a
Staphylococcus epidermidis y 62 (8%) a Ss (30).

La verdadera fuente de Ss para causar infecciones urinarias es

aun desconocida. Se ha sugerido el recto como reservorio ini-
cial, pero al respecto existen trabajos contradictorios. Sellin
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M. et al., no hallaron Ss en 61 hisopados rectales, pero lo de-
tectaron en 9 de 82 hisopados vaginales (12). Pead L. et al.
encontraron diez cepas de Ss provenientes de 150 muestras
de hisopados rectales (36). Posteriormente, Walmark G. et al.,
lo aislaron en 1 de 206 hisopados rectales provenientes de
mujeres jovenes y no lo encontraron en muestras uretrales;
aunque hacen la salvedad de no haber empleado medios de
enriquecimiento en los cultivos utilizados (13). Jordan J. et
al. (28), Latman R. et al. (26) también lo determinaron en rec-
toy vagina.

Este Gltimo investigador report6 que en tres mujeres coloni-

zadas por Ss a nivel de recto, vagina y uretra, estas presenta-
ron concomitantemente infeccion urinaria por Ss y que 24
mujeres no colonizadas por Ss en las areas anatomicas ya
mencionadas no desarrollaron infeccion urinaria; por ende
infiere que la presencia de Ss como colonizantes de areas como
el recto constituia un reservorio, el cual precedia a la coloni-
zacion de vagina, uretra. Este hecho permite a posterior la
patogénesis por via ascendente en el desarrollo de infeccion
urinaria (26). Estaasociacion también fue reportada por Rupp
M. (2).

Estos hallazgos se han encontrado en estudios europeos y nor-
teamericanos, lo que ha permitido hacer correlacion en simili-
tud en cuanto a poblacion afectada, predominando en las ma-
nifestaciones clinicas los sintomas de disuria, urgencia, fre-
cuencia miccional y lumbalgia, y entre las paraclinicas, ha-
llazgos de piuria y hematuria microscépica (17).

Muchas de estas infecciones urinarias se expresan con mani-
festaciones de infecciones urinarias altas, lo que se ha corro-
borado por el aumento sérico de anticuerpos contra Ss en pro-
porciones que han oscilado entre 41% y 86% (1,19,26).

En otras ocasiones se ha encontrado Ss hasta el 20% de la
uretritis no gonocéccica (UNG) y hasta en el 15% de varones
sin uretritis pero atendidos en clinicas de enfermedades vené-
reas (28).

En la casuistica del HUC no se realiz6 estas determinaciones
y ninguna de las boletas de solicitud de los urocultivos hacia
mencion por parte de los clinicos de hallazgos patolégicos en
examen macroscopicos, microscopicos o quimico de la orina.

En los resultados obtenidos por nosotros observamos, al igual
que en estudios extranjeros, la preponderancia de infeccién
en pacientes del sexo femenino y con un predominio de edad
que guarda relacion con los grupos de edad entre la segunda y
tercera década de la vida. Durante los lapsos analizados, de
un total de 131 pacientes, 110 correspondian al sexo femeni-
no (82%), de las cuales 40 estaban embarazadas. Dentro de
este ltimo grupo, 18 evolucionaban con embarazos con méas

23

de BioanalistasEspecialistas



Aspectos epidemioldgicos, clinicos y bacterioldgicos en infeccion urinaria por Staphylococcus saprophyticus

de 20 semanas de gestacion. Todas las muestras fueron obte-
nidas por la técnica del chorro medio de orina y a ninguna se
le practicd puncién suprapubica.

Queremos resaltar la frecuencia de infeccion urinaria por Ss
en mujeres embarazadas, hecho reportado previamente por
Jordan P., cuando describe asociacion de infeccidn urinariaen
mujeres embarazadas con clinica de pienolefritis (25). En nues-
tra casuistica, solamente una mujer evoluciond con este crite-
rio diagndstico y los otros casos restantes de pienolefritis diag-
nosticados en el afio 2004 no estaban relacionados a condi-
ciones de embarazo.

No obstante, Ilama la atencion que en los trienios 1998-2000
y 2001-2003 se encontraron pacientes masculinos; 12 (19%)
y 9 (17%) respectivamente. Todos los cuales estaban hospita-
lizados. En cinco de ellos se encontrd asociacién a
cateterizacion de vias urinarias por diferentes problemas de
indole neuroldgico.

Asi mismo, en el trienio 1998-2000 y en el afio 2004 predomi-
no la poblacion hospitalizada sobre la ambulatoria en un 61%
y 65% respectivamente (29,36). Mientras que en el trienio
2001-2003 predomina la poblacién ambulatoria con un 73%
de los aislamientos. Con respecto a la poblacion pediatrica, se
observa una baja frecuencia ya que sélo cinco nifios (4%) fue-
ron diagnosticados con infeccion urinaria por Ss a lo largo de
todo el estudio.

Estos hechos son infrecuentes en la literatura reportada en otras
latitudes del globo. Con respecto a la frecuencia de la infec-
cién urinaria por Ss en Norteamérica, esta ha oscilado, segln
Williams D. y Lewis J., entre 0.09% y 0.3% respectivamente
(24,25). En el caso de Venezuela, Andrade E. lo determiné en
una frecuencia del 2%; Plaza I. et al. del 7% y Rivero N. del
2% (30-32). Llama la atencion que en los estudios europeos,
la frecuencia de esta infeccién oscila entre 7%y 26% (33,36).
Todas estas variaciones en frecuencias con respecto a estu-
dios foraneos nos hacen inferir que son debidas a las diferen-
cias en las poblaciones estudiadas.

La identificacion de Ss en infecciones urinarias con cultivos
mixtos fue reportada por Walmark G.., con una frecuencia del
4% (13). Mientras que en nuestros hallazgos se encontr6 en
un 10% para cada uno de los trienios analizados. El 73% de
estos cultivos mixtos estaban asociados a enterobacterias
(Escherichia coli 4, enterococos 3, y Klebsiella pneumoniae
1).

En nuestros pacientes se encontrd relacion a litiasis renal en
cinco (4%) pacientes. Esta condicion ya ha sido anteriormen-
te reportada por Fowler J. (29). Este hecho se atribuye tam-
bién al rol preponderante del Ss de producir ureasa, propiedad
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que le permite la etiopatogénesis de calculos y la tendencia a
perpetuar la infeccion (19,37-39). En este Gltimo particular,
no hubo recaidas aparentes en nuestra casuistica, ya que en
ninguno de estos pacientes hubo urocultivos de control.

Queremos resaltar también la asociacion de la infeccion uri-
naria por Ss a variados estados de inmunosupresion en 19 de
los 131 pacientes (15%); tales como insuficiencia renal créni-
ca (siete pacientes), diabetes mellitas (cinco), leucosis y
colagenosis (2 cada uno), SIDA (dos), tumor renal (uno).

Con respecto a la sensibilidad antimicrobiana, esta fue deter-
minada por la técnica de Kirby y Bauer, observandose una
variada sensibilidad que guarda relacion con estudios previos
por Maskell, Walmark G., Jordan P., Lathman R. y Gill V,,
Fowler, Rupp P. y Andrade E.; Rivero, Fernandez y Andrade
(1,13,23,25,27,28,30,32,40,41-43).

Con respecto a la sensibilidad a la oxacilina, esta fue del 53%
en el trienio 1998-2000 y del 94% en el trienio 2001-2003.
Relacionando ambos trienios, la sensibilidad a la norfloxacina,
nitrofurantoina, trimetropim-sulfametoxazol oscil6 entre 95%
- 96%, 100% - 90% Yy 98% - 90%. Durante el afio 2004, la
sensibilidad a la norfloxacina fue del 74%, nitrofurantoina del
63%, trimetropim-sulfametoxazol del 69% y la sensibilidad a
la oxacilina fue del 38%.

La resistencia de los ECN con respecto a la oxacilina, se reco-
mienda actualmente que debe ser determinada utilizando el
disco de cefoxitina de 30 microgramos, el cual, tiene una ma-
yor especificidad e igual sensibilidad a la oxacilina (44).

Concluimos que el personal del laboratorio y los clinicos de-
ben estar conscientes que hallazgos de ECN en cultivos de
orina, particularmente provenientes de pacientes sintomaticos
con examenes de orina previos patoldgicos (piuria) pudieran
deberse a Ss y que el diagnostico presuntivo puede inferirse
por el test de resistencia positiva a la novobiocina. Con res-
pecto a la sensibilidad antimicrobiana esta varia segun la dis-
ponibilidad de los discos a utilizar y su correlacion a la po-
blacion afectada por la infeccion urinaria.

Actualmente se esta a la espera de las nuevas actualizaciones
de laNCCLS.

Agradecimiento Atodo el personal del Laboratorio de la Sec-
cién de Bacteriologia del H:UC. , por su desinteresado aporte
y colaboracion.
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Colonizacion de Streptococcus beta hemolitico del grupo B
en gestantes en trabajo de parto y sus neonatos

Amesty-Hernandez J.G.}, Lares de Acevedo A.?, Sandrea-Toledo L.? Pifia-Reyes E.2, Rojas-Martinez P.3, Salas A.%,
Ferrer-Inciarte M.

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue establecer en pacientes atendidos en la Maternidad “Dr. Armando Castillo Plaza”, Maracaibo, Venezue-
la, la relacion de la colonizacion del Streptococcus beta hemolitico del grupo B (SGB) en la vagina y recto de las gestantes a término en
trabajo de parto y la colonizacion de sus neonatos, entre los meses Mayo a Diciembre del 2004. Se estudiaron 100 gestantes con embarazos
simples a término en trabajo de parto, independientemente de su edad cronoldgica y paridad, excluyéndose aquellas embarazadas con
ruptura prematura de membrana mayor de 18 horas, con antibioticoterapia en el momento del parto, con fiebre intraparto, coriamnionitis o
con antecedente de parto anterior con infeccion del recién nacido por el SGB. A cada paciente se le tomd hisopado vaginal rectal y secrecion
nasal a sus neonatos al momento del parto, los cuales se colocaron en un medio de Cary & Blair y se transportaron al laboratorio de
bacteriologia donde las muestras de vagina y de secrecion nasal se cultivaron en agar sangre de carnero con Kanamicina; las muestras
rectales se inocularon en agar sangre de carnero con Kanamicina y en caldo cerebro corazén con Acido Nalidixico y Gentamicina. EI SGB
fue identificado mediante pruebas convencionales y una vez identificadas se les realizé las pruebas de susceptibilidad siguiendo la metodo-
logia descrita por el CLSI 2007 (Bauer & Kirhy). La frecuencia de aislamiento del SGB fue de 18% en las pacientes estudiadas y del 10% en
sus recién nacidos. La transmision vertical en el momento del parto fue 55,5%. Los aislamientos de SGB fueron sensibles a todos los
antibidticos probados. La frecuencia de colonizacién en las parturientas y en los neonatos es comparable con las reportadas en otros paises.
Es necesario establecer pautas para detectar la colonizacion materna por SGB y asi prevenir la sepsis neonatal por este microorganismo.

Palabras clave: Streptococcus beta hemolitico del grupo B, colonizacion, embarazadas.

Colonization of hemolitico Streptococcus beta of group B
in gestantes in work of childbirth and its neoborn ones

SUMMARY

The objective of this investigation was to establish in patients taken care of in the Maternity “ Dr. Armando Castillo Plaza”, Maracaibo,
Venezuela, the relation of the colonization of the hemolitico Streptococcus beta of the B group (SGB) in the vagina and rectum of the
gestantes upon maturity in work of childbirth and the colonization of its neoborn ones, between the months May to December of the 2004.
100 gestantes with simple pregnancies in work of childbirth studied upon maturity, independently of its chronological age and parity,
excluding themselves those pregnant women with greater membrane premature rupture of 18 hours, with antibioticoterapia at the moment of
the childbirth, with fever intrachildbirth, coriamniotitis or with antecedent of previous childbirth with infection of new born by the SGB. To
each patient hisopado was taken her vaginal rectal and nasal secretion to its neoborn ones at the time of the childbirth, which was placed in
means of Cary & Blair and they were transported to the bacteriology laboratory where the nasal secretion and vagina samples were cultivated
in agar blood of sheep with kanamicina; the rectal samples inoculated in agar blood of sheep with kanamicina and in broth brain heart with
nalidixico acid and gentamicina. The SGB was identified by means of conventional tests and once identified the methodology described by
CLSI 2007 was made the susceptibility tests to them following (Bauer & Kirby). The frequency of isolation of the SGB was of 18% in the
studied patients and 10% in new born her. Vertical transmission in the moment of the childbirth was 55.5%. The isolations of SGB were
sensible to all proven antibiotics. The frequency of colonization in parturientas and the neoborn ones is comparable with the reported ones
in other countries. It is necessary to establish guidelines to detect the maternal colonization by SGB and thus to prevent the neonative sepsis
by this microorganism.

Key words: Hemolitico Streptococcus beta of the group B, colonization, pregnant woman.
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Introduccion

Streptococcus agalactiae o Streptococcus beta hemolitico del
grupo B /SGB) es un coco gram positivo que causa infecciones
fundamentalmente en los adultos inmunocomprometidos o con
enfermedades de base, en embarazadas y sus neonatos (1-3).
Esta bacteria se ha dividido en serotipos la, Ib, 11l al VIII
basado en su polisacarido capsular, las cuales representan
marcadores epidemioldgicos de gran interés.

En la embarazada, este microorganismos es responsable de la
aparicion de partos pretérmino o ruptura prematura de mem-
brana, asi como de infecciones del tracto urinario,
corioamnionitis, endometritis post parto, infeccion de heridas
post parto, endocarditis y sepsis, entre otras (4-6).
Aproximadamente el 20% de las embarazadas estan
colonizadas por el SGB en el momento del parto, por tanto,
corren el riesgo de transmitir el microorganismo a sus recién
nacidos (7). Al respecto, se ha reportado que entre el 30% vy el
70% de los nifios nacidos de madres colonizadas pueden ser
colonizados, por lo que esta bacteria representa actualmente
la causa mas frecuente de infeccion bacteriana perinatal de
transmision vertical en el mundo occidental. La incidencia de
la colonizacion en el recto, ombligo o sitios orales del recién
nacido es hasta de tres por mil, con una mortalidad que en
1970 alcanzaba el 50%, lo cual se ha reducido a un 4% a 5%
como resultado de los avances en el diagnostico y tratamiento
en neonatologia (4,8,9). Alrededor de los afios 90, la tasa de
enfermedad invasiva neonatal por SGB en Estados Unidos
oscilo entre 1,7 a 3,3 x 1000 nacidos vivos (10,11), mientras
que en Europa, Canada e Israel, estas cifras fueron mas bajas
(0,2-0,5 x 1000 nacidos vivos) (12). Actualmente, muchos
casos de enfermedad por éste microorganismo en neonatos se
pueden prevenir por laadministracion de la profilaxis intraparto
(7,13), lo cual ha conducido a una disminucion sustancial de
la enfermedad en neonatos menores de 7 dias de edad.

Como demuestran datos recientes, en donde se han instaurado
programas de prevencion, es posible reducir sensiblemente la
incidencia de ésta infeccion llegando hasta 0,26 por mil (8).
En muchos paises a nivel mundial, la profilaxis para la
infeccion congénita por el SGB es obligatoria, disminuyendo
considerablemente la incidencia de sepsis neonatal.

La enfermedad del recién nacido cursa como septicemia,
neumonia o meningitis (2,4) asi mismo, se ha sefialado una
asociacion entre a colonizacion vaginal, el bajo peso al nacer
y lamuerte intrautero (14). Los diferentes cuadros clinicos en
el recién nacido hacen su aparicion e diferentes tiempos; el
primer cuadro ocurre durante las primeras 24 a 48 horas de
vida y esta caracterizado por sepsis y signos respiratorios
agudos, en él se involucra a la madre, portadora de la bacteria
en su tracto genital o rectal, como fuente de transmision, y el
recién nacido lo adquiere en el Utero o en su paso a traveés del
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canal del parto. El otro cuadro clinico es una meningitis, la
cual hace su aparicion mas tardiamente y ocurre frecuentemente
entre la segunda y la sexta semana de vida, ésta pudiera tener
su origen en una infeccion nosocomial o que el recién nacido
colonizado durante el parto sea un portador asintomatico hasta
el momento en que aparecen las manifestaciones de la
enfermedad (14-16).

La importancia del SGB como agente etioldgico de infeccion
perinatal ha motivado a que se recomienden diversas estrategias
para prevenir la infeccion durante el periodo neonatal, basada
en la deteccion del microorganismo en el tracto recto vaginal
materno y la administracion de profilaxis antibi6tica. Los
factores de riesgo de infeccidn neonatal son: la colonizacién
con alto inéculo del SGB, la rotura prematura de membrana,
mayor de 18 horas, el parto ante de las 37 semanas, la
corioamnionitis, la fiebre intraparto y el antecedente de parto
anterior con infeccion del neonato por SGB (lo que indica que
la madre desarrolla titulos bajos de anticuerpos protectores
frente a este patdgeno (17,18).

Aunque estan disponibles excelentes datos, tanto de la
colonizacién materna como de infecciones neonatales por SGB
en paises desarrollados (donde la prevalencia de la
colonizacién se ha reportado entre 5% a 35%, existe sin em-
bargo, poca informacion de los paises en vias de desarrollo
(19-22).

Por lo anteriormente expuesto, se disefi¢ este estudio a fin de
determinar la colonizacion del SGB en la vaginay el recto de
las gestantes a término en trabajo de parto y la colonizacion
en sus neonatos, que fueron atendidos en la Maternidad “Dr.
Armando Castillo Plaza” de Maracaibo, Venezuela, y asi poder
conocer si la colonizacion de este microorganismo representa
epidemiolégicamente un problema para la embarazada y el
recién nacido en nuestro medio.

Materiales y métodos

En el presente estudio de tipo prospectivo, descriptivo y de
corte transversal se estudiaron de manera no probabilistica e
intencionada 100 embarazadas de término en trabajo de parto
y sus neonatos, independientemente de la edad cronoldgica y
paridad, atendidos en la Maternidad “Dr. Armando Castillo
Plaza” en el lapso comprendido de mayo a diciembre del 2007.
Fueron excluidos las embarazadas con ruptura prematura de
membrana mayor de 18 afios, que recibieron antibioticoterapia
local o sistémica, con corioamnionitis con fiebre intraparto y
con antecedente de parto anterior con infeccién del neonato
por SGB.

A cada paciente se le tom6 una muestra de hisopado del tercio
inferior de la vagina, del recto y de las secreciones nasales de
sus neonatos al momento del parto. Dichas muestras se
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colocaron de inmediato en el medio de transporte de Cary and
Blairy se trasladan hasta el Laboratorio del Centro de Referencia
Bacterioldgico del Hospital Universitario de Maracaibo, en donde
fueron cultivadas antes de las 24 horas de haber sido tomadas.
Las muestras provenientes de la secrecion nasal del recién nacido
y de la vagina, se sembraron en una placa de Agar Sangre de
Carnero (ASC) con Kanamicina (30 mcgs/ml), incubandolas a
una temperatura de 25°C a 37°C en una atmdsfera de anaerobio-
sis durante 24 horas. La muestra rectal ademas de ser cultivadas
en un ASC con Kanamicina y colocadas por el mismo tiempo a
la misma atmaésferay temperatura, fueron cultivadas en un caldo
de cerebro corazon con Acido Nalidixico (15 mcgs/ml) y
Gentamicina (8 mcgs/ml) incubado por 18 horas temperatura
ambiente, con el fin de inhibir la flora intestinal normal existe,
posteriormente el crecimiento obtenido en éste caldo se cultivo
en ASC con Kanamicina (30 mcgs/ml) incubado a una
temperatura de 35°C a 37°C en un atmosfera de anaerobiosis
durante 24 horas.

El empleo del ASC con Kanamicina permite la inhibicion de
las bacterias gram negativas, pero no de los estreptococos los
cuales pueden enmascarar el crecimiento del SGB.
Posteriormente, pasado el periodo de crecimiento, a las
colonias sospechosas o compatibles con SGB, se le realiz6 un
frotis coloreado con Gram y las siguientes pruebas
bioguimicas: Catalasa, CAMP, Hidrélisis del hipurato, Taxo
Ay Bilis Esculina.

A los microorganismos que resultaron ser SGB, se le realiz6
las pruebas de susceptibilidad a los agentes antimicrobianos
utilizando el método de difusién en disco descrita por Bauer y
Kirby, siguiendo estrictamente las normas del Clinical and
Laboratory Standart Institute (CLSI) (33). Los agentes
antimicrobianos probados fueron los siguientes: Penicilina (P),
Ampicilina (AM), Cefotaxima (CTX), Ceftriazona (CRO),
Cefepime (FEP), Eritromicina (E), Vancomicina (Va),
Teicoplanina (TEC), Ofloxacina (OFX), Levofloxacina (LEV),
Clindamicina (CLN) y Cloranfenicol (C).

Resultados

De las 100 muestras tomadas por hisopado vaginal y las 100
muestras obtenidas por hisopado rectal de las embarazadas a
término en trabajo de parto, 18% (18 muestras) presentaron
colonizacion por SGB, aislandose de la vagina, en el recto y
en la vaginay el recto, 6 casos cada uno (Grafico 1).

De las 100 muestras de Secrecion nasal de los recién nacidos,
en el 10% (10 CASOS) se detectd la colonizacién por el SGB.
Al considerar el nimero de gestantes colonizadas por éste
microorganismo en relacion con el ndmero de neonatos
colonizados, se determiné que el porcentaje de transmisién
vertical fue del 55,5% (10/18) (Grafico 2).
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Gréfico 1. Frecuencia de colonizacién por Streptococcus
beta hemolitico del grupo B en gestantes a término en
trabajo de parto. Maternidad “Dr. Armando Castillo
Plaza”. Maracaibo, Venezuela 2007.

Colonizados [ No Colonizados

Gréfico 2. Frecuencia de colonizacién por Streptococcus
beta hemolitico del grupo B en los neonatos de las madres
colonizadas. Maternidad “Dr. Armando Castillo Plaza”.
Maracaibo, Venezuela 2007.

Pacientes
colonizados

® MADRES COLONIZADAS

NEONATOS

Sitio de colonizacién
materna por SGB

Gréfico 3. Relacién entre el sitio de colonizacion materna
y la colonizacién neonatal por Streptococcus beta hemolitico
del grupo B. Maternidad “Dr. Armando Castillo Plaza”.
Maracaibo, Venezuela 2007.
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En el Gréafico 3 se demuestra la relacion entre el sitio de
colonizaciéon materna y la colonizaciéon neonatal por SGB,
observandose que de 6 madres colonizadas en la vagina, 3
(50%) neonatos fueron colonizados, de las 6 madres
colonizadas con SGB en el recto s6lo 1 (16,6%) fue colonizado,
mientras que de las 6 madres colonizadas tanto en recto como
en vagina, el 100% de sus neonatos fueron colonizados.

En relacidon a las Pruebas de Susceptibilidad, en la Tabla 1 se
muestran la sensibilidad a los 12 agentes antimicrobianos
probados, siendo sensibles a todos los antibiéticos: Penicilina,
Ampicilina, Cefotaxime, Ceftroazone, Cefepime, Eritromicina,
Vancomicina, Teicoplanina, Ofloxacina, Levoploxacina,
Clindamicinay Cloranfenicol.

Tabla 1. Porcentaje de susceptibilidad. Agentes
antimicrobianos para el Streptococcus beta hemolitico del
grupo B. Maternidad “Dr. Armando Castillo Plaza”.
Maracaibo, Venezuela 2007.

Agente antimicrobiano % Sensibilidad

Penicilina 100
Ampicilina 100
Cefotaxima 100
Ceftriazona 100

Cefepime 100
Eritromicina 100

Vancomicina 100
Teicoplamina 100
Ofloxacina 100
Levofloxacina 100
Clindamicina 100
Cloranfenicol 100
Discusion

El SGB es un saprofito normal del tracto gastrointestinal y
genitourinario. la colonizacién vaginal es variable y en las
embarazadas oscila entre el 10% y el 30% (8). En el presente
estudio la colonizacion vaginal y rectal por SGB en gestantes
a término en trabajo de parto se detectd en un 1%, porcentaje
éste similar a los obtenidos en varios estudios realizados en
embarazadas a nivel mundial (18,19). De hecho, en Espafa el
porcentaje de colonizacion varia entre 11% y 18,2% (23,24),
en Kuwait del 14,2% al 16%, en Polonia del 19% al 20% (27),
en Grecia del 6,6%, en los Estados Unidos del 11,3% (29), en
Meéxico del 13%, en Pert del 6,6% y en Argentina del 17,7 al
18,15% (32), entre otros.

Las variaciones en el porcentaje de colonizacién materna
observadas, tanto en los diferentes paises industrializados como
en los que estan en via de desarrollo, sugieren que diferentes
factores pueden influir en estas variaciones. Son controversiales
los aspectos relacionados con los mismos: la condicién
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sociecondmica, la raza, la edad cronoldgica y la paridad
(28,32), entre otras. Dichos factores pudieran explicar entre
nosotros una incidencia de colonizacion por el SGB en la
embarazada que puede considerarse elevada, porcentaje simi-
lar en algunos paises latinoamericanos como por ejemplo Ar-
gentinay México, pero con diferencias notables con otros como
Perl. De hecho, en Venezuela los estudios que se conocen
sobre la colonizacion del SGB en las embarazadas, han sido
reliados con embarazos de alto riesgo con un incidencia del
36%, lo cual no permitié comparar dichos resultados con los
obtenidos en la presente investigacion (34).

Los medios de cultivo incluyendo el nimero y tipo de sitios
cultivados, asi como los tipos de medios utilizados de igual
manera pueden influir en estas variaciones, tal como se
demuestra en otros estudios realizados para la deteccién del
SGB, cuyos resultados establecen que la utilizacion de medios
sélidos o en placas (ASC) mas los caldos o medios de
enriquecimiento permiten detectar entre el 98% y 99% de las
portadoras del SGB (35).

En esta investigacion se utilizaron de acuerdo a lo establecido
para el cultivo del SGB, placas de ASC con kanamicina y un
Caldo de enriquecimiento con tejidos de Cerebro Coraz6n con
Acido Nalidixico y Gentamicina, lo cual permitié la maxima
seguridad en el aislamiento de las mismas.

Actualmente, en muchos centros de investigacion bacterioldgica
se utiliza el medio de Granada, un medio de cultivo, selectivo y
diferencial para el SGB basado en la produccion de un pigmento
color naranja por la activacién del metrotexate utilizado, lo
cual permite su deteccidn e identificacion en 12 a 24 horas sin
necesidad de realizar otras pruebas bioquimicas (36). Otras
técnicas de identificacion de esta bacteria consiste en: la
hibridizacion de los acidos nucleicos del DNA, detectando
las secuencias ribosomales especificas del RNA de esta bac-
teria en un corto tiempo (18 a 24 horas), el método
inmunoenzimatico (ELISA), la contrainmunoelectroforesis
(CIE) y la prueba de aglutinacion directa con latex (36,37); la
desventaja de estos métodos es que son costosos y necesitan
del empleo de personal calificado para la realizacion de los
mismos, razon por la cual son utilizadas en pocos centros de
investigacion bacterioldgica a nivel mundial.

La importancia de la colonizacién en la embarazada radica en
latransmision vertical al recién nacido en el momento del parto.
El presente estudio demostré que la colonizacién simultanea
de la vagina y el recto fue responsable de la colonizacién en
todos los nacidos de dichas madres, en contrapartida con la
colonizacion rectal donde s6lo se colonizd un recién nacido, y
en las madres colonizadas en la vagina quienes colonizaron a 3
de sus recién nacidos. En la literatura revisada, no se encontraron
reportes que permitan comparar la relacion de la colonizacion
vaginal y rectal materna con la colonizacién neonatal.
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En el presente estudio, el SGB se reporta en la secreciones
nasales de 10 recién nacidos, es decir, el 10% del total de los
casos estudiados con un 55,56% de transmision vertical madre-
hijo, ya que de 18 madres colonizadas, 10 recién nacidos fueron
colonizados. Esta frecuencia de transmision vertical coincide
con la reportada en la literatura, donde el porcentaje de
transmision en las madres colonizadas por el SGB a sus
neonatos esta entre el 30% y el 70% (38), variacién que pudiera
estar determinada por los titulos bajos de anticuerpos maternos
1gG Anti SGB (39). Se estima que del 2% al 3% de los recién
nacidos colonizados pueden desarrollar enfermedad de inicio
precoz (la cual se desarrolla en los primeros 5 dias de vida) o
enfermedad de inicio tardio, la cual se inicia después de varias
semanas de vida postnatal. La enfermedad de inicio precoz se
asocia a todos los serotipos del SGB, pero el serotipo 11 es el
responsable del 80% de las meningitis precoces y del 90% de
las complicaciones tardias.

La frecuencia de transmision vertical por el SGB puede
interrumpirse con el tratamiento antibidtico antes o en el
momento del parto. A pesar de que el uso de la profilaxis
antimicrobiana intraparto ha disminuido exitosamente la tasa
de enfermedad neonatal temprana a partir de la década de los
90, su uso indiscriminado puede conducir a infecciones
causadas por otras bacterias 0 a la resistencia bacteriana a los
mismos (40). Diversos estudios han comprobado la resistencia
antimicrobiana por el SGB a la Azitromicina, Cefazolina,
Cefamandol (41), Clindamicinay Eritromicina (28). De igual
forma, en esta investigacion, no se mostrd resistencia a
ninguno de los 12 antimicrobianos probados, lo cual permite
el uso de la penicilina de primera eleccion y en caso de alergia
a la misma cualquier otro antibiotico.

Los avances en el desarrollo de vacunas y en la investigacion
de los factores de virulencia involucrados en la respuesta
inmune del SGB seran conocidos en los préximos afios y las
estrategias de vacunacion seran la clave futura para la
prevencion de la enfermedad neonatal por el SGB.

Conclusiones y recomendaciones

Los resultados de la presente investigacion permiten concluir
que la frecuencia de colonizacion del SGB en la vagina y el
recto de las gestantes a término en trabajo de parto fue del
18% y la colonizacién encontrada en sus neonatos fue del 10%.
De las 18 gestantes colonizadas, 10 recién nacidos resultaron
colonizados, lo que correspondi6 a un 55,56% de transmision
vertical, predominando la incidencia de colonizacién neona-
tal en las madres colonizadas en la vagina y el recto
simultdneamente. No se encontrd resistencia bacteriana por el
SGB a ninguno de los 12 antimicrobianos estudiados.

A pesar de la elevada incidencia de embarazadas portadoras
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del SGB, llama la atencion que las infecciones por esta bacte-
ria en los neonatos nacidos en la Maternidad “Dr. Armando
Castillo Plaza” son desconocidas, esto es debido
probablemente al empleo temprano de la antibioticoterapia,
gue negativiza rapidamente el cultivo de los recién nacidos
con signos de sepsis neonatal temprana. Otros factores
involucrados pudieran ser: el titulo de anticuerpos maternos o
los serotipos del SGB en nuestra poblacién, incognitas que
pueden ser despejadas en investigaciones futuras.

Por los resultados anteriores, se sugiere realizar estrategias
para la prevencion perinatal por el SGB en la transmision ver-
tical materno-neonatal, asi como realizar en nuestros medios
estudios en las embarazadas con factores de riesgo, a fin de
emplear la profilaxis antimicrobiana con caracter obligatorio
como se ha establecido en otras regiones. Igualmente se
recomienda el estudio dirigido a determinar la etiologia de la
sepsis neonatal por el SGB, e identificar los serotipos de esta
bacteria predominantes en nuestra poblacién. Los serotipos
tienen propiedades diferentes de virulencia y causan
morbimortalidad mayor o menor.
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Enterobacterias productoras de Beta Lactamasa
de espectro expandido en pacientes criticos
de la Maternidad «Concepcion Palacios»

V. Vergara !, Y. Rodriguez ¢, E. Benitez ¢, Y. Garmendia !, M. Morales !, R. Lopez !, L. Torres 2

RESUMEN

Dentro de los mecanismos de resistencia bacteriana encontrados en los miembros de las Enterobacteriaceae, las Beta Lactamasas de Espec-
tro Expandido (BLEE), juegan un papel importante ya que debido a su naturaleza plasmidica pueden diseminarse a otros géneros diferentes
a E. coli, K. pneumoniae y K. oxytoca, de donde principalmente se han descrito y confieren resistencia a cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion y a aztreonam. Dado que en la Maternidad “Concepcidn Palacios” (MCP) la mayor parte de los pacientes constituyen neonatos
y el tratamiento empleado principalmente son cefalosporinas, se evalud la frecuencia en este centro de Enterobacterias productoras de BLEE
aislados en areas criticas de muestras de hemocultivos, puntas de catéter, orina y secreciones en el periodo comprendido de Enero a Junio de
2006. La identificacion y sensibilidad se realizaron con las galerias ID32GN y ATBGN-5 respectivamente, utilizando el equipo
semiautomatizado Mini APl (BioMérieux). Para la deteccion fenotipica de produccion de BLEE se emple6 el método de doble difusion con
discos y el método recomendado por el Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) (1). La mayor frecuencia se obtuvo para Pantoea
agglomerans, seguida de Klebsiella pneumoniae, y Enterobacter cloacae. El 80 % de las enterobacterias aisladas, fueron productoras de
BLEE.

Palabras clave: Enterobacterias, Beta Lactamasa de Espectro Expandido, Pantoea agglomerans.

Expanded spectrum Beta Lactamase producting
| enterobacterias in critical patients
from Maternity Hospital «Concepcion Palacios»

SUMMARY

Inside the mechanisms of bacterial resistance found in members of the Enterobacteriaceae family, the Expanded Spectrum Beta Lactamasas
(ESBL), play an important role due to its plasmid nature it can be spread to other different genera to E. coli, K.pneumoniae, and K. oxytoca,
wherefrom principally they have been described, and award resistance to cephalosporin of third and fourth generation and to aztreonam. In
view of the Maternity “Concepcion Palacios” (MCP) most of the patients constitutes newborn, and the principally used treatment are
cephalosporin, the frequency of ESBL producting enterobacteria was evaluated in this center, isolated in critical areas from samples of blood
cultures, tops of catheter, urine and secretions from January to June, 2006. The identification and sensibility were realized by the galleries
ID32GN and ATBGN-5 respectively, using the semi automated Mini API (BioMérieux) equipment. For the phenotypical detection of ESBL
production there were used the double diffusion of disc method and the method recommended by the Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI) (1). The major frequency was to Pantoea agglomerans followed by Klebsiella pneumoniae, and Enterobacter cloacae. 80
% of the isolated enterobacteria, were producer of ESBL.

Key works: Enterobacterias, BLEE, bacterial resistance, Pantoea agglomerans.
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Introduccion

En los bacilos Gram negativos la produccién de e-lactamasas
es el principal mecanismo de resistencia. Se han descrito una
gran variedad de e -lactamasas, sin embargo las e -lactamasas
de espectro ampliado (BLEA) SHV y TEM son las méas
frecuentemente aisladas en las enterobacterias (2). A partir de
la década de los ochenta, producto de mutaciones puntuales a
nivel de los aminoacidos que conforman el sitio activo de las
BLEA, se originaron enzimas con la capacidad de hidrolizar a
los oxymino-e-lactamicos (cefalosporinas de 3ra. generacion
C3G y aztreonam). Estas enzimas se denominaron e-
lactamasas de espectro expandido (BLEE) (3), fueron
reportadas originalmente en Europa en el afio 1983, pero a
partir de ese momento, se han diseminado a nivel mundial (2).
Las BLEE han sido reportadas principalmente en aislados de
K. pneumoniae, K. oxytoca y E. coli, pero la naturaleza
plasmidica de los genes codificantes de estas enzimas, ha
generado una amplia diseminacién de las mismas, a otros
géneros bacterianos como Proteus, Salmonella, Enterobacter,
Citrobacter, etc., esta situacion se observa principalmente en
el ambiente hospitalario (4,5). Por otro lado, los genes que
codifican para la produccion de BLEE se encuentran
localizados en megapldsmidos (>100KDa), que
frecuentemente codifican resistencia a otros antimicrobianos,
tales como aminoglicésidos, cloranfenicol, tetraciclinas y
trimethoprim-sulfametazol. La susceptibilidad a las
fluoroquinolonas es muy variable, de acuerdo con la cepa
aislada y las tendencias de resistencia. Es por ello que el
tratamiento de estos organismos multiresistentes es sumamente
dificil, en multiples ocasiones las opciones terapéuticas se
restringen solo a los carbapenems (6).

Es bien conocido el mal pronéstico clinico que tienen aque-
Ilos pacientes que sufren infecciones por microorganismos
productores de BLEE cuando son tratados con C3G o
aztreonam (7), por lo tanto el conocimiento de la frecuencia
de dichos aislamientos en cualquier centro hospitalario cons-
tituye una herramienta fundamental en el momento de selec-
cionar la terapia empirica en aquellos pacientes con infecciones
de alto riesgo, evitando los fracasos terapéuticos clinicos y con-
tribuyendo asi con la disminucion del valor costo-beneficio ge-
nerado por las infecciones bacterianas. Adicionalmente, se pre-
viene la diseminacién horizontal, especialmente en las Unida-
des de Terapia Intensiva (8).

La Maternidad “Concepcidn Palacios” (MCP), es un hospital
catalogado de Tipo IV, con aproximadamente 460 camas
operativas y cuya mision es la atencién de mujeres embaraza-
das y al producto de su embarazo (neonatos), asi como tam-
bién a mujeres no embarazadas con problemas de aborto, can-
cer, entre otros. Debido a la poblacion de la cual hacemos
referencia, las cefalosporinas constituyen los antibidticos prin-
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cipalmente utilizados, es por ello que se quiso conocer la fre-
cuencia de la produccion de BLEE en enterobacterias aisladas
de los pacientes hospitalizados en areas criticas de dicho centro.

Métodos

Se hizo un estudio retrospectivo de los aislamientos de
enterobacterias obtenidas en muestras de hemocultivos, punta
de catéteres, orinas y secreciones, de los pacientes ubicados
en los Servicios Neonatales (SN) y la Unidad de Terapia In-
tensiva de Adultos (UTIA) de la Maternidad “Concepcion
Palacios” en el periodo comprendido entre enero y junio de
2006.

Muestras

Las muestras analizadas fueron hemocultivos, puntas de
catéteres, orinas y secreciones de heridas.

Los hemocultivos se tomaron siguiendo las normas de asepsia
establecidas. Se obtuvo una muestra por paciente en los casos
de neonatos. Para los adultos, se obtuvieron por lo menos dos
muestras con un intervalo de diferencia de 15 minutos entre
cada toma. Las muestras de sangre se inocularon en botellas
pediatricas (Bact/ALERT® PF BioMeérieux, Inc. Dirham, NC
27704) y botellas para adulto (Bact/ALERT® FA BioMérieux,
Inc. Dirham, NC 27704), del equipo automatizado Bact/Alert
(Organoén Técnica Corporation), donde fueron monitoreadas
hasta su positivizacion. La cantidad de muestra inoculada fue
de 1 a 3 ml de sangre para los frascos pediatricos y de 7 a 10
ml para los frascos de adultos.

Las puntas de catéteres fueron obtenidas con las medidas de
asepsia establecidas, se enviaron 5 cm de la punta distal al
laboratorio en inyectadora estéril.

Las orinas se tomaron en bolsas recolectoras, siguiendo las
medidas de higiene necesarias en los pacientes pediatricos y a
través de catéter en los pacientes adultos.

Las secreciones de herida fueron tomadas por el médico y se
utilizaron culturettes con medio de Stuart como medio de trans-
porte (Copan Innovation, Italy).

Las muestras fueron inoculadas en los medios de cultivo de
Agar Sangre (Becton, Dickinson and Company Sparks, MD
21152 USA), Agar GC Medium (Becton, Dickinson and
Company Sparks, MD 21152 USA) y Agar Levine Eosina
Azul de Metileno (Becton, Dickinson and Company Sparks,
MD 21152 USA). Los medios de cultivo de Agar Sangre y
Agar GC se incubaron en atmésfera de 5-10% de CO2 a 35°C,
y el medio Agar Levine Eosina Azul de Metileno, en estufa a
35°C.
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Cepas bhacterianas

Se procesaron un total de 206 aislamientos de enterobacterias,
de las cuales: 139 se obtuvieron de hemocultivos, 26 de pun-
tas de catéteres, 3 de muestras de orinas y 38 de secreciones
de heridas. La mayoria de los aislamientos correspondieron a
176 neonatos ubicados en los Servicios Neonatales y los 18
restantes eran pacientes adultos ubicados en la UTIA.

Identificacion de las cepas bacterianas

La identificacion y la sensibilidad de las cepas se realizaron
mediante el sistema semiautomatizado miniAPI (BioMérieux)
utilizando galerias ID32GN y ATBGN-5 respectivamente.
Adicionalmente, la identificacion de las enterobacterias, se rea-
liz6 siguiendo la metodologia descrita por Murray y col (6) y
las pruebas de sensibilidad se llevaron a cabo por el método
de difusion en disco descrita por Bauer y Kirby (9) y se inter-
pretaron segun los lineamientos establecidos en el CSLI (1).

Deteccion fenotipica de BLEE

A los aislamientos en los cuales se observé una disminucion
en el halo de inhibicion correspondiente a las cefalosporinas
de tercera generacion (C3G), y a los que se le observo resis-
tencia a los aminoglicésidos y/o quinolonas, se les hizo la de-
teccion fenotipica de produccion de BLEE.

La deteccion de BLEE se realiz6 mediante el método de do-
ble difusion con discos recomendado por Jarlier y col (10). A
los aislamientos que mostraban agrandamiento del halo en la
zona de confluencia entre la C3G y el acido clavulanico, se
les realiz6 el método recomendado por el CLSI (1), utilizando
los discos Ceftazidima (30 pg, Oxoid Limeted, Basingstoke,
Hampshire, England), Ceftazidima/ac. clavulanico (30/10 pg,
Oxoid Limeted, Basingstoke, Hampshire, England),
Cefotaxima (30 pg, Oxoid Limeted, Basingstoke, Hampshire,
England), Cefotaxima/Ac. Clavulénico (30/10pg, Oxoid
Limeted, Basingstoke, Hampshire, England), Cefpodoxime (10
pg, Oxoid Limeted, Basingstoke, Hampshire, England),
Cepodoxime/ac. clavulanico (10/10 pg, Oxoid Limeted,
Basingstoke, Hampshire, England), siguiendo los parametros
establecidos. Se emplearon las cepas Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Escherichia
coli ATCC 35218, para el control de calidad de los discos.

Resultados

Los resultados obtenidos en la identificacion por medio de la
metodologia descrita por Murray y col. (6) y la obtenida por
el método semi automatizado mini API, fueron 100% coinci-
dentes. Se aislaron un total de 206 enterobacterias, de las cua-
les 133 fueron identificadas como Pantoea agglomerans, 39
como Klebsiella pneumoniae, 12 como Enterobacter cloacae,
12 fueron Escherichia coli y 10 Enterobacter aerogenes (Fi-
gura 1). En los Servicios Neonatales (SN), se aislaron: 5
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Enterobacter aerogenes, 8 Enterobacter cloacae, 6
Escherichia coli, 35 Klebsiella pneumoniae, y 131 cepas de
Pantoea agglomerans. En la Unidad de Terapia Intensiva de
Adultos (UTIA), se aislaron: 5 Enterobacter aerogenes, 4
Enterobacter cloacae, 6 Escherichia coli, 4 Klebsiella
pneumoniae, 2 Pantoea agglomerans.
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Figural. Frecuencia de enterobacterias aisladas en la Ma-
ternidad “Concepcion Palacios” entre los meses ene-
ro-junio del 2006.

Del total de aislamientos correspondientes a Pantoea
agglomerans, 116 cepas (56%) resultaron positivas para las
pruebas confirmatorias de produccién de BLEE, de los aisla-
mientos de Klebsiella pneumoniae, fueron positivas a estas
pruebas 29 (14.1%); igualmente 9 (4.4%) cepas de
Enterobacter cloacae, 3 (1.5%) de Escherichia coliy 8 (3.9%)
de Enterobacter aerogenes dieron las pruebas confirmatorias
positivas (Tabla 1). Por lo tanto obtuvimos una produccion de
BLEE en un 80.2% de las enterobacterias aisladas entre enero
y junio del 2006.

Las cepas productoras de BLEE (BLEE +) obtenidas en los SN
tuvieron la siguiente distribucion: 4 Enterobacter aerogenes, 5
Enterobacter cloacae, 3 Escherichia coli, 27 Klebsiella
pneumoniae, y 115 Pantoea agglomerans. En la UTIA se obtu-
vo: 4 aislamientos de Enterobacter aerogenes productores de
BLEE, 4 Enterobacter cloacae, 2 Klebsiella pneumoniae, y 1
aislamiento de Pantoea agglomerans (Tabla 2).

La frecuencia de resistencia asociada a aminoglicésidos y a
ciprofloxacina en los aislamientos BLEE +, fueron los siguien-
tes: en los SN se obtuvo un porcentaje de resistencia de 34%
para amikacina, 84% para gentamicina y 1% para
ciprofloxacina. En la UTIA se obtuvo un 80% de resistencia a
amikacina, 67% a gentamicina y 100% a ciprofloxacina. Los
carbapenems se mantuvieron con un 0% de resistencia tanto
en los aislamientos BLEE + de los SN como de la UTIA (Ta-
bla 3).

35




Enterobacterias productoras de Beta Lactamasa de espectro expandido en pacientes criticos de la Maternidad Concepcion Palacios

Tabla 1. Comparacion de tipo de enterobacterias aisladas productoras de Beta
Lactamasa de Espectro Expandido (BLEE).

Microorganismo NUmero de NUmero de % de cepas
aislamientos  cepas productoras productoras de
de BLEE BLEE
Pantoea agglomerans 133 116 56.3
Klebsiella pneumoniae 39 29 14.1
Enterobacter cloacae 12 9 44
Escherichia coli 12 3 15
Enterobacter aerogenes 10 8 3.9
Total 206 165 80.2

Tabla 2. Comparacion de las diferentes especies de enterobacterias obtenidas en
los Servicios Neonatales (SN) y la Unidad de Terapia Intensiva de Adultos (UTIA),
con los aislamientos positivos para la produccion de BLEE.

Microorganismo

NUmero de
aislamientos en los SN/
Numero de cepas BLEE +

NUmero de
aislamientos en la UTIA/
NUmero de cepas BLEE +

Enterobacter aerogenes 5/4
Enterobacter cloacae 8/5
Escherichia coli 6/3
Klebsiella pneumoniae 35/27
Pantoea agglomerans 131/115
Total 185/154

5/4
4/4
6/0
412
2/1
21/11

BLEE+: Cepas productoras de Beta Lactamasa de Espectro Expandido.

Tabla 3. Porcentaje de resistencia asociada en los
asilamientos productores de Beta Lactamasa de Espectro
Expandido obtenidas en los Servicios Neonatales (SN) y la
Unidad de Terapia Intensiva de Adultos (UTIA).

Antibiético % Resistencia % Resistencia
en SN en UTIA
Amikacina 30pg 34 80
Gentamicina 10pg 84 67
Ciprofloxacina 5pg 1 100
Imipenem 10pg 0 0

Discusion

Las BLEE, constituyen un factor muy importante de resistencia
adquirida emergente a nivel mundial en miembros de
Enterobacteriaceae (3-5). Esto constituye un grave problema a
nivel hospitalario no solo por su rapida diseminacion, sino tam-
bién por el patrén fenotipico de multiresistencia que exhiben,
reduciendo mucho las opciones terapéuticas (4,5,7).Para el afio
2000 segun datos de SENTRY existian en Latinoamérica un
46,9% de Klebsiella pneumoniae productoras de BLEE, siendo
Meéxico el pais con mayor porcentaje con un 52%, seguido de

36

Argentina con 51,1% y Brasil con un 50,9%, mientras que Ve-
nezuela presentaba un porcentaje del 26.2%. El aislamiento de
enterobacterias productoras de BLEE en Venezuela es un pro-
blema que ha ido en aumento a nivel hospitalario (4,5). Actual-
mente, el Programa Venezolano de Vigilancia de la Resistencia
a los Antimicrobianos (www.provenra.org), maneja una cifra de
63.66% de cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas de
hemocultivos en pacientes hospitalizados, productoras de BLEE
a nivel nacional.

La Maternidad “Concepcidn Palacios”, atiende en la ciudad de
Caracas, una poblacion importante de mujeres embarazadas, asi
como también los neonatos producto de dichos embarazos, la
mayoria de los cuales no son controlados. Esto trae como conse-
cuencia que exista un nimero significativo de nacimientos
pretérmino, con problemas de bajo peso al nacer, insuficiencia
respiratoria, enfermedades congénitas entre otros. Asi mismo, al
ser las cefalosporinas, antibiéticos con muy bajos efectos secun-
darios y de amplio espectro de accién, han sido grandemente
utilizados para el tratamiento de mujeres embarazadas y recién
nacidos, lo cual pudo haber ejercido una presién selectiva en la
poblacion bacteriana intrahospitalaria, favoreciendo el incremen-
to de cepas resistentes.
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La frecuencia de la especie de Enterobacteriaceae varia mu-
cho de un centro a otro, sin embargo, en estudios realizados
en el interior del pais (11-13) , se reporta a Klebsiella
pneumoniae como la especie de mayor frecuencia, seguida
por Escherichia coli. Esto también se observé en algunos es-
tudios realizados a nivel mundial (14-16). Sin embargo, en la
MCP, la mayor frecuencia fue para Pantoea agglomerans, un
germen considerado oportunista que suele colonizar pacien-
tes hospitalizados en los que observamos condiciones
predisponentes como tratamiento antibacteriano, neutropenia,
catéteres, diabetes, infusiones intravenosas, etc. (6). Ademas
de estar ampliamente distribuido en la naturaleza (6), Pantoea
agglomerans ha sido descrito como agente causal en casos
aislados de infecciones articulares (17), hueso y tejidos blan-
dos, como consecuencia de penetracion traumatica de vegeta-
cién (18-22); asi como también en casos de contaminacion de
fluidos intravenosos (23), nutricion parenteral (24) y produc-
tos sanguineos (25) en los que se ve involucrado un ndmero,
si se quiere reducido, de pacientes si los comparamos con los
133 aislamientos obtenidos en seis meses en la MCP.

En un estudio realizado en todo el afio 2006 en EI Complejo
“Hospital Universitario Ruiz y P4ez” en Ciudad Bolivar, se
obtuvo un 50,6% de enterobacterias aisladas de hemocultivos,
productoras de BLEE (11). En otro estudio llevado a cabo en
Maracaibo (12), también analizaron las enterobacterias pro-
ductoras de BLEE aisladas en hemocultivos pero por un pe-
riodo de tiempo mayor, junio 2002 a junio 2006, y encontra-
ron una produccion de BLEE de un 39,48%. En un analisis de
mecanismos de resistencia realizado en el Estado Portuguesa
(13), la produccion de BLEE constituy6 el 19,2% lo cual co-
locé a la produccion de estas e-lactamasas como el segundo
mecanismo de resistencia observado con mayor frecuencia.
En la MCP, analizando un periodo de 6 meses, se obtuvo que
el 80.2% de las enterobacterias aisladas dieron positivas las
pruebas fenotipicas para la produccién de BLEE, una cifrasin
duda, alarmante, si la comparamos con los reporte citados y
aun mas si tomamos en cuenta que dichos aislamientos se ob-
tuvieron principalmente de muestras de hemocultivos. Este
quizé sea el reporte del porcentaje més elevado que haya sido
informado en Venezuela.

Los genes que codifican para la produccion de BLEE se encuen-
tran localizados en megaplasmidos (>100 KDa), que frecuente-
mente codifican resistencia también a otros antimicrobianos, ta-
les como aminoglicésidos, cloranfenicol, tetraciclinas y
trimethoprim-sulfametazol. Esto determina que las
enterobacterias productoras de BLEE frecuentemente presentan
resistencia asociada a dichos antibi6ticos (26). En este estudio
se demostré una elevada resistencia a aminoglicésidos tanto en
el SN como en los aislamientos obtenidos en el &rea de UTIA.
Sin embargo, nos llama la atencién la diferencia de resistencia
asociada a ciprofloxacina que existe entre el rea de SN (1%) y

: Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana

el de UTIA (100%). Esto probablemente se deba a la diferencia
en el uso de quinolonas que existe entre ambas &reas ya que en
los neonatos, este grupo de antibiéticos no es utilizado. Los
carbapenemes en éste grupo de Enterobacteriaceae, se mantie-
nen como los antibidticos de eleccion.

Por Gltimo, es de hacer notar que a pesar de que la mayor
frecuencia de enterobacterias productoras de BLEE en la MCP
estan presentes en el area de SN, si bien concuerda con las
condiciones predisponentes que poseen los pacientes de di-
cha érea, tales como, bajo peso al nacer, insuficiencia respira-
toria, uso de catéter, alimentacion parenteral, etc., el hecho de
que las cifras sean tan elevadas y que se mantengan en el tiem-
po, hace sugerir que existe un problema de transmision conti-
nua en las que el personal juegan un papel primordial y que
urge tomar medidas de control efectivas tales como el uso de
barreras de contacto (aislamiento del paciente, lavado estricto
de manos, uso de alcohol isopropilico), capacitacién perma-
nente del personal, indicacién de cultivos de control
epidemioldgico y una vigilancia activa y segura por parte de
los comités de control de infecciones.
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Valor pronaostico de los niveles séricos del Receptor d soluble
de Interleuquina-2 en pacientes con Linfoma No Hodgkin

Claudia Galicia, Priva Zabner de Oziel, Rosa Somoza, Valentina Wallis, Jean Desenne, Ana Monzén de Orozco, Marina
Gonzalez, Antonieta Natale, Gretta Acquatella, Marisela Morales, Yasmin Ordofiez, Maria Alejandra Torres, Aixa Muller

RESUMEN

El receptor d soluble de la interleuquina 2 (sSRAIL-2) ha sido considerado un marcador pronostico en pacientes con linfoma No Hodgkin (LNH).
El objetivo del trabajo consistio en determinar la significancia de los niveles del sRdAlL-2 en pacientes con LNH, su correlacién con factores
clinico patolégicos, biologicos y su valor prondstico. Se procesaron muestras de suero de 43 nuevos casos de pacientes con LNH, pretratamiento,
edades comprendidas entre 25-84 afios, mediana 55 afios, 33 (77%) LNH agresivos y 10 (23%) LNH indolentes. Segun el indice Prondstico
Internacional (IP1), 37 (86%) de bajo riesgo y 6 (14%) de alto riesgo, siendo el tiempo promedio de seguimiento de la enfermedad 30 meses
(rango 3-48 meses). Se recolectaron 20 muestras de suero de controles sanos, donantes de banco de sangre, para determinar el valor de referencia.
Las muestras de pacientes y controles se congelaron a -70°C hasta su procesamiento. EI sSRAIL-2 se determind por un inmunoensayo enzimatico
adsorbente (ELISA), sensibilidad 10 pg/ml 'y se consideraron elevados los niveles >2000 pg/ml. Los marcadores biolégicos: Beta 2 microglobulina
(B2M), Proteina C Reactiva (PCR), Velocidad de sedimentacion globular (VSG), Albimina sérica, Lactato deshidrogenasa (LDH), Aspartato
amino transferasa (AST), Alanino amino transferasa (ALT) y Fosfatasa alcalina (ALP), se determinaron por métodos de inmunoensayo enzimético
sobre microparticulas (MEIA), aglutinacion directa, Wintrobe, colorimétrico y cinético, respectivamente. Los niveles séricos del sRAIL-2 en
pacientes con LNH fueron significativamente superiores al del grupo control (p <0,001) y 26 (60%) de los pacientes expresaron niveles elevados
del sRAlL-2 (p< 0,001). Se detectaron niveles del sRAIL-2 significativamente incrementados asociados a pacientes con estadio clinico (EC) Il1-
IV (p=0,02), sintomas B (p= 0,04), valores elevados de B2M (p=0,01) y PCR (p= 0,05). Los niveles del sRAIL-2 correlacionaron de forma
significativa y directa con EC, sintomas B, B2M y PCR, (p=0,05). En el analisis univariado, la sobrevida global (SG) (4 afios, 18%) de los
pacientes con LNH agresivos con niveles elevados del sRAIL-2 fue significativamente inferior a la SG (59%) de los pacientes con niveles 22000
pg/ml (p=0,048). La determinacion del sSRAIL-2, pretratamiento, en pacientes con LNH, podria aportar informacién sobre la progresion, actividad
y prondstico de la enfermedad, siendo importante para la seleccion de la estrategia terapéutica.

Palabras clave: Receptor d soluble de Interleuquina-2, Linfoma No Hodgkin, factor pronéstico.

Prognostic value of serum soluble Interleukin-2 d receptor
levels in Non Hodgkin“s lymphoma patients

SUMMARY

Soluble Interleukin-2 d receptor (sIL-2dR) has been considered as a prognostic marker in Non-Hodgkin’s lymphoma (NHL) patients. The aim
of this study was to assess the significance of sIL-2dR levels in the pre-treatment serum of NHL patients, as well as its correlation with the
clinical-pathological and biological factors and its prognostic value. Forthy-three serum samples from newly diagnosed NHL patients were
processed before starting the treatment. The median age was 55 years old (range 25-84 years), 33 cases (77%) were classified as aggressive
lymphomas and 10 cases (23%) as indolent lymphomas. According to the International Prognostic Index (IP1), 37 cases (87%) were classified as
high risk group and 6 cases (14%) as low risk group. The average time of follow—ups was 30 months (range 3-48 months). 20 healthy control
samples from blood bank donors were collected for establishing the reference value. All patients and control samples were kept at -70°C until
processed. The sIL-2dR levels were determined by applying an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), sensitivity 10 pg/ml. Values were
considered elevated when they exceeded 2000 pg/ml. The biological markers: Beta 2 microglobulin (B2M), C-Reactive Protein (CRP), erythrocyte
sedimentation rate (ESR), serum albumin, serum lactate dehydrogenase (LDH), aspartate amino transaminase (AST), alanine amino transaminase
(ALT), alkaline phosphatase (ALP), were determined by the methods of microparticle enzyme immunoassay (MEIA), direct agglutination,
Wintrobe, colorimetric and kinetic respectively. The sIL-2dR serum levels in the NHL patients were significantly higher than the control group
(p<0.001) and 26 (60%) of the patients expressed values higher than 2000 pg/ml (p<0.001). Significantly elevated serum levels of sIL-2dR were
associated with clinical stage (CS) II-1V (p=0.02), B symptoms (p= 0.04), elevated levels of B2M (p=0.01) and CRP (p=0.05). There was a
significantand direct correlation between the sIL-2dR concentrations with CS, B symptoms, B2M and CRP (p=0.05). According to the univariated
analysis, the overall survival of aggressive NHL patients with high sIL-2dR levels was significantly lower (4 years,18%) than those with sIL-2dR
<2000 pg/ml (p=0.048). Knowledge of the serum levels of sIL-2dR in pretreatment NHL patients may help us to have information about the
possible prognosis, progression and activation of disease and may be important for determination of treatment strategy.

Key words: Soluble interlukin-2 4 receptor, Non Hodgkin’s Lymphoma, prognostic factor.

Direccion: Instituto de Oncologia y Hematologia, Ministerio del Poder Popular para la Salud, Universidad Central de Venezuela: Unidad de Linfoma,
Laboratorio de Inmunologia, Laboratorio General.
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Valor pronoéstico de los niveles séricos del Receptor a soluble de Interleuquina-2 en pacientes con Linfoma No Hodgkin

Introduccion

Los Linfomas No-Hodgkin (LNH) comprenden un variado
espectro de desordenes linfoproliferativos con diferentes
comportamientos clinicos y caracteristicas biologicas (1-4).

Recientemente se ha avanzado en la investigacion de los
aspectos bioldgicos de esta malignidad, asociados al estudio
de las citoquinas, sus receptores solubles y su relacion con la
patogénesis (5). En tal sentido una serie de estudios han
sugerido la significancia del receptor alfa soluble de la
Interlequina-2 (sRAIL-2) como marcador prondstico en LNH

(6).

El receptor alfa de la IL-2 es producido por linfocitos T y B
activados y esta compuesto por tres glicoproteinas (d, e, 9)
(7). La cadena d de peso molecular 55 KD referida como
antigeno Tac (CD25) funciona como un receptor de baja
afinidad, compuesto por 351 aminoacidos de los cuales 13 se
localizan intracitoplasmaticamente.

El sSRAIL-2 corresponde a una porcion truncada de la cadena
alfa del antigeno Tac (CD25), el cual es menor que su
contraparte celular (45KD vs 55KD), pero es capaz de unirse
a la IL-2 eficientemente. La cadena e es una glicoproteina de
575 aminoacidos de peso molecular de 75 KD y las cadenas
ey gsonreceptores de moderada afinidad (8). El sRAIL-2 no
se expresa en células en reposo, la activacion de las células T
por antigeno o mitdégeno induce su expresion en la superficie
de los linfocitos T y es liberado por efecto de una proteasa (9).

La interleuquina 2 (IL-2) fue descrita en el sobrenadante de
cultivos de células activadas y esta involucrada en la
inmunoregulaciéon, promoviendo la proliferacion de los
linfocitos T. La IL- 2 se combina especificamente con su
receptor sobre la superficie de los linfocitos T e induce la
respuesta celular (8,9).

Debido a que el sSRAIL-2 es producido por linfocitos activados,
su nivel sérico es indice de activacion linfocitaria y en
consecuencia se han detectado niveles incrementados en
pacientes con malignidades hematoldgicas como leucemias y
linfomas (10-15).

La identificacion de pacientes con LNH, con diferentes
posibilidades de respuesta al tratamiento, es critico para el
desarrollo de las terapias segln el indice de riesgo de la
enfermedad. En tal sentido, el [ndice Pronostico Internacional
(IPI) ha sido el modelo predictivo utilizado para la
categorizacion de los pacientes con LNH en grupos de riesgo.
E11PI incorpora cinco factores prondsticos: la edad, el estado
funcional del paciente, el estadio clinico, la actividad de la
Lactato deshidrogenasa (LDH) y el nimero de lesiones
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extranodales (16).Inicialmente fue aplicado a los LNH
agresivos y posteriormente fue validado para todos los grados
de malignidad (17). No obstante, la precision de dicho modelo
predictivo pudiera complementarse con la combinacion de
marcadores bioldgicos adicionales asociados al tumor, de alli
la importancia de determinar los niveles del sRAIL-2 y evaluar
su utilidad como marcador tumoral en LNH.

Materiales

Pacientes: Se evaluaron 43 pacientes con diagndstico de
Linfoma No-Hodgkin (LNH) confirmados clinica e
histopatoldgicamente, los cuales acudieron a la consulta de
Linfoma del Instituto de Oncologia y Hematologia U.C.V.-
Ministerio de Salud., durante el periodo 1999 - 2004, siendo
el tiempo promedio de seguimiento de la enfermedad de 30
meses (rango 3-48 meses). Se incluyeron pacientes que no
recibieron tratamiento previo de la enfermedad, con serologia
negativa para VIH, excluyéndose los pacientes con LNH
previamente tratados o con enfermedades asociadas tipo
diabetes, insuficiencia renal u otras, y aquellos con serologia
positiva para VIH.

Los pacientes se clasificaron histopatoldogicamente segun la
clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
(18). Para la estadificacion clinica se aplicé el sistema de
clasificacion de ANN ARBOR: siendo los estadios I-II
(enfermedad localizada) y estadios III-IV (enfermedad
avanzada). El estado funcional de los pacientes se determino
aplicando la escala de Karnosfky (19). De acuerdo al IPI se
clasificaron los grupos de riesgo: bajo riesgo (bajo riesgo e
intermedio bajo) y alto riesgo (riesgo intermedio alto y alto
riesgo). En la practica clinica con fines pronosticos los LNH
se subdividieron en las categorias de linfomas indolentes y
agresivos (3).

Grupo control: Se incluyeron 20 individuos aparentemente
sanos, donantes de Banco de Sangre, para establecer los valores
de referencia (VR) de los niveles séricos del sSRAIL-2.

Evolucion clinica: Los pacientes se trataron con esquemas de
primera linea establecidos internacionalmente para los
Linfomas No Hodgkin (1).

Para la evaluacion clinica se aplicaron los siguientes criterios:

Remision completa (RC): se define como la desaparicion de
todas las manifestaciones clinicas y signos de la enfermedad,
con normalizacion de las alteraciones radioldgicas y de los
datos bioquimicos que fueran anormales antes de iniciar la
quimioterapia. Una vez finalizado el tratamiento, la respuesta
se mantendra, al menos tres meses. En caso de infiltracion de
la medula 6sea, la desaparicion de la enfermedad morfoldgica/
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histologica, debera ir unida a normalizacion de las cifras
hematolégicas periféricas (>12 g/dl de Hb, >100.000
plaquetas/mm3 y >1.500 granulocitos/mm3).

Remision parcial (RP>50): Se define como la reduccion del
50% o mas de la enfermedad medible durante al menos un
mes. Debe haber ausencias de citopenias periféricas.

Progresion: Aumento en la frecuencia o en la severidad de los
sintomas, o aparicion de nuevas areas afectadas, o progresion de
mas de un 25% en las localizaciones tumorales iniciales.

Sobrevida global (SG): Es el tiempo transcurrido desde que
se hace el diagndstico y se inicia 0 no un tratamiento, hasta la
muerte ocasionada por la enfermedad inicial que se esta
evaluando o hasta la fecha del tltimo control.

Sobrevida libre de enfermedad (SLE): Es el tiempo
transcurrido entre la fecha RC y la nueva aparicion de sintomas
y signos de enfermedad (recaida).

Métodos

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncion venosa, una
sola toma de muestra antes de la administracion del tratamiento.
Para la muestra de sangre total se utilizaron tubos con
anticoagulante EDTA y para la obtencion del suero tubos
estériles sin anticoagulante, los cuales se centrifugaron a 2500
rpm, por 10 min. y se almacenaron a -70°C hasta su
procesamiento. Las muestras de suero de pacientes y controles
se procesaron bajo las mismas condiciones.

LDH, AST, ALT Y FALC: Las enzimas se analizaron por
métodos cinéticos UV, utilizando un autoanalizador de quimica
sanguinea (Hitachi modelo 704 Roche): ALT (VR: <38 w/l,
Roche catdlogo N°851121); AST (VR: <41 w/l, Roche catalogo
N°851132); FALC (VR: <290 u/l, Roche catalogo N° 816388).

LDH (VR: 80-285 u/l, Invelab catdlogo N° 89289). La
actividad de la LDH se consider6 elevada para valores >570
U/L, correspondiendo al 100% del valor superior del rango
de referencia, segiin lo establecido por el IPI, en pacientes
con LNH (16).

PCR: se aplicé método de aglutinacion directa semicuantitativo
(Wiener Lab. catdlogo N° 006531). VR: <6 mg/dl.

B2M: Se determindé mediante el método de inmunoensayo
enzimatico sobre microparticulas (MEIA), sistema IMX.
(Abbot, cat N° 69-2197/R11). VR: <3,4 mg/dL.

Determinacion de indicadores hematoldgicos: Hemoglobina,

Hematocrito, Recuento celular, Formula leucocitaria, y
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Velocidad de Sedimentacion globular (VSG) por el método
Wintrobe 1 hora, VR: 0-15 mmbh.

Receptor alfa soluble de la Interleuquina 2 (sRAIL-2): Los
niveles séricos del sSRAIL-2 se determinaron en las muestras
de pacientes y controles sanos aplicando un inmunoensayo
enzimatico adsorbente (ELISA), modalidad sandwich,
(Quantikine Human IL-2sRé catdlogo N° DR2A00). Se empled
un anticuerpo monoclonal de captura especifico para el sSRAIL-
2, adherido a la placa de ELISA. Las muestras, estandares y el
conjugado, se incubaron en cada pozo formandose un
complejo: anticuerpo de captura — antigeno - conjugado
(anticuerpo policlonal anti sSRAIL-2- enzima). Posterior a los
lavados para remover los reactivos y muestras no ligadas, se
afiadio el sustrato, produciéndose el desarrollo de color, cuya
intensidad es proporcional a la concentracion del sRAIL-2
combinado. El desarrollo del color se detuvo con el reactivo
de parada y la intensidad del color se detecté en un
densitometro a la longitud de onda de 450nm, siendo el nivel
de sensibilidad del ensayo de 10 pg/ml.

Analisis estadistico

Se aplicaron las pruebas estadisticas no parametricas: Test U-
Mann-Whitney para determinar las diferencias en el
comportamiento del marcador entre los grupos, expresados
por lamedianay el coeficiente de correlacion de Spearman rank-
sum para determinar la correlacion entre los factores prondsticos.
Se aplico la prueba exacta de Fisher para el analisis de las
frecuencias y para las curvas de sobrevida el método de Kaplan—
Meier y la prueba de Log-rank para el analisis univariado. La
significancia estadistica se establecio en p=0,05

Resultados

Caracteristicas clinico-patologicas y biologicas de los
pacientes con LNH: En la Tabla 1 se muestran las
caracteristicas clinico- patologicas de los pacientes evaluados.
De acuerdo a los factores de mal pronodstico, 33% de los
pacientes presentaron edades mayores de 60 afos, 58% de
sexo femenino, 60% con estadio clinico III-IV (enfermedad
avanzada), 7% estado funcional alterado, 63% con afectacion
extraganglionar >1 region, 47% presentaron sintomas B, 70%
enfermedad voluminosa mayor de 10 cm, y el 19% y 63%
con compromiso de médula dsea y abdominal respectivamente.
Seguin la histologia del tumor, el 56% correspondi6 al subtipo
histologico Linfoma difuso de células grandes tipo B, 9% al
subtipo Linfoma folicular y el 12 % al Linfoma linfocitico
pequefio. En relacién a las categorias pronosticas, el 77%
correspondié a LNH agresivos y el 23% a LNH indolentes.
Con respecto al IPI, el 86% se categorizo de bajo riesgo y el
14% de alto riesgo.
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Tabla 1. Caracteristicas clinico-patologicas de los pacientes
con Linfoma No Hodgkin.

Tabla 2. Niveles séricos del sSRAIL-2 en pacientes con
Linfoma No Hodgkin y controles sanos.

IPI: Indice Prondstico Internacional
Bajo riesgo (bajo e intermedio bajo)
Alto riesgo (intermedio alto y muy alto riesgo)

En relacion a la frecuencia de los marcadores biologicos
alterados, en base al valor limite de referencia (cut-off), el
12%, 28%, 7%, 9%, 23%,49%, 93% y el 61% de los pacientes
presentaron respectivamente niveles elevados de LDH, B2M,
AST, ALT, FALC,PCR , VSG e IL-6 y el 79% niveles bajos
de Albumina sérica.

Niveles séricos del sSRAIL-2 en pacientes con LNH: Los
pacientes con LNH presentaron valores séricos del sRAIL-2
significativamente superiores a los del grupo control , p<0,001
(Tabla 2).
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Parametros sRoIL-2 (pg/ml)
Caracteristicas ORIL-2 Controles Pacientes
}t‘; % Mediana 560 3200
#3) Rango 320-2000 3200-40000
Edad (mediana 55, rango 25- | <60 afios 29 67 *p <0,001
84 afios) > 60 afios 14 33
Masculi .
Sexo F;ﬁlﬂ:‘g ;2 :é sRAIL-2: Receptor alfa soluble de Interleuquina -2
*p significativa = 0,05. Prueba U-Mann-Whitney.
Clasificacion Histologica Difuso de células grandes 24 56
Celulas del manto @ o Tomando en cuenta el valor de referencia obtenido en el grupo
u .
Células grandes anaplsicas T 02 05 control, de los 43 pacientes evaluados, 26 (60%) presentaron
Celulas T periféricas o1 02 niveles significativamente elevados del sRAIL-2 (>2000 pg/
Inmunoblastico 01 02 .
Folicular 04 09 ml) comparados con 17(40%) de los pacientes con valores
Linfocitico pequefio 05 12
Tipo malcoma o 05 del sRAIL-2 <2000 pg/ml, p< 0,001 (Tabla 3 ).
Micosis fungoide 01 02
Tabla 3. Niveles séricos del SRAIL-2 en pacientes con
Categorias prondsticas Agresivos 13 77 Linfoma No HOdgklll.
Indolentes 10 23
Estadio Clinico LI 17 % Niveles séricos <2000 pg/ml > 2000 pg/ml *p
-V 26 60 sRalL-2
Estado funcional Karnostky <70% 03 07 N° pacientes =43 17(40%) 26(60%)
>70% 40 93
Enfermedad extraganglionar <1 16 37 Mediana 780 5200 0,001
>1
277 6 Rango 320-2000 2280-40000
Sintomas B No 23 53
si 20 47
Enfermedad voluminosa illo OC(:":In ;(3; ig sRAIL-2: Receptor alfa soluble de Interleuquina -2
*p significativa = 0,05. Prueba U-Mann-Whitney.
Compromiso de médula osea No 35 81
Sl 08 19 . Ve . r . r
Enformedad abdommimal o P 3 Asociacion de los niveles séricos de sRaIL-2 con las
SI 27 63 caracteristicas clinico-patologicas y bioldgicas de los
IPI Bajo riesgo 37 86 pacientes con LNH: En la Tabla 4, observamos que los
Alto riesgo . . , .
£ 06 14 pacientes con estadio clinico III-IV cursaron con valores del

sRAIL-2 significativamente superiores comparados con el grupo
de pacientes con estadio clinico I-IT, p = 0,02. Los niveles del
sRAIL-2 fueron significativamente elevados en el grupo de
pacientes que presentaron los sintomas B ( fiebre, sudoracion
nocturna y pérdida de peso), respecto al grupo con ausencia de
los sintomas, p=0,04. No se obtuvieron diferencias significativas
relacionadas con la edad, el estado funcional, la enfermedad
extraganglionar, la enfermedad voluminosa, el compromiso de
médula 6sea, la enfermedad abdominal y el IPI.

En cuanto a los marcadores biologicos (Tabla 5), los niveles
del sRAIL-2 en el grupo de pacientes con concentraciones
elevadas de B2M, fueron significativamente superiores
comparados con los niveles del receptor en el grupo de
pacientes con valores normales de B2M, p=0,01. También se
observaron valores del sRAIL-2 significativamente
aumentados, asociados al grupo de pacientes con niveles
elevados de PCR respecto al grupo de pacientes con valores
normales de PCR, p=0,05.
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No se obtuvieron resultados significativos asociados a los
valores de LDH, AST, ALT, FALC, Albtimina, VSG ¢ IL-6.

Tabla 5. Asociacion de los niveles séricos del sSRAIL-2 con
los marcadores biologicos en pacientes con Linfoma No
Hodgkin.

Tabla 4. Asociacion de los niveles séricos del sRaIL-2 con sRalL-2
las caracteristicas clinico-patolégicas en pacientes con Variables N (M) pg/ml Rango P
Linfoma No Hodgkin.
LDH** <570 UL | 38 4400 320 — 40000
Rl >570U/L | 5 1160 500-3200 | 0,24
SKoll-.
Caracteristicas N (M) pg/ml Rango p* B2M <3.4mg/l | 31 920 320-8000
; 0,01
Edad <60 afios | 29 3200 400 — 12400 “34mgl | 12 3200 380-40000
>60afios | 14 4440 320 - 40000 | 0,57 AST <38U/L | 40 3600 320- 40000
Estadio Clinico | 17 1520 320 - 40000 Z8UL |3 1040 680-1160 | 015
LV | 26 3150 400-40000 | 0,02 ALT <41 U/L | 40 3000 320-40000
Estado Funcional | <70% | 3 3200 500-3200 ~41UL |3 5200 4800-10000 | 0,26
Karnofsky >70% | 40 3500 320-40000 | 043 FALC <290 UL | 33 3000 320 — 40000
Enformedad >290 U/L | 10 4200 68040000 | 0,21
Extraganglionar <1 16 1580 320-15600 <34 09 4100 320 - 12000
>1 27 3200 320-40000 | 026 Alblimina sérica >34 | 34 3200 380- 40000 | 0,82
<15 3 4000 2000-12400
Enfermedad <10cm | 13 2280 380 — 7200 >15 21 4800 320 - 40000 | 0.60
voluminosa >10em | 30 5000 32040000 | 014 VSG VD 09
- Bajo riesgo| 37 3000 320-40000 <1,99 pg/ml| 15 4800 380-40000
Alto riesgo | 06 7600 1620-12400 | 0,16 >1,99 pg/ml| 23 3000 320 - 40000 | 0,42
IL-6 VD 05
Sintomas B No 23 1320 320 - 40000 PCR <6 mg/dl | 22 2140 320 — 40000
Si 20 4800 320 - 40000 | 0,04 >6 mg/dl | 21 5200 640-40000 | 0,05
Enfermedad No 15 3200 320-40000
Abdominal Si 26 4000 400-40000 | 0,92
Compromiso de sRAIL-2: Receptor alfa soluble de Interleuquina -2
mé dlfla bsea No 35 4000 320-40000 PCR: Proteina C Reactiva FALC: Fosfatasa alcalina
Si 8 1980 480 —5200 0,13 B2M: Beta 2 microglobulina ALT: Alanina amino transferasa
VD: Valor des conocido

sRAIL-2: Receptor alfa soluble de Interleuquina -2
IPL: Indice pronostico Internacional
M: mediana

*p significativa = 0,05. Prueba U-Mann-Whitney

Correlacion de los niveles séricos de SRAIL-2 con las
caracteristicas clinico- patolégicas y marcadores biolégicos
en los pacientes con LNH: Los niveles del sRAIL-2
correlacionaron de forma directa y significativa con el estadio
clinico de los pacientes (1=0,33 p=0,047) y la presencia de
sintomas B (r=0,42 p=0,05). No se determinaron correlaciones
significativas para el resto de las condiciones clinicas evaluadas
(Tabla 6).

El andlisis de correlacion con los marcadores bioldgicos mostrd
que los niveles del SRAIL-2 correlacionaron siginificativamente
con los valores de B2M (r= 0,42 p=0,05) y PCR en forma
directa (r=0,30 p= 0,05), no habiéndose detectado
correlaciones significativas con el resto de los marcadores
biologicos (Tabla 7).
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AST: Aspartato amino transaminasa
VSG: Velocidad de sedimentacion globular

LDH**: Lactato deshidrogenasa (100% del limite superior del valor de
referencia)

11-6: Interleukina -6

*p significativa = 0,05. Prueba U-Mann-Whitney

Tabla 6. Correlacion de los niveles séricos del sSRAIL-2 con
las caracteristicas clinico-patologicas en pacientes con
Linfoma No Hodgkin.

Caracteristicas r *p
Edad 0.16 NS
Estadio clinico 0.32 0.047
Estado funcional 0.162 NS
Karnofsky
Enfermedad 0.23 NS
extraganglionar
Enfermedad voluminosa 0.20 NS
IPI 0.02 NS
Sintomas B 0.42 0.05
Compromiso de médula 0.003 NS
oOsea

sRAIL-2: Receptor alfa soluble de Interleuquina -2

IPI: Indice. Prondstico Internacional

*p significativa = 0,05 Coeficiente correlacion Spearman.
NS: no significativo
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Tabla 7. Correlacion de los niveles del sRAIL-2 con los
marcadores biolégicos en pacientes con Linfoma No
Hodgkin.

Variables r p*
LDH 0,15 NS
B2M 0,42 0,05
AST 0,08 NS
ALT 0,08 NS

FALC 0,32 NS

Albimina -0,20 NS
IL-6 0,14 NS
PCR 0,30 0,05

sRAIL-2: Receptor alfa soluble de Interleuquina -2

PCR: Proteina C Reactiva FALC: Fosfatasa alcalina

B2M: Beta 2 microglobulina AST: Aspartato amino transferasa
LDH: Lactato deshidrogenasa ALT: Alanina amino transferasa
11-6: Interleukina -6

NS: no significativo

*p significativa = 0,05 Coeficiente correlacion Spearman.

Niveles séricos de sRAIL-2 pretratamiento y evolucién
clinica: De acuerdo a la evolucion clinica, el 16% de los
pacientes entraron en remision completa, 19% respondieron
parcialmente, 8% progresarony 22% fallecieron. Se detectaron
niveles elevados del sRAIL-2 (>2000 pg/ml) en el 38% de los
pacientes con respuesta completa, 58% de los pacientes con
respuesta parcial, 50% de los pacientes que progresaron y en
el 68% de los fallecidos, pero estos resultados no fueron
estadisticamente significativos.

Niveles séricos de sRAIL-2 y sobrevida: El analisis
univariado de la sobrevida global de acuerdo a los niveles
séricos del SRAIL-2 en los pacientes con LNH agresivos, indicd
que para el tiempo de seguimiento de 4 afos, los pacientes
con valores elevados del sRAIL-2 (>2000 pg/ml) presentaron
una probabilidad de sobrevida (18%) significativamente
inferior comparada con la probabilidad de sobrevida global
(59%) del grupo de pacientes con valores normales del sSRAIL-
2,p=0,048 (Figura 1).

El tamafio de la muestra y la distribucion de los datos (vivos y
fallecidos), fueron limitantes para el analisis de la sobrevida
en el grupo de los linfomas indolentes, igualmente para las
curvas de la sobrevida libre de enfermedad en ambos grupos
prondsticos (datos no mostrados).

44

Figura 1. Curva de la sobrevida global de acuerdo a los
niveles del SRAIL-2 en pacientes con LNH agresivos.
Método Kaplan Meier.
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*p significativa = 0.05 Analisis univariado Prueba Log Rank
Discusion

La profundizacion en el estudio de los factores prondsticos
bioldgicos que complementan la informacion aportada por el
IPI en pacientes con LNH ha adquirido un interés considerable.

EL sRdAIL-2 se presenta en la literatura particularmente como
un marcador bioldgico predictivo asociado con la sobrevida
global y la respuesta al tratamiento en pacientes con LNH
(11,12,14,15).

En el presente estudio, los pacientes con LNH presentaron
niveles séricos del SRAIL-2 significativamente elevados antes
de iniciar el tratamiento. La asociacion de su incrementada
expresion con el estadio clinico III-IV, sintomas B, niveles
elevados de B2M y PCR, coinciden con los hallazgos
previamente reportados en pacientes con LNH (11-15,23,24),
de los cuales solo en el estudio de Pérez-Encina M., et al. (12)
se analizaron pacientes con LNH agresivos, LNH indolentes
y el grupo total, observandose una asociacion significativa entre
los niveles elevados del sRAIL-2 y el estadio clinico
(enfermedad avanzada) en los tres grupos evaluados y una
asociacion con los sintomas B con el grupo total y los linfomas
agresivos. Larelacion del sSRAIL-2 con el estadio clinico y la
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B2M es reflejo de la diseminacion y proliferacion del proceso
tumoral y la asociacion con los sintomas B y los niveles
elevados de la PCR, nos indican su relacion con la respuesta
del paciente al tumor, el estado de inflamacion y la activacion
celular.

Si bien el incremento en la expresion del sSRAIL-2 no es un
marcador especifico de malignidad ya que los linfocitos y
monocitos activados expresan el receptor (9,21), en nuestro
trabajo los niveles del sRdIL-2 correlacionaron
significativamente y de forma directa con las condiciones
clinicas que reflejan la progresion y expansion de la
enfermedad asi como con las concentraciones de B2M,
marcador biologico que refleja la actividad proliferativa del
tumor. Estos resultados coinciden con los hallazgos de Pérez-
Encina M., et al. (12), quienes demostraron la misma
correlacion en los tres grupos de pacientes evaluados. Estas
observaciones apoyan la hipotesis de que la acumulacion del
sRAIL-2 en la sangre de los pacientes con LNH es
consecuencia directa de su liberacion por las células tumorales
(22). También observamos la correlacion directa entre el
sRAIL-2, presencia de sintomas B y la PCR, lo cual refleja el
estado de activacion del sistema inmune y la respuesta
inflamatoria, en la cual también participan las citoquinas pro-
inflamatorias tales como la interleuquina -6 (IL-6) y el factor
de necrosis tumoral (TNF) y sus receptores solubles,
favoreciendo el estado de inflamacion general (6,20,23).

En relacion a los grupos pronosticos y los niveles del sRAIL-
2, no se observaron diferencias entre los linfomas agresivos y
los indolentes, contrario a los resultados de Pérez-Encina M.,
etal. (12), quienes reportaron niveles superiores del sSRAIL-2
en los linfomas agresivos. En dicho trabajo el numero de
pacientes era comparable entre los grupos, no siendo asi en
nuestro caso, pudiendo influir esto en la significancia
estadistica, a pesar de las diferencias entre los valores de las
medianas entre ambos grupos y el efecto de la distribucion de
los datos.

En nuestro estudio, si bien una proporcion significativa de
pacientes presentaron niveles del sRAIL-2 pretratamiento
incrementados, no se observaron resultados significativos
relacionados con la evolucion clinica, probablemente debido
al bajo nimero de pacientes.

En el andlisis univariado de la sobrevida global, nuestro estudio
determino el valor prondstico para el sSRAIL-2. Los pacientes
con LNH agresivos que expresaron niveles elevados del sSRAIL-
2 cursaron con una menor probabilidad de sobrevida global
en comparacion con el grupo de pacientes con niveles normales
del sRAIL-2, no obstante no se demostrd su valor pronostico
independiente en el analisis multivariado. Fabre-Guillevin E.,
etal. (15) reportaron resultados similares correlacionados con
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la sobrevida global, remision completa y sobrevida libre de
enfermedad, basados en valores de cut-off diferentes (< 110
pg/ml ), ademas en su trabajo analizaron los grupos de riesgo
segliin el IPI de acuerdo a los niveles del sRAIL-2 y sus
observaciones indicaron una menor sobrevida global y remision
completa en pacientes de riesgo intermedio con altos niveles
del sRAIL-2. Por otra parte, Goto H., et al. (14) reportaron
disminucién de la probabilidad de sobrevida global en los
pacientes con niveles elevados del sRAIL-2 (>2000 U/ml) en
comparacion con los pacientes con bajos niveles del mismo,
mostrando ser un marcador independiente de la sobrevida
global. Adicionalmente, al combinarlo con el IPI, sus resultados
indicaron una menor probabilidad de sobrevida global en los
pacientes con niveles elevados del sRAIL-2 y grupos de alto
riesgo. Nitsu N., et al. (11) obtuvieron resultados concordantes
con los nuestros respecto a la sobrevida global asociada a
niveles elevados del sRAIL-2 (> 2000 U/ml y >3000 U/ml) y
cuando se combinaron con el IPI no obtuvieron resultados
significativos para la sobrevida global, no obstante el analisis
multivariado mostré la independencia del marcador. El trabajo
de Chopra G.S., et al. (5) coincide con el nuestro en cuanto al
valor pronostico del sRAIL-2 pretratamiento y ademas en su
estudio determinaron niveles incrementados durante el
tratamiento en pacientes con respuesta parcial y progresion de
la enfermedad. Stasi R., et al. (25) determinaron diferencias
significativas respecto a los niveles del sSRAIL-2 entre pacientes
con LNH respondedores y no respondedores.

Debido a la variabilidad de los resultados entre los trabajos
reportados, es importante considerar los factores que determinan
estas diferencias y dificultan la comparacion de los mismos (15),
tales como el tamafo de la muestra, las caracteristicas clinico
patologicas, la histologia del tumor y la heterogeneidad de los
subtipos histologicos, siendo recomendable la clasificacion de
la OMS para la posterior categorizacion de los grupos
pronosticos. Desde el punto de vista metodolégico, el método
utilizado, la variabilidad de los criterios para establecer el valor
del cut-off , asi como el andlisis estadistico aplicado, son
determinantes en la reproducibilidad de los resultados.

En el presente estudio evaluamos la utilidad de la
determinacion de los niveles séricos del SRAIL-2 en pacientes
con LNH. Los resultados sugieren que su expresion refleja el
comportamiento biologico del tumor, la progresion y actividad
de la enfermedad, considerandose la expresion de los niveles
elevados, un marcador de mal prondstico para la sobrevida
global en los pacientes con LNH agresivos.

La profundizacion en el comportamiento de los niveles séricos
del sRAIL-2 en los pacientes con LNH, permitiria
complementar la informacion aportada por el IPI para la
categorizacion de los pacientes y la seleccion de las estrategias
terapéuticas.
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Informacion para los autores

Requisitos uniformes para preparar los
manuscritos enviados a revistas biomédicas

La quinta edicién (1997) de los requisitos
uniformes se ha preparado con la finalidad de
reorganizar y modificar la redaccion de la cuarta
edicion a efecto de aumentar la claridad y abordar
inquietudes con respecto a derechos, proteccion
de la vida privada de los sujetos de investigacion,
descripcion de los métodos aplicados y otros
asuntos. Los requisitos uniformes para preparar
los manuscritos enviados a revistas biomédicas
pueden reproducirse para fines educativos y sin
afan de lucro, con prescindencia de los derechos
del autor; el Comité alienta la distribucion de este
material.

A las revistas que accedan a guiarse por los
requisitos uniformes (actualmente méas de 500
revistas lo hacen) se les pide que en sus
instrucciones para los autores citen el documento
correspondiente a 1997.

Es importante hacer hincapié en lo que los
requisitos significan y en lo que no. En primer
lugar, los requisitos uniformes son instrucciones
sobre la forma de preparar los manuscritos
dirigidas a los autores; no se trata sobre
indicaciones sobre estilo editorial destinadas a la
redaccion de las revistas. (Sin embargo, muchas
revistas han incorporado en su estilo editorial
ciertos elementos de los requisitos.)

En segundo lugar si los autores preparan un
manuscrito segln el estilo especificado en estos
requisitos, los directores de las revistas
participantes no devolveran el manuscritos para
que se hagan cambios de estilo antes de
considerarlo para publicacién. No obstante, en el
proceso de publicacion los manuscritos podran ser
modificados por las redacciones de las revistas
para adaptarlos a las particularidades de su propio
estilo editorial.

En tercer lugar los autores que envien manuscritos
a una revista se abstendran de prepararlos de
acuerdo con el estilo editorial de ésta y se
concretardn a cumplir con los requisitos
uniformes.

Pese a todo, los autores tendran que seguir asi
mismo las instrucciones particulares de la revista
en cuestion por lo que se refiere a los temas
apropiados para ésta y el tipo de manuscrito que
se les pueden enviar: por ejemplo, articulos
originales, revisiones o informes de casos. Ademas
es probable que en dichas instrucciones figuren
otros requisitos exclusivos de la publicacion, tales
como el nimero de copias del manuscrito, los
idiomas en que este puede ser redactado, la
extension de los articulos y las abreviaturas
aprobadas.

Se espera que las revistas participantes declaren
en sus instrucciones a los autores que sus normas
estan de acuerdo con los requisitos uniformes para
preparar los manuscritos enviados a revistas
biomédicasy citen una version publicada de estos.

Cuestiones que deben considerarse antes de
presentar un manuscrito para publicacion

Publicacién redundante o duplicada

Por publicacion redundante o duplicada se
entiende la publicacion de un articulo que se
traslapa considerablemente con otro ya publicado.

Los lectores de publicaciones periddicas primarias
merecen que se les dé la confianza de que lo que
estan leyendo es original, a menos que haya una
clara indicacion de que el articulo se ha vuelto a
publicar por eleccion del autor y el director. Esta
posicion tiene como fundamento las leyes
internacionales de derechos de autor, la conducta
ética y el uso eficaz en funcion de los costos de
los recursos.

La mayor parte de las revistas cientificas no desean
recibir manuscritos acerca de un trabajo que ya
ser ha dado a conocer en gran medida en un
articulo publicado o que forma parte de otro
manuscrito que se ha propuesto o ha sido aceptado
para publicacion en otra parte, ya sea en forma
impresa o en soporte electrénico. Esta norma no
impide que la revista considere un articulo
rechazado por otra revista o un informe completo
que sigue a la publicacion de un informe
preliminar, como puede ser un resumen o poster
presentados a la consideracion de colegas en una
reunién profesional. Tampoco impide que las
revistas consideren  un articulo que se ha
presentado en una reunién cientifica pero que no
se ha publicado integramente ni se esta
considerando para publicacion en las actas de una
reunién o en una publicacion semejante. Las
informaciones periodisticas acerca de reuniones
programadas no se consideran en general como
infracciones de esta regla, pero no habran de
ampliarse mediante datos suplementarios o copias
de los cuadros y las ilustraciones.

Cuando se envié un articulo para publicacion, el
autor debe siempre adjuntar una relacion completa
de toda presentacion del documento a otras
revistas y de cualquier informe anterior que
pudieran considerarse publicacién redundante o
duplicada del mismo trabajo o de uno muy
semejantes. El autor debe poner sobre aviso al
director de la revista si el trabajo aborda temas
sobre los cuales se hayan publicado informes
anteriores. Si tal es el caso, esos trabajos se
mencionaran con la debida referencia bibliogréfica
en el articulo nuevo. Junto con el manuscrito
propuesto se incluiran copias de dichos materiales
para ayudar al director a decidir la manera de
manejar este asunto.

Si la publicacion redundante o duplicada se intenta
0 se produce sin que medie la notificacion descrita,
los autores deberan atenerse a las medidas
editoriales que se tomen en su contra. Como
minimo, cabe esperar el pronto rechazo del
manuscrito presentado. Si el director no estaba al
tanto de las infracciones y el articulo acaba por
aparecer en su revista, entonces probablemente
se publique en ésta un aviso de publicacién

redundante o duplicada, que puede 0 no
acompafiarse de una explicacion del autor y no
necesitara de su aprobacion.

La divulgacion preliminar, generalmente por
conducto de los medios de comunicacion de
masas, de la informacion cientifica descrita en un
articulo ya aceptado pero aun sin publicar
representa una infraccion de las normas de muchas
revistas. En contadas ocasiones, y solo mediante
acuerdo con el director, puede aceptarse la
diseminacion preliminar de datos; por ejemplo,
cuando se presenta una emergencia de salud
publica.

Publicacién secundaria aceptable

La publicacién secundaria en el mismo idioma o
en otro distinto, especialmente en otros paises, se
considera justificable y puede incluso ser
beneficiosa, siempre y cuando se cumplan las
siguientes condiciones.

1. Los autores tendran que recabar la aprobacion
de los directores de las dos revistas
involucradas; el director de la publicacion
secundaria tendré en su poder una fotocopia,
separata 0 manuscrito de la version primaria.

2. Se respetara la precedencia de la publicacion
primaria dejando transcurrir por lo menos una
semana antes de la publicacién secundaria (a
menos que especificamente se negocie otra cosa
con ambos directores).

3. El articulo para publicacién secundaria se
destinara a un grupo diferente de lectores;
podria bastar con una version abreviada.

4. La version secundaria reflejaréa fielmente los
datos y las interpretaciones de la primaria.

5. Mediante una nota colocada al pie de la primera
pagina de la versién secundaria, se informara
a los lectores, a los colegas de los autores y a
los organismos de documentacion que el
articulo ya se ha publicado con anterioridad en
forma total o parcial, indicando la referencia
primaria. Este podria ser un texto apropiado
para dicha nota: “El presente articulo esta
basado en un estudio que se dio a conocer
primero en (titulo de la revista y referencia
completa)”.

6. El permiso para la publicacién secundaria de
este tipo se otorgara gratuitamente.

Proteccion de los derechos del paciente
a que se respete su vida privada

El derecho de los pacientes a que se respete su
vida privada no debe ser infringido sin antes
obtener su consentimiento fundamentado. Las
descripciones por escrito, las fotografias y los
arboles genealdgicos que se publiquen no deberan
contener informacion por la cual se pueda
identificar a los pacientes, a menos que dichos
datos resulten esenciales para fines cientificos y
que el paciente (o su padre o tutor) otorgue por
escrito su autorizacion para la publicacion después
de haber sido debidamente informado. Para
obtener el consentimiento para esta finalidad, es
preciso mostrarle al paciente el manuscrito que
se va a publicar.
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Los detalles que pueden revelar la identidad del
paciente deben omitirse si no son esenciales, pero
los datos del paciente nunca se alteraran ni se
falsificaran solamente por tratar de lograr el
anonimato. Es dificil lograr el anonimato completo
y frente a cualquier duda sera preciso obtener el
consentimiento fundamentado. Por ejemplo,
cubrir la region de los ojos en las fotografias de
los pacientes es una proteccion insuficiente del
anonimato.

La exigencia del consentimiento con
conocimientos de causa deben figurar en las
instrucciones para los autores de la revista.
Siempre que se obtenga dicha anuencia, ésto
deberéa contar en el articulo publicado.

Requisitos para la presentacion
de manuscritos a una revista

Resumen de los requisitos técnicos

Todas las partes del manuscrito estaran a doble
espacio.

Cada seccion o componente comenzara en pagina
nueva.

Revise la secuencia: pagina del titulo, resumen y
palabras clave, texto agradecimientos, referencias,
cuadros (cada uno en pagina aparte), pies o
epigrafes de las ilustraciones.

Las ilustraciones se presentaran en forma de
impresiones fotogréaficas sin tomar, y no deberan
exceder de 203 x 254 mm.

Incluya la autorizacién para reproducir material
publicado con anterioridad o para usar
ilustraciones en las que se pueda identificar a los
sujetos humanos.

Adjunte la transferencia de los derechos de autor
y otros formularios.

Presente el nimero exigido de copias impresas
del articulo.

Guarde copias de todo lo que envié.

Preparacion del manuscrito

El texto de los articulos de observacion y
experimentales se divide generalmente, aunque no
por fuerza, en secciones que llevan estos
encabezamientos: introduccién métodos,
resultados y discusion. En los articulos largos
puede ser necesario agregar subtitulos dentro de
estas secciones, sobre todo en las de resultados y
discusion, a fin de hacer méas claro el contenido.
Es probable que otro tipo de articulos -como los
informes de casos, las revisiones y los editoriales-
exijan otra estructura. Para mayor orientacion, los
autores deberan consultar la revista en la que
pretenden publicar.

Mecanografiese el manuscrito en papel bond
blanco de 216 x 279 mm o de la medida estandar
1SO A4 (212 x 297 mm), con margenes de por lo
menos 25mm. Escribase o imprimase solamente
sobre una cara del papel. Utilicese doble espacio
alo largo de todo el manuscrito, incluido la pagina
del titulo, el resumen, el texto los agradecimientos,
las referencias, cada uno de los cuadros y los pies
o epigrafes de las ilustraciones. Numérense las
paginas en forma consecutiva, empezando por las
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del titulo. Sobre el angulo superior o inferior
derecho de cada pagina anétese el niamero que le
corresponde.

Manuscritos en disquete

Cuando un articulo se halla cercano a la aceptacion
definitiva, algunas revistas piden que los autores
faciliten una copia en forma electrénica (en
disquete); pueden aceptar una variedad de formato
de procesadoras del texto o ficheros de texto
(ASCII).

Cuando presenten disquetes, los autores deberan:

1. cerciorarse de incluir la versién impresa del
articulo que va en el disquete;

2. poner en el disquete inicamente la versiéon mas
reciente del manuscrito;

3. denominar claramente el fichero ;

4. rotular el disquete con indicacion del formato
y el nombre del fichero;

5. facilitar informacion sobre el equipo de
computacion y el software utilizados.

Los autores deberan consultar las instrucciones
que la revista proporciona a los autores para
determinar cudles son los formatos que se aceptan,
las convenciones que se aplican para denominar
los ficheros, el nimero de copias que deben
presentarse y otros detalles.

Pé&gina del Titulo

La primera pagina contendra: 1) el titulo del
articulo, que seré conciso pero informativo: 2)
nombre de pila preferido y apellidos de cada autor,
acompafiados de sus grados académicos mas
importantes y su afiliacion institucional; 3)
nombre del departamento o departamentos y la
institucion o instituciones a los que se debe atribuir
el trabajo; 4) declaraciones de descargo de
responsabilidad, si las hay; 5) nombre y direccion
del autor que se ocupara de la correspondencia
relativa al manuscrito; 6) nombre y direccién del
autor a quien se dirigiran las solicitudes de
separatas, 0 nota informativa de que los autores
no las proporcionaran; 7) procedencia del apoyo
recibido en forma de subvenciones, equipo,
medicamentos o todo ello; y 8) titulo abreviado
(titulillo) que no pase de 40 pulsaciones (contando
caracteres y espacios), el cual se colocara,
debidamente identificado como tal, en la Gltima
linea de la pagina inicial.

Autoria

Todas las personas designadas como autores
habréan de cumplir con ciertos requisitos para tener
derecho a la autoria. Cada autor debe haber
participado en el trabajo en grado suficiente para
asumir responsabilidad pablica por su contenido.

Para concederle a alguien el crédito de autor, hay
que basarse Gnicamente en su contribucion
esencial por lo que se refiere a los siguientes
aspectos: 1) la concepcion y el disefio o bien el
andlisis y la interpretacion de los datos; 2) la
redaccion del articulo o la revision critica de una
parte importante de su contenido intelectual; y 3)
la aprobacioén final de la versién que sera
publicada. Las tres condiciones tendran que

cumplirse siempre. La participacion que consiste
meramente en conseguir financiamiento o recoger
datos no justifica el crédito de autor. Tampoco
basta con ejercer la supervision general del grupo
de investigacion. Toda parte del articulo que sea
decisiva con respecto a las conclusiones
principales debera ser responsabilidad de por lo
menos uno de los autores.

Los directores de revistas podran solicitar a los
autores que describan la contribucién de cada uno;
esa informacion puede ser publicada.

Cada vez es mas comUn que los ensayos
multicéntricos se atribuyan a un autor corporativo.
Todos los miembros del grupo que sean
designados como autores, ya sea en la linea
destinada al nombre de los autores a continuacion
del titulo o en una nota a pie de pagina, deberan
cumplir plenamente con los requisitos de autoria
recién sefialados. Los miembros del grupo que no
cumplan con dichos criterios seran mencionados,
con su autorizacion, en la seccion de
agradecimientos o en un apéndice (véase
“Agradecimientos”).

El orden en que figuran los autores debe reflejar
una decision conjunta de éstos. Como los autores
se suelen enumerar de distintas maneras, el
significado del orden en que aparecen no puede
deducirse con exactitud a menos que ellos mismos
lo enuncien explicitamente. Para tal efecto, tal vez
deseen agregar, en una nota a pie de pagina, la
explicacion sobre el orden de enumeracion. Al
decidir acerca de dicho orden, los autores tendran
presente que muchas revistas imponen un limite
al numero de autores que figuran en el indice de
materias y que, cuando hay mas de 25 autores, la
Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados
Unidos incluye en MEDLINE tan solo los nombres
de los 24 primeros mas el del Gltimo.

Resumen y palabras clave

La segunda pagina incluira un resumen (que no
sobrepasara las 150 palabras de extension si es
un resumen ordinario o las 250 si es uno
estructurado). En él indicaran los propositos del
estudio o investigacion; los procedimientos
béasicos (seleccion de los sujetos o los animales
de laboratorio incluidos en el estudio; métodos
de observacion y analisis); los hallazgos méas
importantes (proporciénense datos especificos y,
de ser posibles, su significacion estadistica), y las
conclusiones principales. Hagase hincapié en los
aspectos nuevos e importantes del estudio o las
observaciones.

A continuacién del resumen agréguense,
debidamente rotuladas, de 3 a 10 palabras o frases
cortas clave que ayuden a los indizadores a
clasificar el articulo, las cuales se publicaran junto
con el resumen. Utilicense para este propdsito los
términos de la lista “Medical Subject Headings”
(MeSH) [Encabezamientos de temas médicos] del
Index Medicus; en el caso de términos de reciente
aparicion que todavia no figuren en dicha lista,
podréan usarse las expresiones corrientes.
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Introduccién

Exprese el propdsito del articulo y resuma el
fundamento l6gico del estudio u observacion.
Menciones las referencias estrictamente
pertinentes y no incluya datos ni conclusiones del
trabajo que esta dando a conocer.

Métodos

Describa claramente la forma como se
seleccionaron los sujetos observados o que
participaron en los experimentos (pacientes o
animales de laboratorio, incluidos los testigos).

Identifique la edad, el sexo y otras caracteristicas
importantes de los sujetos. La definicién y la
pertinencia de la raza o el grupo étnico son
ambiguos. Los autores deberan ser particularmente
cuidadosos con respecto a usar estas categorias.

Identifique los métodos, los aparatos (nombre y
direccién del fabricante entre paréntesis) y los
procedimientos con detalles suficientes para que
otros investigadores puedan reproducir los
resultados. Proporcione referencias de los métodos
acreditados, incluidos los de indole estadistica
(véase mas adelante); dé referencias y explique
brevemente los métodos ya publicados pero que
no son bien conocidos; describa los métodos
nuevos o que han sido sustancialmente
modificados, manifestando las razones por las
cuales se usaron y evaluando sus limitaciones.
Identifique exactamente todos los medicamentos
y productos quimicos utilizados, sin olvidar
nombres genéricos, dosis y vias de administracion.

Los informes de ensayos clinicos aleatorizados
deberan presentar informacion sobre todos los ele-
mentos importantes del estudio, como son el pro-
tocolo (poblacion de estudio, intervenciones o
exposiciones, resultados y el fundamento l6gico
del andlisis estadistico), asignacion de interven-
ciones (métodos de aleatorizacion, ocultamiento
de la asignacion a los grupos de tratamiento) y
método de enmascaramiento (método ciego).

Los autores que presenten manuscritos de revi-
sion incluirdn una seccion en la que se describan
los métodos utilizados para localizar, seleccionar,
extraer y sintetizar los datos. Estos métodos se
mencionaran también en forma sindptica en el
resumen.

Etica. Cuando informe sobre experimentos en
seres humanos, sefiale si los procedimientos se-
guidos estuvieron de acuerdo con las normas éti-
cas del comité (institucional o regional) que su-
pervisa la experimentacion en seres humanos o
con la Declaracion de Helsinki de 1975, modifi-
cada en 1983. No utilice el nombre de los pacien-
tes, sus iniciales ni los cédigos hospitalarios, es-
pecialmente en el material ilustrativo. Cuando
dé a conocer experimentos con animales, men-
cione si se cumplieron las normas de la institu-
cion, las de un consejo nacional de investigacion
o cualquier ley nacional acerca del cuidado y el
uso de animales de laboratorio.

Estadistica. Describa los métodos estadisticos con
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Informacion para los autores

detalles suficientes para que el lector versado en
el tema y que tenga acceso a los datos originales
pueda verificar los resultados presentados. Siem-
pre que sea posible, cuantifique los resultados y
preséntelos con indicadores apropiados de error o
incertidumbre de la medicion (por ej., intervalos
de confianza). No dependa exclusivamente de las
pruebas de comprobacion de hip6tesis estadisti-
cas, tales como el uso de los valores P, que no
transmiten informacién cuantitativa importante.
Analice la elegibilidad de los sujetos de experi-
mentacion. Proporcione los detalles del proceso
de aleatorizacion. Describa los medios utilizados
para enmascarar las observaciones (método cie-
go), indicando los resultados que dieron. Infor-
me sobre las complicaciones del tratamiento.
Especifique el nimero de observaciones. Men-
cione las pérdidas de sujetos de observacion (por
ej., las personas que abandonan un ensayo clini-
co). Siempre que sea posible, las referencias so-
bre el disefio del estudio y los métodos estadisti-
cos utilizados seran de trabajos vigentes (indican-
do el nimero de las paginas), y no de los articulos
originales donde se describieron por vez primera.
Especifique cualquier programa de computacion
de uso general que se haya empleado.

Las descripciones generales de los métodos utili-
zados deben aparecer en la seccion de métodos.
Cuando resuma los datos en la seccion de resulta-
dos, especifique los métodos estadisticos que se
emplearon para analizarlos. Limite el nimero de
cuadros y figuras al minimo necesario para expli-
car el tema central del articulo y para evaluar los
datos en que se apoya. Use graficas en vez de
cuadros subdivididos en muchas partes; no du-
plique los datos en las graficas y los cuadros. Evite
el uso no técnico de términos de la estadistica,
tales como «al azar» (que entrafia el empleo de un
método de aleatorizacion), «<normal», «significa-
tivox, correlaciones» y «muestra». Defina los tér-
minos, las abreviaturas y la mayor parte de los
simbolos estadisticos.

Resultados

En el texto, los cuadros y las ilustraciones, presen-
te los resultados siguiendo una secuencia légica.
No repita en el texto todos los datos de los cuadros
ni de las ilustraciones; destaque o resuma tan solo
las observaciones importantes.

Discusion

Haga hincapié en los aspectos nuevos e impor-
tantes del estudio y en las conclusiones que se
derivan de ellos. No repita con pormenores los
datos u otra informacion ya presentados en las
secciones de introduccion y de resultados. Expli-
que en la seccion de discusion el significado de
los hallazgos y sus limitaciones, incluidas sus
implicaciones para la investigacion futura. Rela-
cione las observaciones con otros estudios perti-
nentes.

Establezca el nexo entre las conclusiones y los
objetivos del estudio, pero absténgase de hacer
afirmaciones generales y extraer conclusiones que
no estén completamente respaldadas por los da-
tos. En particular, los autores evitaran hacer afir-
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maciones sobre los beneficios y los costos econé-
micos, a menos que su manuscrito incluya datos
y analisis econdmicos. No reclame ningun tipo
de precedencia ni mencione trabajos que no estén
terminados. Proponga nuevas hipoétesis cuando
haya justificacion para ello, pero identificando-
las claramente como tales. Cuando sea apropia-
do, puede incluir recomendaciones.

Agradecimientos

En un lugar adecuado del articulo (como nota al
pie de la primera pagina o como apéndice del tex-
to; véanse los requisitos de la revista) uno o va-
rios enunciados especificaran lo siguiente: 1) las
colaboraciones que deben ser reconocidas pero
que no justifican la autoria, tales como el apoyo
general del jefe del departamento; 2) el reconoci-
miento por la ayuda técnica recibida; 3) el agra-
decimiento por el apoyo financiero y material,
especificando la indole del mismo; y 4) las rela-
ciones que puedan suscitar un conflicto de intere-
ses (véase «Conflicto de intereses»).

Las personas que colaboraron intelectualmente en
el articulo pero cuya participacion no justifica la
autoria pueden ser citadas por su nombre, afia-
diendo su funcién o tipo de colaboracion; por
ejemplo, «asesoramiento cientifico», «examen
critico de la propuesta para el estudio», «recolec-
cion de los datos» 0 «participacion en el ensayo
clinico». Estas personas tendran que conceder su
permiso para ser nombradas. Los autores se
responsabi-lizaran de obtener la autorizacion por
escrito de las personas mencionadas por su nom-
bre en los agradecimientos, pues los lectores pue-
den inferir que estas respaldan los datos y las con-
clusiones.

El reconocimiento por la ayuda técnica recibida
figurara en un parrafo separado de los testimo-
nios de gratitud por otras contribuciones.

Referencias

Numere las referencias consecutivamente siguien-
do el orden en que se mencionan por primera vez
en el texto. En este, en los cuadros y en los pies o
epigrafes de las ilustraciones, las referencias se
identificaran © mediante nimeros arabigos entre
paréntesis. Las referencias citadas solamente en
cuadros o ilustraciones se numeraran siguiendo
una secuencia que se establecera por la primera
mencion que se haga en el texto de ese cuadro o
esa figura en particular.

Emplee el estilo de los ejemplos que aparecen mas
adelante, los cuales estan basados en el formato
que la Biblioteca Nacional de Medicina de los
Estados Unidos usa en el Index Medicus. Abre-
vie los titulos de las revistas de conformidad con
el estilo utilizado en dicha publicacion. Consulte
la List of Journals Indexed in Index Medicus [Lis-
ta de revistas indizadas en Index Medicus], que
se publica anualmente como parte del nimero de
enero y como separata. La lista se puede obtener
asimismo en el sitio que la biblioteca mantiene
en laWorld Wide Web (http://www.nIm.nih.gov).

Absténgase de utilizar los resimenes como refe-
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rencias. Las referencias a articulos que han sido
aceptados pero que todavia no se publican se de-
signaran como «en prensa» 0 «de proxima apari-
ciony»; los autores obtendran por escrito el permi-
so para citar dichos articulos y también la verifi-
cacion de que han sido aceptados para publica-
cion. La informacion proveniente de manuscri-
tos presentados para publicacion pero atn no acep-
tados se citaré en el texto como «observaciones
inéditas», con el permiso correspondiente de la
fuente.

No cite una «comunicacion personal» a menos que
aporte informacién esencial que no pueda
obtenerse de una fuente publica; en ese caso, el
nombre de la persona y la fecha de la comunica-
cion apareceran entre paréntesis en el texto. En
el caso de articulos cientificos, los autores debe-
ran obtener el permiso de la fuente y su confirma-
cién de la exactitud de la comunicacion personal,
ambos por escrito.

Los autores verificaran las referencias cotejando-
las contra los documentos originales.

El estilo de los requisitos uniformes (estilo de
Vancouver) se basa en gran medida en una norma
de estilo ANSI adaptada por la Biblioteca Nacio-
nal de Medicina (NLM) para sus bases de datos.
En los ejemplos que siguen se han agregado no-
tas cuando el estilo de Vancouver difiere del esti-
lo que actualmente utiliza la NLM.

Articulos de revista

1. Articulo de revista ordinario

Enumere los primeros seis autores y afiada la ex-
presion «et al.»

(Nota: La NLM incluye ahora hasta 25 autores; si
hay més de 25, enumera los primeros 24, conti-
nuacion el Gltimo autor y luego agrega «et al.»)

Vega KJ, Pina I, Krevsky B. Heart transplantation
is associated with an increased risk for
pancreatobiliary disease. Ann Intern Med 1996
Jun 1;124(11):980-3.

Optativamente, si se utiliza la paginacion conti-
nua a lo largo de un volumen (como hacen mu-
chas revistas médicas), se pueden omitir el mes 'y
el nimero.

(Nota: Para respetar la uniformidad, en todos los
ejemplos que se presentan en los requisitos uni-
formes se aplica esta opcion. La NLM, sin em-
bargo, no usa dicha opcion.)

Vega KJ, Pina 1, Krevsky B. Heart transplantation
is associated with an increased risk for
pancreatobiliary disease. Ann Intern Med
1996;124:980-3.

Mas de seis autores:

Parkin DM, Clayton D, Black Rj, Masuyer E,
Friedl HP, Ivanov E, el al. Childhood leukaemia
in Europe after Chernobyl: 5 year follow-up. BrJ
Cancer 1996;73:1006-12.
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2. Organizacién como autor

The Cardiac Society of Australia and New
Zealand. Clinical exercise stress testing. Safety
and performance guidelines. Med J Aust
1996;164:282-4.

3. No se indica el nombre del autor
Cancer in South Africa [editorial]. S Afr Med J
1994;84:15.

4. Articulo en idioma extranjero!

(Nota: La NLM traduce el titulo al inglés, lo en-
cierra entre corchetes y le agrega la abreviatura
correspondiente al idioma original).

Ryder TE, Haukeland EA, Solhaug JH. Bilateral
infrapatellar seneruptur hos tidligere frisk kvinne.
Tidsskr Nor Laegeforen 1996; 116:41-2.

5. Suplemento de un volumen

Shen HM, Zhang QF. Risk assessment of nickel car-
cinogenicity and occupational lung cancer. Environ
Health Perspect 1994;102 Suppl 1:275-82.

6. Suplemento de un nimero

Payne DK, Sullivan MD, Massie Mj. Women’s
psychological reactions to breast cancer. Semin
Oncol 1996;23(1 Suppl 2): 89-97.

7. Parte de un volumen

Ozben T, Nacitarhan S, Tuncer N. Plasma and urine
sialic acid in non-insulin dependent diabetes mellitus.
Ann Clin Biochem 1995;32(Pt 3):303-6.

8. Parte de un nimero

Poole GH, Mills SM. One hundred consecutive
cases of flap lacerations of the leg in ageing pa-
tients. N Z Med J 1994;107(986 Pt 1):377-8.

9. Numero sin volumen

Turan 1, Wredmark T, Fellander-Tsai L.
Arthroscopic ankle arthrodesis in rheumatoid ar-
thritis. Clin Orthop 1995;(320): 110-4.

10. Sin ndmero ni volumen

Browell DA, Lennard TW. Immunologic status
of the cancer patient and the effects of blood trans-
fusion on antitumor responsos. Curr Opin Gen
Surg 1993:325-33.

11. Paginacién en nimeros romanos

Fisher GA, Sikic Bl. Drug resistance in clinical
oncology and hematology. Introduction. Hematol
Oncol Clin North Am 1995 Apr;9(2):xi-Xii.

12. Indicacion del tipo de articulo, segln corres-
ponda

Enzensber er W, Fischer PA. Metronome in
Parkinson,s disease [carta]. Lancet
1996;347:1337.

Clement J, De Bock R. Hematological complica-
tions of hantavirus nephropathy (HVN) [resumen].
Kidney Int 1992;42:1285.

13. Articulo que contiene una retractacion

Garey CE, Schwarzman AL, Rise ML, Seyfried
TN. Ceruloplasmin gene defect associated with
epilepsy in EL mice [retractacion de Garey CE,

Schwarzman AL, Rise ML, Seyfried TN. En: Nat
Genet 1994;6:426-31]. Nat Genet 1995;11: 104.

14. Articulo retirado por retractacion

Liou GI, Wang M, Matragoon S. Precocious IRBP
gene expression during mouse development
[retirado por retractacion en Invest Ophthalmol
Vis Sci 1994;35:3127]. Invest Ophthalmol Vis
Sci 1994;35:1083-8.

15. Articulo sobre el que se ha publicado una fe
de erratas

Hamlin JA, Kahn AM. Herniography in symp-
tomatic patients following inguinal hernia repair
[se publica una fe de erratas en West J Med
1995;162:278]. West j Med 1995; 162:28-31.

Libros y otras monografias

(Nota: Con anterioridad, el estilo de Vancouver
indicaba, incorrectamente, que entre la editorial
y la fecha debia ir una coma en vez de punto y
coma, como debe ser).

16. Individuos como autores

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leader-
ship. skills for nurses. 2nd ed. Albany (NY):
Delmar Publishers; 1996.

17. Directores (““editores’), compiladores como
autores

Norinan IJ, Redfern SJ, editors. Mental health
care for elderly people. New York: Churchill
Livingstone; 1996.

18. Organizacion como autor y editorial
Institute of Medicine (US). Looking at the future
of the Medicaid program. Washington: The Insti-
tute; 1992.

19. Capitulo de libro
(Nota: Con anterioridad, el estilo de Vancouver
prescribia el uso de dos puntos en vez de la letra p
antes de las paginas.)

Phillips SJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke.
En: Laragh JH, Brenner BM, editors. Hyperten-
sion: pathophysiology, diagnosis, and manage-
ment. 2nd ed. New York: Raven Press; 1995. p.
465-78.

20. Actas de conferencias

Kimura j, Shibasaki H, editors. Recent advances
in clinical neurophysiology, Proceedings of the
10th International Congress of EMG and Clinical
Neurophysiology; 1995 Oct 15-19; Kyoto, Japan.
Amsterdam: Elsevier; 1996.

21. Articulo presentado en una conferencia

Bengtsson S, Tolheim BG. Enforcement of data
protection, privacy and security in medical
informatics. En: Lun KC, Degoulet P, Piemme
TE, Rienhoff 0, editors. MEDINFO 92. Proceed-

t Evidentemente, «extranjero» se entiende aqui en rela-
cion con el idioma inglés, pues los ejemplos de referen-
cias bibliogréficas se han trasladado directamente del ori-
ginal, sin adaptarlos. [N. del t.]
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ings of the 7th World Congress on Medical
Informatics; 1992 Sep 6-10; Geneva, Switzerland.
Amsterdam: North-Holland; 1992. p. 1561-5.

22. Informe cientifico o técnico

Publicado por la institucién financiadora o
patrocinadora:

Smith P, Golladay K. Payment for durable medi-
cal equipment billed during skilled nursing facil-
ity stays. Final report. Dallas (TX): Dept. of
Health and Human Services (US), Office of Evalu-
ation and Inspections; 1994 Oct. Report No.:
HHSIGOE169200860.

Publicado por la institucién ejecutora:

Field MjJ Tranquada RE, Feasley JC, editors.
Health services research: work force and educa-
tional issues. Washington: National Academy
Press; 1995. Contract No.: AHCPR282942008.
Sponsored by the Agency for Health Care Policy
and Research.

23. Tesis doctoral

Kaplan SJ. Post-hospital home health care: the
elderly’s access and utilization [tesis doctoral]. St.
Louis (MO0): Washington Univ.; 1995.

24. Patente

Larsen CE, Trip R, johnson CR, inventors;
Novoste Corporation, titular. Methods for proce-
dures related to the electrophysiology of the heart.
US patent 5,529,067. 1995 jun 25.

Otros trabajos publicados

25. Articulo de periddico

Lee C. Hospitalizations tied to ozone pollution:
study estimates 50,000 admissions annually. The
Washington Post 1996 Jun 21; Sect. A:3 (col. 5).

26. Material audiovisual
HIV+/AIDS: the facts and the future [videocas-
sette]. St. Louis (MO): Mosby-Year Book; 1995.

27. Documentos legales

Ley publica:

Preventive Health Amendments of 1993, Pub. L.
No. 103-183, 107 Stat. 2226 (Dec. 14, 1993).

Proyecto de ley sin sancionar:
Medical Records Confidentiality Act of 1995, S.
1360, 104th Cong., 1 st Sess. (1995).

Cadigo de normas federales:
Informed Consent, 42 C.F.R. Sect. 441.257
(1995).

Audiencia:

Increased Drug Abuse: the Impact on the Nation’s
Emergency Rooms: Hearings Before the
Subcomm. on Human Resources and Intergovern-
mental Relations of the House Comm. on
Goverment Operations, 103rd Cong., Ist Sess.
(May 26,1993).

28. Mapa

North Carolina. Tuberculosis rates per 100,000
population, 1990 [mapa demogréafico]. Raleigh:
North Carolina Dept. of Environment, Health, and

Informacion para los autores

Natural Resources, Div. of Epidemiology; 1991.

29. Libro de la Biblia

The Holy Bible. King James version. Grand Rap-
ids (MI): Zondervan Publishing House; 1995.
Ruth 3:1-18.

30. Diccionarios y obras de consulta semejantes
Stedman’s medical dictionary. 26th ed. Baltimore:
Williams & Wilkins; 1995. Apraxia; p.119-20.

31. Obras clasicas

The Winter’s Tale: act 5, scene 1, lines 13-16. The
complete works of William

Shakespeare. London: Rex; 1973.

Trabajos inéditos

32. En prensa

(Nota: La NLM prefiere referirse a estos trabajos
como «en preparacion» [forthcoming] porque no
todos se publicaran impresos.)

Leshner Al. Molecular mechanisms of cocaine
addiction. N Engl J Med. En prensa 1996.

Material en soporte electrénico

33. Articulo de revista en formato electronicoo
Morse SS. Factors in the emergence of infectious
diseases. Emerg Infect Dis [publicacién periddica
en linea] 1995 jan-mar [citada 1996 jun
51;1(1):[24 pantallas]. Se consigue en: URL: http:/
/www.cdc.gov/ncidod/EID/ eid.htm

34. Monografia en formato electrénico

CDiI, clinical dermatology illustrated [monografia
en CD-ROM]. Reeves JRT, Maibach H. CMEA
Multimedia Group, producers. 2nd ed. Version
2.0. San Diego: CMEA, 1995.

35. Fichero de computadora

Hemodynamics 111: the ups and downs of
hemodynamics [programa de computadora).
Version 2.2. Orlando (FL): Computerized
Educational Systems; 1993.

Cuadros

Mecanografie o imprima cada cuadro a doble es-
pacio y en hoja aparte. No presente los cuadros
en forma de impresiones fotograficas. Numére-
los consecutivamente siguiendo el orden en que
se citan por primera vez en el texto, y asigne un
titulo breve a cada uno. Cada columna llevara un
encabezamiento corto o abreviado. Las explica-
ciones iran como notas al pie y no en el encabeza-
miento. En las notas al pie se explicaran todas las
abreviaturas no usuales empleadas en cada cua-
dro. Como llamadas para las notas al pie, utilicense
los simbolos siguientes en la secuencia que se in-
dica: *, T, ¥, |, **, 1, $1..

Identifique las medidas estadisticas de variacion,
tales como la desviacion estandar y el error
estandar de la media.

No trace lineas horizontales ni verticales en el in-
terior de los cuadros.
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Cercidrese de que cada cuadro aparezca citado
en el texto.

Si incluye datos publicados o inéditos provenien-
tes de otra fuente, obtenga la autorizacién nece-
saria para reproducirlos y conceda el reconoci-
miento cabal que corresponde.

Incluir un nimero excesivo de cuadros en rela-
cion con la extension del texto puede ocasionar
dificultades al confeccionar las paginas. Exami-
ne varios nimeros recientes de la revista a la que
planea presentar el articulo y calcule cuantos cua-
dros pueden incluirse por cada millar de palabras
de texto.

Al aceptar un articulo, el director podra recomen-
dar que los cuadros suplementarios que contie-
nen datos de respaldo importantes, pero que son
muy extensos para publicarlos, queden deposita-
dos en un servicio de archivo, como el Servicio
Nacional de Publicaciones Auxiliares en los Es-
tados Unidos, o que sean proporcionados por los
autores a quien lo solicite. En tal caso, se agrega-
ré en el texto la nota informativa necesaria. Di-
chos cuadros se presentaran junto con el articulo
para su consideracion.

llustraciones (figuras)

Envie los juegos completos de figuras en el nd-
mero requerido por la revista. Las figuras estaran
dibujadas y fotografiadas en forma profesional,
no se aceptaran los letreros trazados a mano o con
maquina de escribir. En lugar de los dibujos, ra-
diografias y otros materiales de ilustracion origi-
nales, envie impresiones fotogréaficas en blanco y
negro, bien contrastadas, en papel satinado y que
midan 127 x 173 mm, sin exceder de 203 x 254
mm. Las letras, numeros y simbolos seran claros
y uniformes en todas las ilustraciones; tendran,
ademas, un tamafio suficiente para que sigan sien-
do legibles incluso después de la reduccion nece-
saria para publicarlos. Los titulos y las explica-
ciones detalladas se incluiran en los pies o epi-
grafes, no sobre las propias ilustraciones.

Al reverso de cada figura pegue una etiqueta de
papel que lleve anotados el nimero de la figura,
el nombre del autor y cual es la parte superior de
lamisma. No escriba directamente sobre el dorso
de las figuras ni las sujete con broches para pa-
pel, pues quedan marcadas. Las figuras no se
doblaran ni se montaran sobre cartén.

Las fotomicrografias incluirn en si mismas un
indicador de la escala. Los simbolos, flechas y
letras usados en éstas deberan contrastar claramen-
te con el fondo.

Si se usan fotografias de personas, estas no debe-
ran ser identificables; de lo contrario, habra que
anexar un permiso por escrito para poder utilizar-
las (véase la seccion «Proteccion del derecho de
los pacientes a que se respete su vida privada»).

Las figuras se numeraran en forma consecutiva

de acuerdo con su primera mencion en el texto.
Si la figura ya fue publicada, se reconocera la fuen-
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te original y se presentara la autorizacién por es-
crito que el titular de los derechos de autor conce-
de para reproducirla. Este permiso es necesario,
independientemente de quien sea el autor o la
editorial; la Unica salvedad son los documentos
considerados como de dominio publico.

En el caso de las ilustraciones en color, averigie
si la revista necesita negativos, transparencias en
positivo o impresiones fotograficas. La inclusion
de un diagrama en el que se indique la parte de la
fotografia que debe reproducirse puede resultar
Gtil alaredaccion. Algunas revistas publican ilus-
traciones en color Unicamente si el autor paga el
costo extra.

Pies o epigrafes de las ilustraciones

Los pies o epigrafes de las ilustraciones se meca-
nografiaran o imprimiran a doble espacio, comen-
zando en hoja aparte e identificandolos con los
numeros aradbigos correspondientes. Cuando se
utilicen simbolos, flechas, nimeros o letras para
referirse a ciertas partes de las ilustraciones, sera
preciso identificar y aclarar el significado de cada
uno en el pie o epigrafe. En las fotomicrografias
habra que explicar la escala y especificar el méto-
do de tincion.

Unidades de medida

Las medidas de longitud, talla, peso y volumen se
expresaran en unidades del sistema métrico deci-
mal (metro, kilogramo, litro, etc.) o sus multiples
y submdltiplos.
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Informacion para los autores

Las temperaturas se consignaran en grados
Celsius. Los valores de presion arterial se indica-
ran en milimetros de mercurio.

Todos los valores hematicos y de quimica clinica
se presentaran en unidades del sistema métrico
decimal y de acuerdo con el Sistema Internacio-
nal de Unidades (SI). La redaccion de la revista
podré solicitar que, antes de publicar el articulo,
los autores agreguen unidades alternativas o dis-
tintas de las del SI.

Abreviaturas y simbolos

Utilice Gnicamente abreviaturas corrientes. Evi-
te las abreviaturas en el titulo y el resumen. Cuan-
do se emplee por primera vez una abreviatura en
el texto, ira precedida del término completo, sal-
Vo si se trata de una unidad de medida comun.

Envio del manuscrito a la revista

Envie por correo el nimero requerido de copias
del manuscrito en un sobre de papel resistente; si
es necesario, proteja las copias y las figuras me-
tiéndolas entre dos hojas de carton para evitar que
las fotografias se doblen. Meta las fotografias y
transparencias en su propio sobre de papel resis-
tente.

Los manuscritos irdn acompafiados de una carta
de envio firmada por todos los coautores. Es pre-
ciso incluir en ella lo siguiente: 1) informacion
acerca de la publicacion previa o duplicada, o

sobre la presentacion de cualquier parte del tra-
bajo a otra revista, segun lo expresado lineas arri-
ba; 2) una manifestacion de las relaciones finan-
cieras o de otro tipo que pudieran dar lugar a un
conflicto de intereses (véase mas adelante); 3) una
declaracion de que el manuscrito ha sido leido y
aprobado por todos los autores, que se ha cumpli-
do con los requisitos de la autoria expuestos ante-
riormente en el presente documento y que cada
autor esta convencido de que el manuscrito re-
presenta un trabajo honrado; y 4) el nombre, la
direccion y el nimero telefénico del autor corres-
ponsal, quien se encargard de comunicarse con
los demés autores en lo concerniente a las revi-
siones y a la aprobacion final de las pruebas de
imprenta. La carta-incluira cualquier informacion
suplementaria que pueda resultar util para el di-
rector, tal como el tipo de articulo que el manus-
crito representa para esa revista en particular y si
el autor (o los autores) estaria dispuesto a sufra-
gar el costo de reproducir las ilustraciones en co-
lor.

El manuscrito se acompafiara de copias de los
permisos concedidos para reproducir material ya
publicado, para usar ilustraciones o revelar infor-
macion sobre individuos que puedan ser identifi-
cados, 0 para agradecer a ciertas personas su co-
laboracion.
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Valor pronostico y predictivo de la timidilato sintetasa (TS)
en pacientes con cancer de colon

Hernandez Mirna !, Monzon Ana !, Zabner-Oziel Priva !, Morales Maria Rosangel !, Guedez Nelson !

RESUMEN

El cancer colo-rectal es uno de los canceres mas comunes en el mundo actual, para lo cual el 5-Fluorouracilo (5-FU) es usualmente parte
importante del tratamiento quimioterapéutico. La Timidilato Sintetasa (TS), es la enzima blanco para el 5-FU. Estudios recientes sugieren
que la TS puede predecir el pronostico y el éxito de la terapia basada en el 5-FU. El proposito de este estudio retrospectivo fue determinar la
expresion de la TS en muestras de biopsias de cancer de colon incluidas en parafina, mediante la técnica de inmunohistoquimica y correlacionarla
con factores de riesgo, antigeno carcinoembrionario (CEA), CA-19-9, evolucion del paciente y respuesta al tratamiento con 5-FU. La
poblacion en estudio consistio en 34 muestras de biopsias de cancer de colon obtenidas de pacientes quienes fueron tratados con 5-FU y
Leucovorina. A las muestras de adenocarcinomas colonicas incluidas en parafina se les realizo la deteccion de TS a través de
inmunohistoquimica. Los pacientes en cuyos tumores habia una alta expresion de la TS, mostraron una sobrevida significativamente menor
comparado son aquellos pacientes que mostraron baja expresion de la enzima en sus tumores (p=0,004). La expresion de la TS puede ser
utilizada como un importante marcador pronostico de sobrevida y de respuesta a la quimioterapia en pacientes con cancer colo-rectal.

Palabras clave:Timidilato sintetasa (TS), cancer de colon, 5-Fluorouracilo (5-FU).

Prognostic and predictive value of the thymidylate synthase (TS)
In patients with colon cancer

SUMMARY

Colorectal cancer is one of the most common cancers in the world today, for which a 5-fluorouracil (5-FU) is usually an important part of the
chemotherapeutic treatment. The thymidylate synthase (TS), is the target enzyme for 5-FU. Recent studies suggest that TS can predict the
prognosis and the success of therapy based on 5-FU. The purpose of this retrospective study was to determine the expression of TS in
samples from biopsies of colon cancer in paraffin, using the technique of immunohistochemistry and its correlation with risk factors,
carcinoembryonic antigen (CEA), CA-19-9, patients evolution and response to treatment with 5-FU. The study population consisted of 34
biopsy samples obtained from colon cancer patients who were treated with 5-FU and Leucovorin. A sample of colonic adenocarcinoma in
paraffin was performed to detect TS through immunohistochemistry. Patients whose tumours had a high expression of TS showed a significantly
lower survival rate compared with those patients who showed low expression of the enzyme in their tumours (p = 0.004). The expression of
TS can be used as an important marker of survival prognosis and response to chemotherapy in patients with colon cancer.

Key words:Thymidylate synthase (TS), colon cancer, 5-fluorouracil (5-FU).

1. Laboratorio de Inmunologia, Instituto de Oncologia y Hematologia, MPPS. Postgrado de Inmunologia de Laboratorio. Facultad de Medicina. Universidad
Central de Venezuela.
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Introduccion

El cancer colo-rectal es la segunda causa de muerte por cancer
en los Estados Unidos y representa el tercer cancer mas comun
tanto en hombres como en mujeres, con un estimado de
mortalidad anual de 55.000 individuos (1-3). En Venezuela,
el cancer colo-rectal ocupa el cuarto lugar de incidencia por
cancer, el cuarto lugar de causa de muerte por cancer en hombre
y el quinto lugar de muerte en mujeres (4).

La incidencia especifica por edad aumenta continuamente de
la segunda a la octava década de la vida, existiendo
predominancia masculina. En el momento del diagnostico, el
10% de los pacientes tendran enfermedad in situ, un tercio
presentara enfermedad regional y un 20% enfermedad
metastasica a distancia. La tasa de mortalidad ajustada por
edad aument6 de forma continua tanto para hombres como
para mujeres desde 1930 hasta 1950, en los ultimos afios ha
descendido ligeramente la tasa de mortalidad en mujeres,
permaneciendo constante en hombres (5).

Casi dos terceras partes del total de los pacientes
diagnosticados con cancer colo-rectal presentaran enfermedad
local avanzada. Para estos pacientes, la cirugia es la principal
terapia con una consideracion para la quimioterapia adyuvante,
particularmente en enfermedad de nddulos linfaticos positivos.

La sola intervencion quirurgica puede curar la mayoria de estos
pacientes, mientras que la quimioterapia ha mostrado que
disminuye la tasa de recurrencia cerca del 30%, asi que muchos
pacientes reciben quimioterapia innecesariamente (6).

El uso de quimioterapia basado en la fluoropirimidina es el
principal tratamiento para los pacientes con cancer colo-rectal
avanzado, pero desafortunadamente solo una minoria de estos
pacientes se benefician del uso de tales regimenes. El 5-
Fluorouracilo (5-FU) es uno del los agentes quimioterapetiticos
mas ampliamente utilizado, sin embargo el 5-FU utilizado
como agente Unico tiene un efecto limitado en el tratamiento
de cancer de colon, con un porcentaje de respuesta de solo 10
al 20% (7).

La combinacion de 5-FU y Leucovorina (LV) ha demostrado
que mejora la sobrevida de un niimero significativo de
pacientes con cancer colo-rectal avanzado, a pesar de esto el
porcentaje absoluto de estos pacientes quienes se benefician
de la quimioterapia es aun bajo (1). La introduccion de
oxaliplatino dentro del tratamiento quimioterapéutico de
tumores colo-rectales metastaticos representa un progreso
significativo en la lucha contra esta enfermedad (8).

Debido a la carencia de marcadores predictivos (variables que
proporcionan informacion sobre el beneficio que se obtendra
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con los tratamientos quimioterapéuticos) la respuesta
individual a la quimioterapia en los pacientes con cancer colo-
rectal avanzado es aun dificil de preveer. De hecho, poco se
sabe acerca de marcadores bioldgicos y bioquimicos de
sensibilidad a las fluoropirimidinas en tumores colo-rectales

().

Ademas, la identificacion y uso de marcadores pronésticos
(variable que proporciona informacion prospectiva sobre
resultados de un paciente), pueden ayudar a la seleccion de un
paciente para una modalidad terapéutica particular (9).

La Timidilato sintetasa (TS) es una enzima que cataliza la
conversion de desoxiuridina monofosfato (dUMP) y 5,10-
metilentetrahidrofolato (CH2H4 folato) a desoxitimidina
monofosfato (dATMP) y dihidrofolato, esto proporciona la tnica
via de novo para la biosintesis de dTMP y es la tinica enzima
del metabolismo de folato en el cual el CH2H4 folato es
oxidado durante la transferencia de carbono. Debido al papel
central de la TS en la sintesis de un precursor de ADN esencial
y suimportancia como un blanco quimioterapéutico, la enzima
ha sido muy estudiada (10-12).

Se ha descrito que los niveles intracelulares de la TS tiene
utilidad como marcador pronoéstico y predictivo en el manejo
de pacientes con cancer colo-rectal (12-14). Estudios
importantes de la comunidad internacional han evidenciado
que pacientes con altos niveles de la TS en sus tumores tienen
significativamente peor evolucion clinica, comparados con
aquellos pacientes cuyos canceres tienen bajos niveles
intracelulares de la TS (14). Igualmente, se ha reportado que
altos niveles de la TS en pacientes con cancer colo-rectal,
gastrico, mama u ovario, estdn positivamente correlacionados
con pobre sobrevida y/o pobre respuesta al 5-FU.

La TS es el blanco intracelular primario para drogas
antimetabolitos, incluyendo el 5-FU, raltitrexel y pemitrexed
(12-15).

Investigaciones clinicas y preclinicas han demostrado la
importancia de los niveles intracelulares de la TS como un
determinante de sensibilidad al tratamiento con 5-FU. El 5-
Fluorouracilo por si solo es inactivo y requiere su conversion
intracelular a 5-fluoro-2’-desoxiuridina 5 -monofosfato
(FAUMP), de esta forma, FAUMP ejerce su actividad citotoxica
a través de la formacion de un complejo ternario con la TS y
bloqueo del proceso de sintesis de ADN (17).

Estudios previos realizados con varios cdnceres han
demostrado que hay una estrecha relacion entre la sobre
expresion de la TS y la resistencia al 5-FU. Ademas, el nivel
de expresion de la TS predijo la respuesta a la quimioterapia
basada en 5-FU. De aqui, que baja expresion de TS fue
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acompafiado por un gran porcentaje de respuesta a la
quimioterapia con 5-FU, y alta expresion de TS fue asociado
con un pobre prondstico en canceres gastricos y colo-rectal

(17).

Multiples investigaciones clinicas retrospectivas y
relativamente pequefias, usando inmunohistoquimica, reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) o pruebas de polimorfismos
para determinar TS, han mostrado que los pacientes con bajos
niveles de TS en sus tumores tienen una mejor respuesta a
tratamientos que contienen fluoropirimidina comparado con
la respuesta en pacientes cuyos canceres tienen altos niveles
de TS. También, otros estudios clinicos y preclinicos
demuestran que los niveles de TS se correlacionan con
sensibilidad y respuesta a 5-FU (18).

Los métodos convencionales de cuantificacion y deteccion de
la TS han sido por ensayos bioquimicos que miden la cantidad
de FAUMP radio marcado y unido a la TS después de la
extraccion de la enzima en células y tejido. También se ha
determinado la actividad catalitica de la enzima en las células
intactas o sistemas libres de células. Estos ensayos tienen varias
limitaciones particularmente cuando es aplicado para la
determinacion de la actividad de la TS en muestras de tejido
humano (19).

Otros ensayos determinan la TS intracelular a través de su
capacidad para liberar Tritio desde la conversion de dUMP
hasta dTMP (Ensayo de Liberacion de Tritio) o la capacidad
de unién a FAUMP (Ensayo de Unién a Ligandos), sin embargo
también tiene limitaciones debido a que existe la necesidad de
obtener grandes cantidades (>50mg) de muestras de tejido
fresco (20).

Los métodos mas sensibles para la cuantificacion de la
expresion del gen de la TS fueron recientemente desarrollados.
La PCR semicuantitativa ha permitido la determinacion de la
expresion del gen TS intratumoral (21). Este método basado
en PCR es capaz de medir genes de expresion, tales como la
TS en muestras de biopsias obtenidas por endoscopia de rutina
del tracto gastrointestinal alto y bajo (22). La genotipificacion
de la TS es mas predictiva para la respuesta a la terapia que la
inmunoquimica en pacientes con cancer de colon (13, 23).

Debido a su exquisita sensibilidad, la tecnologia del PCR puede
finalmente proporcionar los medios para medir marcadores
de respuesta para la mayoria de las drogas anticancer en el
material tumoral de pacientes individuales (24).

El desarrollo de anticuerpos contra la TS ha proporcionado
una oportunidad para desarrollar nuevas técnicas que permitan
medir la expresion de TS intratumoral en estudios clinicos y
preclinicos (25). Behan y col, elaboraron y caracterizaron el
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anticuerpo monoclonal TS 106 para evaluar
inmunolégicamente la localizacion y cuantificacion de la TS
en células y tejidos humanos (26). Los anticuerpos
monoclonales dirigidos contra TS humano proporcionan la
adecuada sensibilidad y especificidad necesaria para superar
aquellos problemas inherentes en los ensayos bioquimicos (27).
Igualmente, Johnston y col, desarrollaron anticuerpos
monoclonales contra TS humana que tienen la sensibilidad y
especificidad requeridas para detectar y cuantificar la enzima
TS en secciones de tejido fijados en formalina (28). Los
anticuerpos monoclonales contra TS han facilitado el desarrollo
de ensayos inmunologicos que pueden detectar cantidades
fentomolares de la proteina TS usando muestras de biopsias
de tejidos pequeiios (29). Por otro lado el estudio realizado
por Van Triest y col, describe la metodologia y validacion del
uso de un anticuerpo policlonal contra TS para la cuantificacion
de los niveles de la TS en material incluido en parafina de 50
pacientes con cancer colo-rectal (2).

A través del presente estudio queremos demostrar que la TS
puede ser usada como un marcador para prondstico y
prediccion en la seleccion de pacientes con cancer colo-rectal
en estadios avanzados, que realmente se beneficiaran de la
aplicacion de quimioterapia con 5-FU.

Teniendo en cuenta las elevadas cifras de incidencia y
mortalidad del cancer colo-rectal en Venezuela, que segiin
estadisticas nacionales llega a extremos que pudiera
considerarse como problema de salud publica, y estimando
que la mayoria se presenta en estadios avanzados de la
enfermedad, en el cual la quimioterapia es una de las principales
armas en el arsenal médico par a su tratamiento, consideramos
importante tener un indicador cuantificable que permita evaluar
y seleccionar cuales pacientes seran los mas beneficiados de
recibir este tipo de terapia, mas ain cuando se conoce los
importantes efectos colaterales asociados al uso de los agentes
quimioterapéuticos.

La aplicacion de los niveles de TS en tejidos con cancer colo-
rectal puede servir para fines de prediccion y prondstico de
pacientes con cancer colo-rectal, y pudiera ser aplicado
prospectivamente en la evaluacion patolégica de rutina en
cancer de colon en un futuro cercano.

En base a lo anteriormente expuesto, nos propusimos
determinar retrospectivamente la expresion de la enzima TS
en tejidos de tumor de pacientes con cancer de colon mediante
la técnica de inmunohistoquimica y correlacionarla con la
evolucion y respuesta al tratamiento con 5-FU, factores de
riesgo, marcador tumoral antigeno cancinoembrionario (CEA)
y CA-19-9.
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Métodos

La realizacion del presente trabajo se llevo a cabo a través de
un estudio retrospectivo, en el que se requirid de la integracion
de un equipo multidisciplinario dado por el Servicio de
Oncologia-Hematologia (MSDS)-UCV vy el Instituto de
Anatomia Patolégica Dr. José Antonio O 'Daly-UCV.

Se estudiaron 34 muestras de tejido incluidos en parafina,
tomadas de tumores pertenecientes a pacientes con diagndstico
anatomopatolégico de cancer de colon que acudieron a la
consulta de oncologia en el Instituto de Oncologia y
Hematologia durante el periodo 1993-2001. Los bloques de
tejido fueron obtenidos del Instituto de Anatomia Patologica
Dr. José Antonio O 'Daly-UCV.

Las biopsias incluidas en parafina fueron previamente analizadas
histoldgicamente para establecer la presencia de tejido neoplasico
empleando la coloracién de hematoxilina eosina.

Se revisaron las historias clinicas de los pacientes en estudio
identificando: nombre, apellido, edad, sexo, nimero de historia,
fecha de diagnostico, antecedentes familiares, numero y fecha
de biopsia, tipo y localizacion de tumor, estadio clinico,
tratamiento recibido, resultados de los antigenos CEA CA-19-9.

En este estudio se consideraron los siguientes criterios:
Criterios de inclusion: 1.-Pacientes con diagnostico
anatomopatologico de cancer colo-rectal primario. Criterios de
exclusion: 1.-Pacientes con diagnostico anatomopatoldgico de
doble cancer primario. 2.-Pacientes con diagndstico
anatomopatoldgico de cancer metastatico de colon (utero,
estdmago, ovario). 3.-Causas de muerte no asociadas al cancer
de colon.

La determinacion de CEA y CA-19-9 fue realizada mediante
el sistema IMX (Abbott, Diagnostics Division) basado en la
técnica de inmunoensayo enzimatico de microparticulas
(METIA). Valores de referencia: CA-19-9: 0-37 pg/mL. CEA:
no fumadores: 0-3 ng/mL y fumadores: 0-5 ng/mL.

Determinacion de la expresién de Timidilato Sintetasa en
adenocarcinoma colonico por Inmunohistoquimica

Muestras histoldgicas de adenocarcinoma coldénico fueron
fijadas en formol tamponado al 10% e incluidas en parafina.
A estas muestras incluidas en parafina se les realizaron los
cortes de 4 micras de espesor usando un microtomo (Reichert-
Jung) y colocadas sobre laminas (DAKO, S3003). Las laminas
histolégicas fueron desparafinadas y rehidratadas en pasos
sucesivos de xilol y alcohol, para luego ser equilibradas en un
bafio de agua desionizada por 5 minutos. Posteriormente, fue
recuperado el antigeno colocando las 14minas en una jarra de
Coplin con buffer citrato 10mM, pH 6 precalentado a 90°C y
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colocados en un sistema de vapor (Flavor Scenter Steamer,
Black & Decker) durante 30 minutos, luego fueron lavadas
con agua de chorro por 3 minutos y pasadas por agua
desionizada por 1 minuto.

La actividad de la peroxidasa enddgena fue bloqueada
cubriendo las secciones de tejido con 100pl de perdxido de
hidrégeno al 3% en metanol absoluto durante 15 minutos.
Después fueron lavadas con agua de chorro, pasadas por agua
deionizada y colocadas en PBS 1X, pH 7.4 por 5 minutos.
Para bloquear las uniones inespecificas del anticuerpo primario,
los tejidos se incubaron por 20 minutos con 100pl de un agente
bloqueante de proteinas (IMMUNON™; 484360).

La expresion de la TS en las muestras de adenocarcinoma
colodnico fue determinada agregando a las ldminas 100pl de
antisuero anti-TS (ROCHE, Cat. N° 3186008) e incubadas toda
la noche a 4°C en camara htimeda.

Seguidamente, se realizaron 2 lavados con PBS 1X, pH 7.4
durante 5 minutos. Posteriormente, se cubrieron las laminas
con 100pl del anticuerpo secundario (ENVISION,
PEROXIDASA, RABBIT. DAKO, K4002) y fueron incubadas
por 30 minutos.

Luego de lavar 2 veces con PBS 1X, pH 7.4, durante 5 minutos,
la actividad de la peroxidasa se demostr6 agregando 100pl de
3’3-diaminobenzidina (DAKO, K3467) e incubadas 10
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las laminas
fueron lavadas con abundante agua de chorro durante 10
minutos y contrastadas con hematoxilina de Mayer por 1
minuto seguido de lavados con abundante agua de chorro por
5 minutos. Las laminas con las secciones histologicas se
pasaron por baifios sucesivos de alcohol y xilol.

Antes de la evaluacion microscopica se agreg6 a las laminas el
medio de montaje (MAR TEX) y se cubrieron con laminillas
cubreobjetos. Se incluyeron en cada corrida inmunohistoquimica
controles externos positivos (amigdala palatina) e internos (placas
de Peyer). La omision del anticuerpo primario en un caso de
adenocarcinoma de colon y amigdala, fue utilizado como control
negativo de la inmunoreaccion de TS.

Las laminas fueron examinadas con un microscopio de luz. Se
consideré como inmunoreaccion positiva para TS solamente la
tincion nuclear. En este caso se evalud la intensidad de la
inmunoreaccion a TS tanto en células neoplasicas como en células
estromales. Se estudiaron campos microscopicos de 40X
consecutivos a partir de las zonas de mayor intensidad.

Se utilizaron los siguientes parametros: Indetectable (0), Leve
intensidad (+), Moderada intensidad (++) y Fuerte intensidad
(+++).
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Posteriormente, los niveles de intensidad de 0 a 1+, se
agruparon y se consideraron de baja intensidad para la TS,
mientras que la intensidad de coloracion de 2+ a 3+ fue
considerada de alta intensidad para la TS.

Anélisis estadistico

Se estimd la media y desviacion estandar en cada una de las
variables cuantitativas evaluadas. A las variables categoricas
se les calculd la frecuencia y la moda.

Las variables se codificaron se acuerdo a su escala de medicion;
asi, la edad, la fecha de diagnostico y los valores CEA y CA-
19-9, se tomaron como numéricas, discretas las primeras y
continuas las dos Ultimas respectivamente. Las variables
dicotomicas: sexo de paciente, aplicacion de radioterapia,
consumo de alcohol, uso de tabaco, antecedentes familiares,
evolucion y expresion de la TS se codificaron como: 0
masculino, negacion, fallecido, baja expresion de la TS y 1:
femenino, afirmacion, con vida, alta expresion de TS.

Una vez codificadas las variables, se evaluo la relacion entre
la expresion de la TS y cada una de las variables consideradas
factores de riesgos (edad, sexo, antecedentes familiares, alcohol
y tabaco), verificadas estadisticamente a través de la prueba
de probabilidad exacta de Fisher. De igual forma, se evalu6 la
expresion de la enzima en estudio con los valores observados
de los marcadores tumorales CEA y CA-19-9, construyéndose
las tablas y usando la prueba de Fisher correspondiente (30).

Se construyeron tablas de vida de acuerdo a lo establecido por
la bibliografia (31) y se analizaron de acuerdo a metodologias
no paramétricas (32). Para evaluar la asociacion entre expresion
de la TS y sobrevida, fue usado el Test Log-rank (33).

Se consider6 un valor estadisticamente significativo p=0,05
y altamente significativo p=0,01. Todos los datos fueron
procesados usando el programa estadistico SPSS 9.0 para
Windows.

Resultados

Se incluyeron 34 pacientes con cancer colo-rectal primario,
de los cuales 20 (58,8%) eran masculinos y 14 (41,2%) eran
femeninos. La edad media de los pacientes fue de 52,8 afios,
en un rango de 25 a 84 afios. Todos los pacientes recibieron
tratamiento quimioterapéutico basado en 5-FU y LV.

De los 34 pacientes estudiados, 19 (55,9%) negaban consumo
de alcohol y el resto 15 (44,1%) lo afirmaban, de igual manera
21(61,8%) negaban el uso del tabaco y 13 (38,2%) afirmaban
haber fumado. Los detalles clinico patologicos de los tumores
primarios de los 34 pacientes son mostrados en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes segiin edad, sexo,
quimioterapia, diferencia del tumor, clasificacion DUKE,
clasificacion TNM y expresion de la TS.

Parametro Ne %
N° de pacientes 34 100
Edad (afos)
Media 52,8
Rango 25-84
Sexo
Hombres 20 58,8
Mujeres 14 41,2
Quimioterapia
5-FU/LV 34 100
Diferenciacion del tumor
Bien diferenciado 17 50
Moderadamente 10 29.4
diferenciado
Poco diferenciado 7 20,6
Clasificacion DUKES
A 1 3
B 13 38,2
C 20 58,8
Clasificacion TNM
I 1 3
I 13 38,2
1 18 52,9
v 2 5,9
Expresion de TS
Baja 18 52,9
Alta 16 47,1

5-Fluorouracilo (5-FU), Leucovorina (LV), Timidilato sintetasa (TS).

En relacion a la expresion de la TS, 18 pacientes (52,9%)
mostraron baja expresion de la TS en sus tumores, mientas
que 16 (47,1%) mostraron alta expresion.

Al investigar si existia alguna correlacion entre la expresion
de la TS y la edad de los pacientes, encontramos que,
dividiendo al grupo en 2 categorias, la primera incluyendo a
los <50 aflos y la segunda a los A a 50 afos, se observo que en
los pacientes mayores de 50 afios hubo alta expresion de la
TS en el 32,4%, mientras que con los pacientes de la primera
categoria la expresion alta fue en el 14,6%; esta diferencia
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porcentual no fue estadisticamente significativa (p=0,406)
(Tabla 2).

Tabla 2. Expresion de la TS de acuerdo a los factores de
riesgos.

Expresién de la TS

Factores n (%) Baja n (%) Alta n (%) p
Edad
<50 afios 14 (41,1) 9(26,5) 5 (14,6) ns
>50 afios 20 (58,9) 9 (26,5) 11 (32,4)
Sexo
Masculino 20 (58,8) 10 (29,4) 10 (29,4) ns
Femenino 14 (41,2) 8(23,5) 6 (17,6)
Antecedentes familiares
No 25 (73,5) 16 (47,1) 9(26,5) ns
Si 9 (26,5) 2(5.9) 7 (20,6)
Consumo alcohol
No 19 (55,9) 10 (29,4) 9(26,5) ns
Si 15 (44,1) 8(23,5) 7(20,6)
Consumo tabaco
No 21 (61,8) 13 (38,2) 8(23,5) ns
Si 13 (38,2) 5(14,7) 8 (23,5)
CEA
Normal 18 (58) 13 (41,9) 5(16,1) ns
Elevado 13 (42) 5(16,1) 8 (25,8)
CA-19-9
Normal 28 (90) 15 (48,4) 13 (41,9) ns
Elevado 3(10) 39,7) 0(0)

Timidilato sintetasa (TS), p significativa=0,05 , ns: no significativo. Prueba
exacta de Fisher.

Cuando se hizo la correlacion de la expresion de la TS con el
sexo, de los 34 pacientes estudiados, se encontré que de un
total de 20 pacientes masculinos que representan el 58,8%, 10
mostraron alta expresion de la TS y el resto baja expresion, en
tanto que de los 14 pacientes femeninos (41,2%) del total, 6
mostraron alta expresion de la TS y el resto mostrd baja
expresion. No se observo diferencia significativa (Tabla 2).

Con respecto a la posible asociacion entre la expresion de la
TS y los antecedentes familiares de cancer, se encontré que
25 de los 34 pacientes incluidos en el estudio, es decir, el 73,5%
negaron tener familiares que hayan muerto por causa de
enfermedades cancerigenas, de los cuales 16 de ellos
presentaron baja expresion de la TS en sus tumores y 9
mostraron alta expresion. Los otros 9 pacientes, que
representan el 26,5% de los 34 pacientes afirmaron tener
familiares con antecedentes de cancer, 2 de ellos tenian baja
expresion de la TS y 7 mostraron alta expresion de la TS. No
se observo significancia estadistica (Tabla 2).
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Cuando se analiz6 la posible asociacion entre la expresion de
1a TS con el consumo de alcohol y el uso del tabaco, se encontrd
que no hubo diferencia estadisticamente significativa, como
se muestra en la Tabla 2.

Al analizar la relacion entre la expresion de la TS con los
valores de los marcadores tumorales CEA y CA-19-9, tampoco
se observo diferencia estadisticamente significativa (Tabla 2).

En cuanto a la relacion entre la expresion de la TS y la
evolucion de los 34 pacientes analizados, se encontré que de
17 pacientes (50%) que habian fallecido a causa del cancer de
colon, 13 de ellos mostraron alta expresion de TS y 4 pacientes
mostraron una baja expresion; de los 17 pacientes restantes,
es decir el otro 50% que se conoce que estan con vida, 14
mostraron baja expresion de la TS en sus tumores y 3
presentaron alta expresion. Esta observacion fue altamente
significativa (p=0,001) como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Frecuencia de la expresion de la TS de acuerdo a
la evolucion clinica.

Evolucién clinica N (%0) Expresion de la TS p*
Baja n (%) Alta n (%)

Vivos 17 (50) 14 (41,2) 3(8,8) p=0,001

Fallecidos 17(50)  4(118) 13 (38,2)

p* significativa = 0,05 Prueba exacta de Fisher.
(TS): Timidilato sintetasa

Sobrevida en relacion a la expresion de la TS

El periodo de seguimiento para los 34 pacientes analizados en
este estudio fue de 10 afios. La sobrevida media de toda la
poblacion fue de 3,8 afios (Intervalo de confianza-IC- del 95%;
2,8 a4,9 afos). En relacion a la expresion de la TS, 18 pacientes
(52,9%) mostraron una baja expresion de la TS en sus tumores,
mientras que 16 (47,1%) tuvieron alta expresion de la TS. La
Figura 1 representa la curva de sobrevida en donde se evalta
la asociacion entre la expresion de la TS y la probabilidad de
sobrevida en los pacientes con cancer colo-rectal. La curva
muestra una sobrevida media de 5 afios (IC del 95%; 3,5 a2 6,5
aflos) en el grupo de pacientes que tuvieron en sus tumores
baja expresion de la TS y una sobrevida media de 2,5 afios (IC
del 95%; 1,4 a 3,6 aflos) en el grupo de pacientes con alta
expresion de la TS en sus tumores.

La probabilidad de sobrevida en los pacientes con cancer colo-
rectal que mostraron una baja expresion de la TS en un lapso
de 2 anos fue de 0,85 comparado con una probabilidad de
0,55 en los pacientes que tuvieron una alta expresion de la TS
y de 0,15 para los pacientes con alta expresion de la TS en sus
tumores. Se puede observar que la probabilidad de sobrevida
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para los pacientes con cancer colo-rectal que mostraron una
alta expresion de la TS en sus tumores fue significativamente
mas baja, comparado con la probabilidad de sobrevida en
aquellos pacientes con baja expresion de la TS, esta
observacion fue altamente significativa (p=0,004).

1
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w

Afios después de la cirugia

Figura 1. Curva de sobrevida global de acuerdo a la
expresion de la TS en pacientes con cancer de colon. Método
Kaplan Meier. Probabilidad de sobrevida baja (_’_), alta
(—D—)' P=0.004. Prueba de Log rank.

Discusion

La TS juega un papel clave en la sintesis de un precursor de
ADN y representa un blanco quimioterapéutico importante para
el 5-FU, el agente mas efectivo en el tratamiento de cancer de
colon (10).

El sistema de clasificacion DUKES, desarrollado casi 60 afios
atras, es cominmente usado para evaluar el prondstico y en
algun grado, determina el tratamiento de pacientes con cancer
colo-rectal (34). Sin embargo, recientes avances en la biologia
molecular del cancer sugieren que los cambios moleculares
dentro de un tumor primario pueden servir para definir mas
exactamente el pronostico en pacientes individuales. Es posible
que estos cambios moleculares pudieran servir de guia al tomar
decisiones sobre la terapéutica a seguir (6).

Los marcadores tumorales tales como, CEA y CA-19-9, han sido
evaluados por su capacidad de predecir el curso clinico de esta
enfermedad y contintan utilizandose en la practica clinica (28).

Cuando se evalud la asociacion de la expresion de la TS con
edad, sexo, antecedentes familiares, alcohol, tabaco, CEA y
CA-19-9, no se encontrd diferencias estadisticamente
significativas. Esto coincide con el estudio llevado a cabo por
Aschele, Debernardis y col. (21), donde tampoco se encontro
diferencias significativas en el nivel de expresion de la TS con
respecto a la edad y el sexo. Igualmente Paradiso y col (1),
correlacionaron la expresion de la TS con el sexo en pacientes
con cancer colo-rectal, no encontrando diferencias
significativas.
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En este estudio se logr6 una buena estandarizacion de la técnica
de inmunohistoquimica para detectar la expresion de la TS en
secciones de tejido incluidas en parafina. El antisuero anti-TS
proporciona una herramienta estandarizada y confiable para
determinar semi-cuantitativa o cualitativamente la expresion
de la TS en secciones de tejido incluidas en parafina (23).

La literatura indica la importancia clinica de la expresion de
la TS en pacientes con cancer colo-rectal. Vam Triest y col
(35) determinaron que la alta expresion de la TS en pacientes
con cancer colo-rectal fue asociado a una pobre respuesta a la
quimioterapia basada en el 5-FU, también los altos niveles de
la TS se asociaron con una pobre sobrevida.

En un estudio realizado por Beck y col (36), en el cual midieron
la actividad enzimatica de la TS en paralelo a la respuesta a
Fluorouracilo (FU) enun panel de 19 lineas celulares de tumor
humano, encontraron que las lineas celulares mas sensibles a
FU exhibieron la mas baja actividad de la TS y viceversa.

De todos los estudios de la literatura es importante destacar el
trabajo llevado a cabo por Salonga y col. (37), el estudio se
realiz6 en muestras tumorales de 33 pacientes con cancer colon-
rectal avanzado que recibian tratamiento quimioterapéutico
con infusién de 5-FU de larga duracion y en las que se analizd
por PCR la expresion de la TS. Lo mas interesante de los
resultados fue encontrar que los pacientes que tenian niveles
bajos de la TS presentaban un 100% de respuesta, mientras
que la respuesta fue del 0% cuando los niveles de expresion
eran elevados. Aun de mayor importancia fue encontrar que la
expresion de la TS se correlaciond directamente con la
sobrevida de los pacientes. Ohrlingk y col, en un estudio que
involucrd a 348 pacientes con cancer de colon, encontraron
que una baja expresion de TS en los nddulos linfoides
metastaticos se correlaciond con una mejor respuesta clinica
(38). Formentini y col, senalan que pacientes con enfermedad
metastasica que expresan altos niveles de TS tendran una menor
probabilidad de responder al tratamiento basado en
fluoropyrimidina y tienen poca tasa de sobrevivencia (39).
Pacientes con altos niveles de TS, quienes han tenido una
reablasion quirtrgica completa del tumor primario, tienen un
pobre prondstico comparados con aquellos con tumor y con
baja expresion de TS (39). En contraste con la enfermedad
avanzada y la cirugia completa, pacientes con altos niveles de
TS parecen beneficiarse, especialmente, de quimioterapia
basada en fluoropyrimidina después de la reseccion completa
del tumor primario, mientras que pacientes con bajos niveles
de TS no (39,40).

En el estudio realizado por Yoshinori y col. (8), se determind
la expresion de la TS en 50 muestras de cancer colon rectal
incluidas en parafina a través de la técnica de PCR. Se encontrd
que la sobrevida media para los 50 pacientes analizados en
este estudio fue de 8,4 meses (IC del 95%; 6,4 a 12,3 meses).
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Los pacientes que tuvieron alta expresion de la TS mostraron
una sobrevida media de 1,5 meses, comparado con una
sobrevida media de 10,2 meses para el grupo de pacientes con
baja expresion de la TS en sus tumores. Cuando analizaron la
asociacion entre la expresion de la TS y sobrevida encontraron
que la probabilidad de sobrevida en los pacientes con baja
expresion de la TS fue de 0,77 en un periodo de 6 meses, y la
probabilidad de sobrevida para los pacientes con alta expresion
de la TS fue de 0,00. Los autores de este estudio concluyeron
que la sobrevida en los pacientes con baja expresion de la TS
fue significativamente mejor, comparados con los pacientes
que mostraron alta expresion de la TS.

Estos hallazgos concuerdan con los resultados que se
obtuvieron en el presente trabajo, donde la sobrevida media
para los 34 pacientes analizados en este estudio fue de 3,8
aflos (IC del 95%; 2,8 a 4,9 afios). Los pacientes que tuvieron
una baja expresion de la TS en sus tumores mostraron una
sobrevida media de 5 afios (IC del 95%; 3,5 a 6,5 afios), la
cual fue significativamente mayor comparado con el grupo de
pacientes con una alta expresion de la TS quienes mostraron
una sobrevida media de 2,5 afios (IC del 95% 1,4 a 3,6 afios).
Cuando evaluamos la probabilidad de sobrevida con respecto
a la expresion de la TS, encontramos resultados similares con
respecto al trabajo anterior, donde se confirmé que el nivel de
expresion de la enzima se correlaciond con la evolucion y
sobrevida en los pacientes con cancer colo-rectal.

La probabilidad de sobrevida en los pacientes con baja
expresion de la TS en un periodo de 2 y 5 afios fue de 0,85 y
0,75 respectivamente, y la probabilidad de sobrevida en el
grupo de pacientes con alta expresion de la TS fue de 0,55 y
0,15 respectivamente. Una de las diferencias importantes de
nuestro estudio con respecto al trabajo de Yoshinori y col (8)
fue que en este ultimo la determinacion de la expresion de la
TS la hicieron empleando la técnica de la PCR. En nuestro
trabajo se utiliz6 la técnica de la inmunohistoquimica. El
presente estudio confirma la importancia que tiene la
determinacion de la TS en pacientes con cancer colon rectal,
donde el nivel de expresion de la enzima se correlaciona con
la evolucion y la sobrevida en dichos pacientes.

Sin embargo, la razén de que la asociacion de los niveles de la
TS predice la respuesta clinica de un paciente no esta
totalmente claro. Esta asociacion de la expresion de la TS con
sobrevida, pudiera reflejar que los pacientes que tuvieron peor
evolucion clinica no respondieron a la quimioterapia basada
en el 5-FU. Por otro lado, la relevancia bioldgica de la TS se
relaciona no solo a la importancia de esta enzima asociada a
divisién y proliferacion celular (28) sino que posiblemente la
asociacion de la expresion de la TS con sobrevida puede ser
un reflejo de proliferacion de células tumorales.
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En este estudio el beneficio de la quimioterapia basado en 5-
FU en los pacientes con baja expresion de la TS en sus tumores,
se reflejo en la curva de sobrevida, lo que pudiera ser un
indicador de la respuesta a la quimioterapia con el 5-FU en
pacientes con cancer colon rectal.

Recientemente el trabajo de Gonsens y col. (23) comparan la
inmunohistoquimica con la genotipificacion del gen de la TS,
demostrando que los analisis basados en el ADN son mas
predictivos que la inmunohistoquimica para la determinar la
respuesta a la terapia en pacientes con cancer de colon tratados
con 5-FU.

Esto demuestra que es importante desarrollar estudios basados
en genotipificacion para ver su valor predictivo, sin embargo
la inmunohistoquimica sigue siendo una herramienta
importante para determinar la expresion de TS.

Conclusiones

1. El presente constituye el primer trabajo de investigacion
en Venezuela que estandariza la determinacion de la TS
en pacientes con cancer colo-rectal.

2. La determinacion de la TS en nuestro estudio no tuvo
correlacion significativa con los siguientes factores: edad,
sexo, antecedentes familiares, consumo de alcohol, uso de
tabaco; tampoco se encontr6 correlacion con los valores
de los marcadores tumorales CEA y CA-19-9.

3. En el presente estudio la expresion de la TS tuvo una
correlacion significativa con la evolucion, la sobrevida media
y la probabilidad de sobrevida en pacientes con cancer colo-
rectal. La baja expresion de la TS significd una evolucion
mas favorable y una mayor probabilidad de sobrevida; lo
inverso ocurri6 en aquellos pacientes que reflejaron altos
niveles de expresion de la enzima en este estudio.

4. Como ya ha sido reportado previamente en la literatura
médica internacional, nuestro estudio confirma la
importancia de la determinacion de la expresion de TS
como un marcador pronostico de sobrevida y de respuesta
quimioterapéutica basada en el 5-FU en pacientes con
cancer colon rectal.

Recomendaciones

1. Consideramos conveniente evaluar en un estudio
prospectivo, con un nimero mayor de pacientes, la
expresion de la TS en pacientes con cancer colo-rectal,
con el objetivo de confirmar su importancia como marcador
pronostico de evolucion y sobrevida en pacientes con esta
enfermedad (Marcador Prondstico).

2. Asi mismo, es necesario confirmar prospectivamente la
importancia de la TS como predictor de la respuesta a la
quimioterapia basada en le 5-FU (Marcador Predictivo) y/
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o como indicador de resistencia adquirida durante dicho
tratamiento.

. La confirmacion de lo anterior, permitird recomendar la

inclusion de la determinacion de la TS, conjuntamente con
otros marcadores, en la evolucion clinica rutinaria y en la
toma de decisiones terapéuticas de los pacientes con cancer
colo-rectal.

Se recomienda evaluar los métodos de genotipificacion de
la TS en estudios prospectivos.
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Fisiopatologia de la enfermedad arterio coronaria.
Marcadores cardiacos para infarto agudo del miocardio

Gonzalez Julio Cesar !, Figueira Leticia > y Acosta Maria Eugenia 2

RESUMEN

La inflamacion tiene un papel establecido, tanto en la iniciacién como en la progresion del proceso aterosclerdtico y el sindrome coronario
agudo. Factores de transcripcion nuclear, macrofagos y linfocitos participan y modulan los mecanismos inflamatorios asociados con la
rotura o la erosion de la placa, que culmina en muchos casos con el sindrome coronario agudo. Estas biomoléculas constituyen objetivos de
medicion para tratar de identificar y monitorizar el infarto agudo al miocardio. La lista de biomarcadores estudiados en la enfermedad
cardiovascular se ha expandido rapidamente en los tltimos tiempos. El presente articulo consiste en una revision de los biomarcadores de
lesion miocardica frecuentemente utilizados, asi como su poder predictor de enfermedad coronaria.

Palabras clave: Infarto agudo al miocardio, aterosclerosis, biomarcadores de sindrome agudo coronario.

Phisiopathology of coronary diseases.
Biomarkers acute miocardic infart

SUMMARY

It‘s well-known that inflammation plays a role in atherogenesis, atherosclerotic plaque progression, and acute coronary syndrome. Nuclear
transcription Factors, macrophagues and lymphocyte, participate and modulate the inflammatory mechanisms associate with the breakage or
the erosion of the plate, that culminates in many causes with the acute coronary syndrome. These biomolecules constitute measurement
objectives to try, identify and to monitorear the acute infarct to the myocardium. The list of biomarkers studied in the cardiovascular disease
has expanded quickly lately. The present article consists in a review of the biomarkers of myocardic leasures frequently used as a power
predictor for coronary disease.

Key word: Biomarkers of acute coronary syndrome, atherosclerosis, miocardic infarct acute.
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Introduccion

La enfermedad arterio coronaria (EAC) comienza con
aterosclerosis, disminucioén de la luz arterial por la placa
ateromatosa; estas placas son inicialmente pequefias y esta-
bles y no producen ninglin sintoma clinico. A medida que la
EAC progresa la placa aumenta de grosor y disminuye el flujo
sanguineo coronario. Los individuos con angina pectoris es-
table tienen dolor del torax después de un esfuerzo, lo cual es
un signo que indica que el flujo sanguineo del corazon es in-
suficiente para mantener el aumento de la demanda de oxige-
no necesario durante el ejercicio. En algunos pacientes la pla-
ca ateromatosa se vuelve inestable y vulnerable a una ruptura
debido a la normal tension que se produce por los movimien-
tos del corazoén. Cuando se rompe la placa, el contenido se
expone a la circulacion causando una agregacion de las
plaquetas y la formacién del trombo. En aquellos pacientes
donde el trombo no ocluye completamente la luz también pro-
duce ddlar toracico e isquemia al reposo, estos pacientes son
diagnosticados con angina pectoris inestable. Cuando el
trombo ocluye completamente alguna arteria coronaria se pro-
duce el infarto agudo al miocardio (IAM), el cual parte del
tejido miocardico se necrosa y puede ser remplazado por teji-
do cicatrizante (1).

Se producen una serie de cambios bioquimicas como resulta-
dos de falta de entrega de oxigeno al miocardio y la incapaci-
dad de excretar los metabolitos. Los eventos son influenciados
por la severidad de la isquemia, sexo y edad. En los primeros
segundos la falta de oxigeno agota rapidamente los depdsitos
de energia, algunos procesos no esenciales consumen energia
y obligan a la célula a usar medios alternativos para la produc-
cion de energia (metabolismo anaerdbico, glicogenolisis,
gluconeogénesis). Cortocircuitos de bombas idnicas consu-
men ATP, permitiendo la salida de electrolitos intracelulares
especialmente K*. En los primeros minutos, la disminucion o
la falta de flujo sanguineo conduce a una deficiente depura-
cién de metabolitos (lactato, adenosina, fosfato, H") produci-
dos en la funcidn celular normal. Todos estos cambios pueden
ser reversible, sin embargo si la oclusion persiste durante 30 a
60 minutos se producen dafios irreversibles como muerte ce-
lular, caracterizado por liberacion de macromoléculas (enzimas
y proteinas) (2).

Factores de riesgos

Estan constituidos por cualquier habito o caracteristica bio-
logica que sirva para predecir la probabilidad de un indivi-
duo de desarrollar una enfermedad cardiovascular.

La existencia de un factor de riesgo (FR) no implica obligato-
riamente una relacion causa-efecto con la enfermedad. El
conocimiento y deteccion de los factores de riesgo desempe-
fla un importante papel para la valoracion del riesgo
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cardiovascular, variable clave para las estrategias de interven-
cion sobre dichas enfermedades. La presencia de varios FR en
un mismo individuo multiplica su riesgo de forma importante.
Si bien todos los FR favorecen el desarrollo de la EAC en los
diferentes lechos vasculares, el poder predictivo de los FR es
diferente para los distintos territorios. Asi, el colesterol tiene
mayor poder predictivo para el territorio coronario.

Tabla 1. Factores de riesgo para IAM.

- EDAD

- TABACO

- DIABETES

- HISTORIA FAMILIAR

- HIPERTENSION > 140/90 mm/Hg

- DISLIPIPIDEMIAS (Colesterol >200 mg/dL; LDL-colesterol
>100 mg/dL; HDL-colesterol<40 mg/dL.

- DIAGNOSTICO PREVIO DE ATEROSCLEROSIS.

- PREVIO INFARTO AGUDO AL MIOCARDIO

Diagnéstico de IAM

En 1974, la definicion de infarto del miocardio dictada por la
Organizacion Mundial de la Salud se sustent6 sobre un tripode:
la confirmacion clinica de un dolor de rasgos anginosos, la
demostraciéon de nuevas ondas Q en el trazado
electrocardiografico, y una elevacion significativa de ciertas
enzimas solubles en el plasma del miocardio (3). Cualquier
combinacion entre dos de ellas significo, desde entonces,
infarto del miocardio. En el afio 2000, la definicion de infarto
del miocardio fue reevaluada, y una comision integrada por
representantes de las sociedades cientificas mas prominentes
del hemisferio norte generd un documento que sustent6 sobre
una Unica variable diagnostica, y eventualmente en adicion a
la anterior, sentencia: cualquier determinaciéon quimica
preferiblemente Troponina (Tnc), capaz de probar la
destruccion de un gramo de tejido miocardico significa infarto

4.

Recientemente en 2007 fue publicada, a través de los 6rganos
de difusion de la Sociedad Europea de Cardiologia y de la
Asociacion Estadounidense del Corazon, una definicion de
Infarto al miocardio. Clasifican al infarto en varios tipos: Tipo
1 es el llamado Espontéaneo, relacionado a isquemia, debido a
un evento coronario primario como erosion de placa y/o rotura,
fisura o diseccion de ésta. En este caso en particular se usa la
definicion siguiente: Deteccion de incremento y/o caida de
biomarcadores (preferentemente Tnc) con por lo menos un
valor por encima del limite superior normal junto con evidencia
de isquemia miocérdica, demostrada por lo menos con uno de
los siguientes: Sintomas de isquemia. Cambios en el Electro
Cardiograma (ECG) indicativos de nueva isquemia (nuevos
cambios en la curva ST-T) (5).
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Desarrollo de nuevas ondas Q patoldgicas en el ECG. Evidencia
de nueva pérdida de miocardio viable en estudio de imagenes
o nueva anormalidad de motilidad regional. Si por alguna
razon los biomarcadores no se midieron o se normalizaron, la
demostracion de nueva pérdida de miocardio (mediante
estudios de imagenes: Ecocardiografia o Radioisdtopos) en
ausencia de causas no isquémicas cumple el criterio para definir
Infarto de Miocardio. Sin embargo, si los biomarcadores se
midieron y fueron normales, ninguna técnica de imagenes es
valida. Tipo 2: Secundario a isquemia, debido a un incremento
en la demanda o disminucion en el aporte de oxigeno. La
elevacion de biomarcadores refleja necrosis miocardica, pero
no indican su mecanismo. Asi, con un par de resultados
elevados de un biomarcador s6lo podremos afirmar que hubo
necrosis miocardica, pero no si fue por trombosis coronaria;
para esto se necesita la evidencia de isquemia. Tipo 3: Muerte
cardiaca inesperada, incluyendo al paro cardiaco,
frecuentemente precedida de sintomas sugestivos de isquemia
miocardica y acompafiada presumiblemente de nueva
elevacion del segmento ST o evidencia de trombo en una
coronaria durante una coronariografia y/o en la autopsia. Tipo
4a: Infarto de miocardio asociado a intervencion. Tipo 4b:
Infarto de miocardio asociado a trombosis de stent,
documentada por coronariografia y/o autopsia. Tipo 5: Infarto
de miocardio asociado a cirugia coronaria. El incremento de
Tnc sobre un valor normal basal, se le denomina necrosis
miocardica, pero no infarto peri-procedimiento. Para este
diagndstico necesitamos un incremento de 5 veces el valor
limite superior mas nuevas ondas Q patologicas o
coronariografia que documente una oclusion de una coronaria
nativa o de un puente, o estudio de imagenes que demuestre
una nueva pérdida de tejido viable (5).

Marcadores de infarto agudo del miocardio

Creatina kinasa

La Creatina Kinasa (CK) se encuentra principalmente en
células del cerebro, musculo esquelético y miocardico, tiene
un peso molecular (Pm) de 82 Kd y cataliza la conversion de
fosfato de creatina a creatina y ATP:

Fosfato de Creatina + ADP ~ -—----CKoo. - Creatina + ATP

En la mitocondria, la CK cataliza la reaccion inversa para
formar fosfato de creatina y ADP, en el citoplasma la CK esta
asociada al sistema de transporte y a la contractilidad en el
musculo para producir ATP. La CK total esta elevada en el
infarto del miocardio, y otra formas de dafio cardiaco (trauma
del corazdén, miocarditis, cirugia cardiaca), ademas se puede
encontrar valores elevados en patologia del musculo
esquelético como miopatias inflamatorias y degenerativas
(distrofia muscular, rabdomidlisis, polimiositis) condiciones
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raras del metabolismo (hipotiroidismo, hipertermia maligna,
hipotermia prolongada) (6).

La CK citoplasmatica esta constituida por 2 subunidades, M y
B la combinacion de estas subunidades producira 3 diferentes
isoenzimas de CK; MM, MB, BB. La isoenzima MM es la
principal CK encontrada en el musculo esquelético y
miocardio. La isoenzima MB se encuentra en el miocardio
(15%-30%) y en el musculo esquelético en muy pequefias
concentraciones (1%-2%). La CK-BB se encuentra en el
cerebro y sistema gastrointestinal.

Aunque la determinacion de CK total no es especifica para
1AM, la CK total y en particular su isoenzima CK-MB tiene
gran importancia en el diagndstico del infarto al miocardio,
sin embargo se han encontrado los mismos resultados en
pacientes con angina inestable ¢ IAM (7,8).

A habido problemas en la interpretacion de la CK-MB, debi-
do a la presencia de falsos positivos y negativos. Aunque la
enzima CK-MB es especifica para el musculo cardiaco se ha
encontrado valores elevados en sujetos con miopatias croni-
cas, debido a la regeneracion constante del musculo esquelé-
tico, igualmente se encuentran valores bajos en sujetos apa-
rentemente sanos.

La vida media de la CK-MB en la circulacion es relativamen-
te corta, aproximadamente 12 horas; por lo tanto las muestras
recogidas fuera de este lapso de tiempo tendran valores bajos
de CK-MB, asi como también la relacion CK-MB/CK Total.

Aunque algunos investigadores argumentan que no debe utili-
zarse la CK-MB como prueba diagnostica del infarto del
miocardio, la CK-MB es muy Ttil en reinfartos, donde su
vida media corta es mas apropiada que la vida media mas lar-
ga de las Tnc.

Tnc 1y T cardiacas

Las Tnc se encuentran en la actina, y forma parte del aparato
contractil del musculo cardiaco. Esta constituida por
subunidades: C (18 Kd), I (24 Kd) y T (37 Kd). Una pequena
fraccion de la Tnc se encuentra disuelta en el citosol en forma
libre estimada aproximadamente en el 6% para TncT, y 2%
para Tnc I. Después de la necrosis del miocardio hay una libe-
racion inicial de Tnc del pool citosolico seguido por un pro-
longado aumento debido a la degradacion de las miofibrillas
musculares cardiacas. La forma predominante de la Tnc car-
diaca son los complejos TIC e IC y la Tnc libre T (9).

Tienen la ventaja a diferencia de la CK-MB que puede perma-
necer por mas tiempo en la circulacion después de un infarto
al miocardio, debido a que la Tnc puede liberarse lentamente
a la circulacion.
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Las Tnc son estructuralmente proteinas inicas, que solamente
se encuentran en el tejido cardiaco, lo que permite producir
métodos de inmunoensayos que reconocen solo estas formas
(10). Hasta ahora, no hay evidencia que demuestre que las
Tnc puedan ser sintetizadas por otros tejidos.

De los tres tipos de Tnc, se han utilizado dos Tnc I y la Tnc T
en inmunoensayos, y al parecer ofrecen la misma informacion
clinica. La Tnc T no se mide, ya que tiene la misma secuencia
que la Tnc C del musculo liso. La alta especificidad de los
métodos de inmunoensayos de la Tnc, permite el uso de con-
centraciones bajas de corte (cercano a cero) para la deteccion
de minimos dafios miocardicos (11), a diferencia de la CK-
MB, la cual es liberada del recambio normal del musculo es-
quelético produciendo una significativa concentracion de li-
nea de base, o rango que existe normalmente en individuos
sanos; por lo tanto, se necesita un alto valor de corte para
minimizar los resultados falsos positivos.

En relacion a su cinética en el [AM , Tnc aumenta a partir de
las 4 horas de iniciado la lesién y persisten elevadas, la Tnc I
de 7a 10 dias y la Tnc T por 10 a 14 dias.

La presencia de Tnc en altas concentraciones en la circula-
cion, indican dafio cardiaco tales como: dafio isquémico, sepsis
y trauma (12). Aunque tales elevaciones estan relacionadas a
la severidad de la enfermedad y estan asociadas a la mayor
morbilidad y mortalidad, no proveen una ttil informacion acer-
ca de la probabilidad de sufrir una futura enfermedad isquémica
(13). Sin embargo, cuando una isquemia arterio coronaria esta
asociada incluso a bajos niveles de Tnc, predicen un resultado
adverso (14).

LaTnc I esta propensa a ser modificada en la circulacion (oxi-
dada y fosforilada) o formar complejos. Esto puede tener re-
levancia clinica, ya que los diferentes anticuerpos usados por
las marcas comerciales pueden reconocer estas diferentes for-
mas moleculares en diversos grados. Otro problema impor-
tante en el andlisis de Tnc I, es que los diferentes métodos
utilizados son calibrados con distintos patrones; por lo que la
misma muestra sanguinea puede arrojar resultados diferentes
con diferentes inmunoensayos. Actualmente se acepta que la
presencia de algin nivel detectado por cualquier inmunoensayo
validado en pacientes con isquemia arterio coronaria, indica
un mal pronoéstico, por lo tanto la concentracion absoluta no
es tan importante (15).

Mioglobina (MIO)

La MIO es una proteina de 17 Kd, unidora de oxigeno similar
a la hemoglobina, se encuentra en las células del muasculo
esquelético y cardiaco. La MIO es liberada en la circulacion
después de una lesion muscular. El aumento de los niveles de
MIO en suero se produce alrededor de las 2 a 6 horas después
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del dafio muscular y alcanza la maxima elevacion después de
un IAM aproximadamente entre 6 a 12 horas. La elevacion de
la MIO es breve, en el 50 % de los pacientes que han sufrido
un IAM el nivel de MIO en suero regresa a su rango normal
(31-80 ng/mL) en 12 a 18 horas, y la MIO en orina puede
detectarse de 3 a 7 dias después del dafio muscular. La tem-
prana elevacion en el suero de la MIO se debe a su pequeno
tamafio, lo cual le permite translocarse rapidamente a la circu-
lacion sin pasar por los vasos linfaticos, a diferencia de la CK-
MB la cual es translocada a la circulacion pasando obligato-
riamente a través del sistema linfatico debido a su mayor ta-
mafio. La MIO es eliminada rapidamente de la circulacion
sanguinea, por via renal. La Mioglobinuria puede aparecer
dentro de 3 horas después de IAM y esté presente en la orina
por mas de 72 horas (16).

La MIO es una prueba muy sensible pero poco especifica como
marcador de la lesion del musculo cardiaco. En caso de que la
MIO se utilice como marcador tinico se deben obtener 2 mues-
tras de sangre, con una separacion de 2 horas, para lograr una
buena sensibilidad, especificidad y un valor predictivo ade-
cuado (17).

Otros marcadores de IAM

Anhidrasa carbonica 11 (AC I11)

La AC III es una proteina citoplasmatica de 28 Kd presente en
el musculo esquelético, pero no en el musculo cardiaco, de
manera que puede ser utilizado como un marcador cardiaco
negativo. Es liberada después de que el musculo sufra una
injuria, y va estrechamente unida a la liberacion de la MIO.
Larazon MIO/ACIII se mantiene en valores estables en sujetos
sanos y en dafo muscular esquelético, y se encuentra valores
elevados en IAM (18,19).

AlbUimina modificada de isquemia (AMI)

La AMI es una forma variante de albtimina, cuyo extremo N-
terminal tiene afinidad por iones metalicos. Se ha propuesto
que se origina de las interacciones de la albimina con radica-
les libres en los tejidos donde se produce isquemia. La ventaja
teorica de esta prueba es que permite detectar isquemia antes
de que se produzca dafio irreversible de la célula. EI cambio
en la albumina parece producirse dentro de los primeros mi-
nutos de la isquemia y hasta las 6 horas. La prueba es clara-
mente no especifica para isquemia cardiaca, pero tiene una
sensibilidad clinica del 80 al 90 % para el IAM, y tiene mayor
sensibilidad que la de un electrocardiograma (20,21).

Péptido natriurético tipo B. NT-propéptido natriurético
tipo B

El Péptido Natriurético tipo B (PNB) es un hormona peptidica
de 32 aminodacidos, producida por los ventriculos del cora-
z6n en respuesta al estiramiento miocardico, sobrecarga de
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volumen e incremento en la presion de llenado ventricular. El
PNB contrarresta el efecto del eje renina-angiotensina-
aldosterona, al producir vasodilatacion, excrecion de sodio y
agua, y una reduccion en la presion sanguinea. Al producirse
una sobre estimulacion cardiaca, los mocitos pueden sobre
regular a nivel gendmico para producir preproPNB, el cual es
entonces convertido a proPNB antes de ser liberado en la cir-
culacion en concentraciones equimolares como PNB y NT-
proPNB, un metabolito bioldgicamente inactivo (22). E1 PNB
es rapidamente hidrolizado por una endopeptidasa, el cual tiene
una vida de aproximadamente 20 minutos. EI NT proPNB tie-
ne una vida media de aproximadamente 90 minutos.

Esquema de la liberacién del PNB y NT-proPNB

preproPNB (134 aa) {

MIOCITO

Péptido sefial (26 aa)

NT-proPNB (1-76 )
proPNB (108 aa)—‘:
PNB (77-108)

CIRCULACION

Estos péptidos también son antimitoticos y pueden modular la
hipertrofia cardiaca (23).

La concentracion plasmatica del PNB también se eleva en pre-
sencia de disfuncion ventricular izquierda, con el aumento de
la insuficiencia cardiaca.

Asimismo, el PNB se eleva en otros estados fisiopatologicos
tales como hipertension, hipertrofia cardiaca, hipertension
pulmonar y enfermedad renal. Un estudio sistematico ha mos-
trado que el PNB es un fuerte indicador pronostico de riesgo
relativo de muerte o eventos cardiovasculares para individuos
sintomaticos y pacientes con insuficiencia cardiaca en todos
los estados de la enfermedad (24).

En sintesis, los PNB en los Sindromes Coronarios Agudos
podrian ser:

Predictores dindmicos de la evolucion, de la extension y com-
plejidad de la enfermedad coronaria, independientemente de
la Fraccion de Eyeccion del Ventriculo Izquierdo. Asimismo,
son predictores de mortalidad e infarto, especialmente si hay
niveles bajos a intermedios de Tnc. Y también son predictores
de revascularizacion exitosa, relacionados con una estrategia
de tratamiento invasiva o no invasiva. Por otra parte, son mar-
cadores de isquemia, en Sindromes Coronarios Agudos sin
elevacion de la onda ST (25-28).

En sujetos sanos, la concentracion del PNB y el NT-pro PNB

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de BioanalistasEspecialistas

estan influenciado por la edad, género, indice de masa corpo-
ral y funcion renal; asi se encuentran valores mayores en mu-
jeres, con mas edad, que tienen menor IMC y los que tienen
mal funcionamiento del rifion (29), también se han encontra-
do niveles ligeramente incrementados en corredores de maraton
(30). Los valores de corte para PNB son aproximadamente de
50 pg/mLy para NT-pro PNB 250 pg/mL (31).

Proteina c reactiva

La Proteina C Reactiva (PCR) es una Beta globulina de fase
aguda, con un Pm de 118 Kd. Es sintetizada en el higado en
respuesta a citoquinas durante una inflamacion, y normalmente
solo se detectan trazas en circulacion. Es una proteina no
glicosilada de simetria ciclica. Estable durante 20 afos en el
suero refrigerado a -70°C. Cuando se produce algin dafio al
tejido, hay un aumento detectable a las 6-8 horas, y se produ-
ce un pico en 48 horas y comienza un descenso a partir de las
48 horas.

Niveles elevados de PCR en suero o plasma los encontramos
como respuesta no especifica a infecciones bacterianas e
inflamaciones no infecciosas. Recientemente evidencias
epidemioldgicas han mostrado que la PCR (PCR-as Alta Sen-
sibilidad) en ausencia de enfermedades inflamatorias puede
predecir un futuro evento miocardico o cerebrovasular (32-
34). La Asociacion Americana de Cardiologia (AHA) reco-
mienda la siguiente interpretacion: < 1,0 mg/L riesgo bajo:
1,1 a 3,0 mg/L riesgo moderado; 3,1 a 10,0 mg/L riesgo alto
(39).

El valor de PCR-as parece relacionar la actividad en la placa
aterosclerdtica. Entre los elementos celulares de la placa
aterosclerotica, estan las células infamatorias que al producir
Interleuquina 6, causa secrecion de PCR en la circulacion.

Sin embargo, hay ciertos problemas al emplear los niveles de
PCR para predecir futuros eventos cardiovasculares, uno de
ellos es biologico, y tiene que ver con la alta variabilidad
biologica de la PCR; incluso infecciones subclinicas modera-
das pueden causar aumento significativo en concentraciones
de PCR; por esto al evaluar alguna ECV por PCR no debe
haber existido alguna enfermedad infecciosas en la ultimas 2
semanas previas. Diversos estudios han investigado la varia-
bilidad de la concentracion de PCR en individuos sanos
durantes meses, encontrando valores promedios con una des-
viacion de un 30% a un 63% (36); lo que podria indicar que
no basta con una sola medicion para llegar a un diagndstico y
auna posible terapia; es por ello que se ha propuesto medir la
PCR en dos oportunidades, con un intervalo de por lo menos
una semana para tener un diagndstico mas acertado (37).

El otro problema es de tipo analitico, ya que no todos los mé-
todos producen resultados idénticos, y pocos laboratorios de

69




Fisiopatologia de la enfermedad arterio coronaria. Marcadores cardiacos para infarto agudo del miocardio

Referencia tienen los recursos para determinar sus propios
valores de referencias.

Proteinas de union de acidos grasos cardiacos (PUAGC)
Las PUAGC son proteinas citosolicas de bajo Pm que estan
comprendidas entre 14 a 15 Kd, cuyo papel es el transporte
intracelular de acidos grasos. Tres PUAGc diferentes se en-
cuentran en corazon, higado e intestino; también se encuen-
tran en otros tejidos para la utilizacion de los acidos grasos
como sustratos metabdlicos. PUAGc poseen una estructura
Unica, y son abundantes en el miocardio, pero también pueden
detectarse en musculo cardiaco y rifiones. Sus niveles se ele-
van después de lesion miocardica en ratas, y también se en-
cuentran niveles elevados en suero y orina humanos, posterior
al infarto del miocardio. Las mediciones de estas proteinas
pueden tener una sensibilidad comparada a la de MIO, para la
deteccion de reperfusion después de la terapia trombolitica
(38-40).

Fosforilasa de glucégeno (FG)

Es una enzima glicolitica abundante, presente en todos los te-
jidos. Cataliza la inter conversion de 2-fosfoglicerato y
fosfoenolpiruvato, el primer paso de la glucogendlisis. La en-
zima, es de estructura dimérica compuesta de tres subunidades
distintas, con un Pm aproximado de 90 Kd. Asi encontramos
la GPLL (higado), GPMM (musculo) y GPBB (cerebro). La
GPBB también se expresa en el miocardio asi como en otros
tejidos, pero no en el musculo esquelético. La utilidad poten-
cial de la FGBB se debe a que es liberada mas temprano que
otros marcadores, y puede ser liberada bajo condiciones de
isquemia reversible, y se eleva 12 a 48 horas después del [AM
(41,42).

Miosina de cadenas pesadas (MCP)

La MCP son 2 fragmentos largos con un Pm de 200 Kd, que
se disocian de otras proteinas estructurales. La MCP no se
encuentran presentes en plasma hasta 2 dias después del evento;
niveles maximo ocurren en 5 a 6 dias. La elevacion persiste
después de 10 dias; lo cual permite la determinacion
prolongada de necrosis miocardica. La existencia de multiples
variantes en auricula, ventriculo y misculo esquelético con
estructuras similares han limitado su especificidad cardiaca
(43).

Miosina de cadenas ligeras (MCL)

Al menos 2 formas de las MCLs existen en los ventriculos y
auriculas, y al menos tres formas de MCLs se encuentran en
el musculo esquelético. Estas formas poseen estructuras
similares, y la secuencia de aminoacidos de las MCL-II
ventriculares y MCL-II esqueléticas lentas son idénticas.
Debido a esta similitud estructural, la especificidad de las MCL
para lesion miocérdica es limitada. Ambos tipos de fragmentos
MCL se disocian del aparato contractil después de la necrosis
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celular. Generalmente, los fragmentos de MCL son detectados
en plasma dentro de las 6 horas de presentarse el infarto.
Niveles elevados estan presentes por mas de 7 dias y es
depurado de la circulacion por via renal. Los fragmentos MCL
son un marcador sensible de lesion miocardica, en parte debido
a su prolongada elevacion que permite deteccion retrospectiva
después de 2 semanas. Las mediciones de MCL son mas
sensibles para la deteccion de 1AM, comparada con las
mediciones de CK y CK-MB, probablemente debido a su
prolongada ventana diagnostica y la mayor relacion de cantidad
de proteina por gramo de tejido (44-46).

Mieloperoxidasa (MPO)

La MPO es una enzima leucocitaria (polimorfonucleares y
monocitos) que se encuentra en mayor proporcion en las
lesiones activas, que en las estables. La MPO cataliza la
reaccion entre el peroxido de hidrogeno y el i6n cloro, para
producir hipoclorito, el cual es un potente bactericida; de
hecho, se ha sugerido que la determinacién de la MPO en
pacientes que ingresan por dolor toracico, es un buen predictor
temprano del riesgo de IAM, asi como de la incidencia de
eventos cardiovasculares en los siguientes 6 meses. A diferencia
de otros marcadores, como las Tnc, la MPO identifica a
pacientes con riesgo de eventos sin que haya habido necrosis
miocardica (47). Por otro lado, se ha observado que los valores
de MPO son un predictor potente e independiente de disfuncion
endotelial. La disfuncion endotelial mediada por la MPO, es
un posible vinculo de relacion entre la oxidacion, la inflamacion
y la enfermedad cardiovascular, y pone de manifiesto la
relevancia de los neutr6filos en la fisiopatologia de la
aterosclerosis (48).

50

40

30

20

10

MULTIPLOS DEL VALOR DE REFERENCIA

0 7=
0123 456 7 8 9101112
HORAS

[=MIO ™CK-MB  ValorRefer

Gréfico 1. Niveles de MIO, CK-MB en suero segun el
tiempo después del IAM.
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Grafico 2. Niveles de biomarcadores de IAM en suero
segun el tiempo después del IAM.

Diagnostico de IAM

La MIO es el marcador més temprano y tiene la mas alta sen-
sibilidad; precozmente se eleva dentro de las 3 horas después
del dolor toraxico (Grafico 1) (49). La Tnc y la CK-MB se
elevan significativamente entre 3 a 6 horas después del co-
mienzo de los signos y sintomas. La Tnc T, se libera en un
modelo de dos etapas para pacientes con reperfusion, la pri-
mera etapa se relaciona a la pérdida de subunidades citosolicas,
y la segunda etapa se debe a la destruccion total del tejido
contractil. En el modelo de liberacion para Tnc I hay también
una liberacion monofasica, presumiblemente debido a un pool
citosolico libre disminuido, y una tasa de depuracién mas
rapida desde el lecho sanguineo. Para hacer el diagndstico de
IAM, se requiere realizar determinaciones seriadas en el lap-
so de uno a dos dias, la CK-MB es la prueba mas especifica
durante el primer dia después del infarto (50), la elevacion
maxima ocurre a las 18 a 24 horas después de una oclusion
permanente, durante el segundo dia después del infarto la Tnc
es tan sensitiva como la CK-MB (51,52). Como se muestra en
el grafico 2, la CK-MB se mantiene elevada solamente duran-
te 2 0 3 dias después de comienzo del infarto, la Tnc T y la
Tnc I permanecen elevadas en la circulacion hasta 10 dias
después del IAM (53).
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Prevalencia de sensibilizacion hacia acaros y hongos
en trabajadores con alergia Tipo |

Monterrey Carmen !, Silva Yamileth 2, Garcia Nirsen', Camacho Natacha', Bastidas Maria G. !, Monzon Ana?, Silva Noel !

RESUMEN

Empleados de oficinas que actualmente trabajan dentro de edificaciones con sistemas cerrados de aire acondicionado, pudiesen estar expuestos
a hongos y acaros en su lugar de trabajo. Las condiciones pudiesen ser peores si estos sistemas no son mantienen de forma apropiada. El
Instituto Universitario de Policia Cientifica de Caracas” (IUPOLC, Venezuela), pudiese ser un ejemplo de esta situacion. Analizar la prevalencia
de los niveles de IgE Especifica en contra de acaros (Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Blomia Tropicalis) y
hongos ambientales (Penicillium notatum, Cladosporium herbarum, Aspergillus fumigatus, Alternaria tenuis/alternata) en una poblacion
que reporta sintomatologia relacionadas con Alergias tipo I (Mediadas por IgE), y que labora en Instituto Universitario de Policia Cientifica
de Caracas, IUPOLC. De la totalidad de trabajadores del edificio del IUPOLC, actualmente 47 empleados reportaron poseer sintomas
asociados con Alergias Tipo I al momento de la toma de la muestra para este estudio. Se evaluo los niveles de IgE especifica en contra de
acaros y hongos utilizando el sistema de Allergy Screen® de r-biopharm, (Actualmente utilizado en mas de 70 paises), el cual es un método
de fase solida de nitro celulosa. El laboratorio que realizo el estudio esta suscrito al esquema de control de calidad externo UK NEQAS
(Reino Unido) y ademas organiza el Unico sistema disponible para tal fin en Venezuela. RESULTADOS: 82.98 % de los pacientes estudiados
presentaron sensibilizaciones en contra de acaro y/o hongos. 53,19 % mostraron valores significativos hacia acaros; Dentro de ellos el mas
frecuente fue Blomia tropicalis, (25 casos), seguido Dermatophagoides pteronissynus por Dermatophagoides farinae. Dentro de los hongos
los mas frecuentes resultaron Cladosporium herbarum (10 casos), Aspergillus fumigatus, (9 casos) Penicillium notatum (4 casos) y
Alternaria alternata (1 caso). Este estudio sugiere la importancia del rol que juegan los hongos y los acaros en los trabajadores del TUPOLC.
La prevalencia dentro de los empleados fue relativamente alta. Se requieren mas estudios para elucidar la importancia de las condiciones de
los hogares en el desarrollo de la alergia reportada por los pacientes.

Palabras clave: Alergia tipo I, IgE especifica en suero, alergenos ocupacionales.

Prevalence of sensibilization to mites and moulds on workers
with allergy Type |

SUMARY

Office employees that actually work inside buildings with air-conditioned closed systems are well known to be exposed to fungi and storage
mites in their workplace. The conditions could be worst when those systems aren’t properly maintained. The “Instituto Universitario de
Policia Cientifica de Caracas” (IUPOLC, Venezuela) could be an example for that situation. AIM: To evaluate the prevalence of sensitization
to moulds and mites though Specific IgE levels determinations, on workers of the [IUPOLC that presented clinical symptoms associated with
allergy type I at the moment of the study. From the total population of workers of the IPUOLC facility, actually 47 employees of [UPOLC
presented one or more clinical symptoms associated with allergy at the moment of the study. The level of serum-specific IgE to mites and
moulds were evaluated, using the Allergy Screen® r-biopharm methodology enzymatic solid phase method in nitro-cellulose in all subjects
(Actually used in more than 70 countries). The Laboratory that performed the tests is actually subscribed to the UK NEQAS (United
Kingdom National External Quality Assessment Service), and also they organize the only Allergy External Quality Scheme available in
Venezuela. 82.98 % of the patients analyzed presented one or more increased values for mites or molds. 53,2 % resulted with positive values
for Mites; the most frequent mites involved on the population were Blomia tropicalis, (with 25 cases), Dermatophagoides pteronissynus and
Dermatophagoides farinae. On molds the most frequent sensibilizations resulted on Cladosporium herbarum (10 cases), Aspergillus fumigatus,
(9 cases) Penicillium notatum (4 cases) and last Alternaria alternata (1 case). This study suggests an important role of fungi and mites as
occupational allergens for [IUPOLC workers. The prevalence of allergic symptoms among employees of [UPOLC was relatively high.
Further studies are necessary to elucidate the importance of home conditions in the development of allergy reported by the patients.

Key words: Allergy type I, serum-specific IgE, occupational allergens.
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Introduccion

Las alergias tipo I son enfermedades cronicas que afectan a
mas del 20% de la poblacion en algunos paises, especialmente
en zonas urbanas (1).

La Alergias perturban notablemente la calidad de vida de los
individuos afectados y predisponen a la aparicion de otras
enfermedades de gran importancia tales como el asma,
neumonia, conjuntivitis, entre otros.

Los acaros y los hongos ambientales son las principales
sustancias o alérgenos desencadenantes de cuadros alérgicos
en la poblacion.

Se ha determinado que los dcaros y hongos ambientales se
desarrollan mejor en ambientes cerrados, hiimedos, y con poca
higiene tales como pudiesen ser algunas oficinas y hogares;
por lo que investigar su prevalencia mediante métodos de
diagndstico in vitro en una poblacion particular que posee
sintomas sospechosos de Alergias, podria contribuir con el
diagnostico correcto de la misma, e incidir finalmente en la
elaboracion de estrategias terapéuticas y de control que generen
mejoras en sus sintomas y calidad de vida, asi como un mejor
entendimiento de la patologia alérgica.

Al igual que ocurre en muchos sitios de trabajo urbanos, los
empleados que laboran diariamente en el Instituto Universitario
de Policia Cientifica (IUPOLC), de Caracas, estan expuestos
a un ambiente cerrado de oficinas, con aire acondicionado y
de acumulacion de polvo, el cual es bien conocido que favorece
el desarrollo y permanencia de acaros y hongos ambientales,
relacionados con la aparicion de reacciones de
hipersensibilidad inmediata mediadas por IgE Especifica
(Alergias tipo I) o atopias en la poblacion.

Sobre la base de lo antes expuesto proponemos investigar a
un grupo de trabajadores de el [UPOLC que presenta sintomas
relacionados con las Alergias tipo I, realizando pruebas in
Vitro para la determinacion de anticuerpos tipo IgE especifica
en contra de los antigenos de acaros y hongos ambientales de
mayor relevancia en Venezuela, para asi calcular su prevalencia
y analizar si los mismos pudiesen estar involucrados como
agentes etioldgicos de la sintomatologia alérgica reportada por
los individuos que participaron en el estudio.

Las Alergias son enfermedades cronicas que llegan a afectar a
mas del 20% de la poblacion en algunos paises (1).

Adicionalmente, hoy se conoce que su prevalencia ha venido
incrementandose en los ltimos afios, especialmente en las
zonas mas desarrolladas (urbanas), a diferencia de lo que
sucede con otras enfermedades que afectan a zonas rurales y/
o de menor desarrollo.
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Al ser enfermedades cronicas, las Alergias afectan
notablemente la calidad de vida del individuo afectado,
causando gran cantidad de sintomas en el organismo, los cuales
van desde dermatitis, rinitis, tos, entre otras, hasta la
predisposicion del individuo a otras enfermedades de mayor
gravedad tales como neumonias, asma, choques anafilacticos,
intolerancias alimenticias, y otros.

Dentro de los distintos tipos de Alergia descritos por la
literatura, encontramos las denominadas tipo I, (sinonimos
conocidos: atopia, anafilaxis y reacciones de hipersensibilidad
inmediata mediadas por Inmunoglobulina E, IgE), las cuales
han venido siendo estudiadas desde el siglo XIX (2).

En general, se han clasificado a las sustancias o alergenos que
generan este tipo de Alergias, como “Inhalantes o Alimentos”,
dependiendo de la via de entrada que tengan al organismo, sin
embargo, existen sustancias que pudiesen causar efectos a
través de ambas vias. Ej. Los acaros (3).

Los alergenos mas importantes para las Alergias tipo I, son los
de tipo inhalantes y dentro de estos, los grupos que dada su
relevancia medica han sido mas estudiado son los acaros y
hongos ambientales (4-7).

Dentro de estos grupos existen gran cantidad de especies, sin
embargo, gracias a numerosas investigaciones en el area, hoy
se conoce cuales son los mas prevalentes dentro de la etiologia
alérgica.

Por su naturaleza de sustancias “inhalantes”, es logico intuir
que el medio ambiente es fundamental para la instalacion y
proliferacién de dichos microorganismos, existiendo
condiciones particulares que favorecen su desarrollo, tales
como: temperaturas templadas, alta humedad, poco aseo e
higiene, ambientes cerrados, hacinamiento, entre otros.

Es por lo tanto, que diversos estudios nacionales e
internacionales han evidenciado la presencia en grandes
concentraciones de acaros y hongos ambientales en los
ambientes urbanos, especialmente hogares y oficinas con las
caracteristicas sefialadas en el parrafo anterior (6-11).

El diagnostico de las Alergias Tipo I es realizado por el médico
especialista, sobre la base de la historia clinica del paciente, y
los resultados de pruebas in vivo y mas recientemente mediante
técnicas in Vitro, que se realizan para determinar las distintas
sensibilidades de un individuo a sustancias alergénicas
sospechosas de producir el cuadro alérgico.

Las pruebas in vivo han sido los métodos mas utilizados y

sensibles hasta el momento, y si bien son los mas antiguos, las
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mismas no han sido estandarizadas. Adicionalmente poseen
contraindicaciones dependiendo del estado clinico del paciente
y sus resultados no son cuantificables; dentro de estas, las mas
importantes por su frecuente uso, son las denominadas pruebas
de piel.

Las pruebas in vitro, mas recientemente desarrolladas, poseen
menor sensibilidad diagnodstica que las pruebas in vivo, sin
embargo han demostrado ser mas especificas y estandarizables,
pudiendo ser utilizadas incluso en aquellos casos en donde las
pruebas de piel no arrojan resultados concluyentes (Ej.:
Dermografismo, terapia antihistaminica, entre otros).

Las principales pruebas in vitro para el diagnostico de Alergias
tipo I son la determinacion de IgE Total y Especifica, y los
resultados de las mismas son aceptados por la comunidad
médica especialista, siempre y cuando los métodos utilizados
hayan sido validados adecuadamente.

En el presente estudio, utilizaremos la determinacion de IgE
Especifica por el método Allergy Screen® de r-biopharm,
Alemania, el cual es un método utilizado en mas de 60 paises
del mundo, evaluado adecuadamente por lideres de opinion
en el area, (4) y para el cual el laboratorio de produccion y
control de calidad de Corpodiagnostica C. A., controla su
calidad internamente y mediante la participacién en un
programa o esquema de control de calidad interlaboratorios
organizado en el Reino Unido (U.K.), en donde participan mas
de 300 laboratorios especializados a nivel mundial,
denominado UK NEQAS. (United Kingdom National External
Quality Assessment Service.)

Partiendo de un grupo de individuos sintomaticos, (desde el
punto de vista de signos y sintomas alérgicos referidos por la
literatura especializada), estudiaremos la presencia de IgE
especifica en contra de antigenos de hongos y 4caros
ambientales de conocida prevalencia en Venezuela, de forma
de contribuir con el esclarecimiento etioldgico de los sintomas
presentados por los individuos que participan en el estudio.

Adicionalmente calcularemos las prevalencias de dichas
sensibilidades para acaros y hongos ambientales en la
poblacion estudiada y procederemos a realizar algunas
recomendaciones de forma contribuir con el diagndstico y
mejora de la calidad de vida de los individuos del estudio y
los sintomas alérgicos reportados.

Asi nos propusimos aanalizar la Prevalencia de los niveles de
IgE Especifica en contra de acaros (Dermatophagoides
pteneronyssinus, Dermatophagoides farinae, Blomia
Tropicalis) y hongos ambientales (Penicillium notatum,
Cladosporium herbarum, Aspergillus fumigatus, Alternaria
tenuis/alternata) en una poblacion que reporta sintomatologia
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relacionadas con Alergias tipo I (Mediadas por IgE), y que
labora en Instituto Universitario de Policia Cientifica de
Caracas, [IUPOLC.

Para ello debemos: 1. Estimar los valores de IgE Especifica
para acaros y hongos ambientales de conocida importancia en
Venezuela en la poblacion en estudio; y 2. Analizar la preva-
lencia de valores significativos de IgE Especifica para las dis-
tintas especies de acaros y hongos ensayados en la poblacion
en estudio.

Métodos

Poblacién de estudio

Individuos que trabajan en el [UPOLC de Caracas, mayores
de 18 aflos edad, y que presentan sintomas relacionados con
Alergia Tipo I diagnosticados o no, para el dia 30 de Julio de
2.008 (dia de la toma de muestra sanguinea).

La muestra de este estudio estd conformada por 47 indivi-
duos, mayores de 18 afios de edad, que voluntariamente acep-
taron participar en el estudio y que presentaban sintomas rela-
cionados con Alergia Tipo I diagnosticados o no para el dia
30 de Julio de 2008.

En resumen, los criterios de inclusion y de exclusion fueron
los siguientes:

Criterios de inclusion

1. Pacientes con sintomatologia alérgica. (Segun los sinto-
mas descritos en la literatura médica especializada, (12)y
registrada en el formato CODIGO FL-S01).

2. Mayores de 18 afios.

3. Consentimiento voluntario firmado donde se explican los
beneficios y riesgos de su participacion en la investiga-
cion.

Criterios de exclusion

1. Pacientes sin sintomatologia alérgica.

2. Menores de 18 aflos.

3. Deseo voluntario de no continuar participando en la in-
vestigacion. (Nota: no se registré ningun caso para este
criterio).

Instrumentos de recoleccion de informacion:

Se utilizé un formato por escrito (CODIGO FL-S01) para el
registro de los nombres, apellidos, edad, sexo, y sintomas re-
lacionados con alergias tipo I, en los pacientes que participa-
ron en el estudio.

Los niveles de IgE Especifica obtenidos por la técnica
AllergyScreen® para la determinacion de acaros y hongos
ambientales en la poblacion en estudio, fueron obtenidos uti-
lizando la instrumentacién y programas de reporte pertene-
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cientes al Laboratorio de Produccion y Control de Calidad de
Corpodiagnostica C. A.

Calculo de prevalencia

Para los fines de este trabajo utilizamos el céalculo de
prevalencia puntual, el cual es la frecuencia de una enfermedad
o condicién en un punto del tiempo. Es una proporcion que
expresa la probabilidad de que una persona sea un caso en un
momento o edad determinados (13).

La prevalencia puntual se estima con la siguiente formula:

Prevalencia puntual = Ct/Nt

Ct=numero de casos existentes(prevalentes) en un momento
o edad determinados.

Nt=ntmero total de individuos en la poblacion en ese momento
o edad determinados.

Metodologia para la prueba de IgE especifica

La prueba para determinacion de IgE alergeno-especifica
EAST se basa en una modificacion no isotopica del método
original de radioalergoabsorbencia (RAST, sigla en inglés de
radioallergosorbent test), y permite la determinacion
simultanea en un paciente de los niveles de IgE contra varios
alergenos especificos. Se obtienen resultados cuantitativos
usando un sistema de clasificacion similar al utilizado en las
pruebas RAST. Todos los paneles de alergenos de las pruebas
EAST incorporan controles internos que evaltan el
rendimiento del ensayo y compensan la unioén no especifica
en la muestra de suero del paciente.

El ensayo a utilizar especificamente es el método de
inmunoblot in vitro RIDA® AllergyScreen, el cual esta
disefiado para la determinacion semi-cuantitativa o cualitativa
de inmunoglobulinas de tipo IgE alergeno-especificas en el
suero humano (4).

Para el diagnostico in vitro. Se trata de un enzimoinmunoensayo
con membrana de nitrocelulosa (inmunoblot) para la
identificacion cuantitativa de anticuerpos especificos IgE contra
un panel de alergenos individuales en suero humano, en clase
EAST (Enzymo Allergy Sorbent Test).

El presente test se basa en el principio del
enzimoinmunoensayo con membrana de nitrocelulosa
(inmunoblot). En la superficie de membranas de nitrocelulosa
estan unidos los alergenos correspondientes a la composicion
del panel. Los anticuerpos IgE alergeno-especificos presentes
en muestras de suero de pacientes se unen a los antigenos y en
un segundo paso se agregan los anticuerpos antihumanos IgE
acoplados a biotina. Durante el tercer paso de incubacion se
produce la union de la biotina a la estreptavidina conjugada
con fosfatasa alcalina. La enzima convierte el sustrato incoloro
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(BCIP/NBT) en un producto final azul violaceo. La intensidad
de la coloraciéon azul es proporcional a la cantidad de
anticuerpos alergeno-especificos en el suero. El andlisis se
realiza con el programa RIDA® X-Screen /RIDA® maXi-
Screen, o con menor exactitud mediante una plantilla de
evaluacion.

Las tiras de inmunoblott se pueden interpretar con la ayuda de
un equipo lector y un software especial (resultados
cuantitativos) denominado RIDA® X-Screen, obteniéndose
resultados cuantitativos en el sistema 6 clases EAST y en
concentracion en unidades arbitrarias por mililitro (IU/mL).

El método fue validado en Alemania, siendo los resultados
de la validacion del método los siguientes: (4)

Comparacion con el método de referencia (IgE):
Sensibilidad: 84.3%

Especificidad: 95.0%

Exactitud: 90.6%

Comparacioén con el skin-prick test (prueba de piel):
Sensibilidad: 95.1%

Especificidad: 80.2%

Exactitud: 88.3%

Recoleccion e identificacion de muestras de sangre

La sangre de los pacientes con sintomatologia alérgica, fueron
recolectadas en tubos sin anticoagulante. Estas fueron
debidamente identificadas con nombre, edad, sexo del paciente
y fecha de recoleccion.

Las muestras fueron tomadas y transportadas al laboratorio de
Produccién y Control de Calidad de Corpodiagnoéstica C.A.
Centrifugados y separados, los sueros fueron identificados y
refrigerados inmediatamente y preservados en un congelador
a—20°C hasta el momento de su procesamiento.

Realizacion del test

Antes de su uso se llevan todos los reactivos, los sueros de
pacientes y las membranas del test a la temperatura ambiente.
Los reactivos se deben mezclar bien inmediatamente antes de
su empleo. Después de su uso se debe conservar
inmediatamente el kit del test a la misma temperatura de 2-
8°C. Las membranas del test sélo pueden ser utilizadas una
vez. Los reactivos y las membranas del test no se deben usar
cuando el envase esté daiiado o los recipientes hayan perdido
su hermeticidad. No esta permitido intercambiar o combinar
componentes de kits de distintos lotes.

Los resultados reproducibles dependen en gran medida de la
observancia de los tiempos y temperaturas de incubacion, asi
como de un lavado uniforme de la tira de prueba.
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Se debe evitar la incidencia directa de luz solar durante la
realizacion del test. Las membranas de prueba solo deben
agarrarse por su asidero. Se debe evitar por tanto tocar su
superficie de reaccion. La cdmara de reaccion se puede rotular
(usar rotulador de fibra) con los datos de pacientes (por Ej.
namero del laboratorio).

Preparacion del buffer de lavado

El contenido del frasco de concentrado de buffer de lavado se
completa con agua destilada hasta 500 ml. Los cristales que
pudieran encontrarse en el buffer concentrado se deben
solubilizar primeramente con calor (bafilo Maria a 37°C).

Transferir el buffer diluido a un frasco lavador.

1. En correspondencia con la cantidad de test a evaluar, se
extraen del envase las membranas el test y se lavan con el
buffer de muestras diluido (frasco lavador). Para simplificar
la operacion se puede utilizar directo el soporte con 10
membranas del test. Las membranas se deben humedecer
completamente con el buffer de lavado. Esto se logra
facilmente si se sostiene horizontalmente el soporte lleno
con las membranas y se balancea con cuidado algunas veces
de un lado a otro. Acto seguido se extraen las membranas
del test, y se vuelven a lavar ligeramente con buffer y se
colocan sobre una base absorbente. A continuacion se
rellenan las membranas con 250 ul de suero de paciente y
se incuban 45 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C)
en un agitador horizontal (100 — 120 rpm).

2. Las membranas del test se enjuagan con el buffer diluido
(frasco lavador) por lo menos durante 5 seg. Para ello las
membranas del test se sostienen en forma vertical hacia
abajo, para evitar que lleguen salpicaduras a los sueros de
las membranas vecinas. El chorro de la solucion de lavado
debe pasarse varias veces por la membrana. Después se
rellena la membrana con buffer de lavado diluido, se mueve
varias veces de un lado a otro y se vacia. Finalmente se
sostienen las membranas nuevamente inclinadas hacia
abajo y se enjuagan durante 5 segundos con el frasco
lavador. Después se procede a vaciar las membranas y
secarlas sobre una superficie absorbente.

3. Dispensar 5 gotas (aprox. 250 pl) de suero del paciente a
cada membrana. Se incuban las membranas 45 minutos a
temperatura ambiente (20-25°C) en el agitador horizontal
(100 — 120 rpm).

4. Lavar como en el primer paso.

5. Afadir 5 gotas (aprox. 250 pl) de conjugado a cada
membrana. Se incuban las membranas 20 minutos a
temperatura ambiente (20-25°C) en el agitador horizontal
(100 - 120 rpm).

6. Lavar como en el primer paso.

7. Anadir 5 gotas (aprox. 250 pl) de sustrato a cada membrana.
Se incuban las membranas 20 minutos en la oscuridad a
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temperatura ambiente (20-25°C) en el agitador horizontal
(100 -120 rpm).

Después de la incubacion se termina la reaccion de color
mediante un breve enjuague de las membranas con abundante
agua destilada o en agua corriente (agua del grifo). Las
membranas se secan al aire o con ayuda de un secador de pelo
corriente (para acelerar el secado). El fondo de color azul-lila
de la membrana desaparece con el secado. Solo después del
secado total de la membrana en la cdmara de reaccion se debe
comenzar la evaluacién con el equipo y el software
correspondiente.

Interpretacion de las concentraciones de IgE especifica,
en Clases EAST (19)

EAST-CLASE Interpretacion de IgE especifica para el
alergeno ensayado

Indetectable
Bajo
Medio
Alto
Muy Alto
Extremadamente Alto
Extremadamente Alto

AN WD = O

Los resultados de IgE especifica obtenidos siempre deben ser
analizados en conjunto con la historia clinica del paciente.

Para lograr una mejor especificidad y sensibilidad diagndstica
en las técnicas de determinacion de IgE especifica, actualmente,
los especialistas mas reconocidos en el area consideran como
valores significativos aquellos mayores o iguales a CLASE 2
(para Acaros) y a CLASE 1 (para Hongos ambientales), para
pacientes que presentan sintomas relacionados a alergias tipo
1(9,10,17,20-24).

Alergia a &caros

Los acaros son animales emparentados con las arafias, tienen
un tamafio de menos de 0,3 mm., por lo que s6lo son visibles
al microscopio. Las especies que con mayor frecuencia
producen alergia son las del género Dermatophagoides. (9,11)
Su habitat predilecto se relaciona con temperaturas templada
(alrededor de 20°C) y humedad relativa elevada (por encima
del 70%). Un ambiente con una humedad inferior al 50-60%
limita extraordinariamente su presencia. Los alérgenos de los
acaros que con mas frecuencia producen alergia se encuentran
en las heces de estos animales, y también en el cuerpo (9).

Alergia a los hongos

Existe una amplia evidencia historica que relaciona
determinados tipos de alergias con los hongos y aunque ya se
han descrito histéricamente enfermedades compatibles con la
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alergia a los hongos, la primera descripcion conocida que
relaciona a hongos y cuadros alérgicos data de 1726, cuando
Floyer observé sintomas asmaticos en pacientes que habian
visitado unas bodegas. Blackley describid, en 1873, un “catarro
bronquial” con roncus pulmonar severo (Catarrhus Aestivus,
fiebre del heno o asma del heno) después de la inhalacion de
esporas de Chaetomium y Penicillium (8).

Control de calidad

Por cada corrida procesada se corrieron simultaneamente
controles positivos y negativos de IgE especifico, con la
finalidad de verificar el funcionamiento del sistema y realizar
los estudios de precision analitica segin los criterios de
aseguramiento de la calidad internos establecidos en el
Laboratorio de Produccién y Control de Calidad de
Corpodiagnostica.

Paralelamente el Laboratorio de Produccion y Control de
Calidad de Corpodiagnostica participa en un programa de
control de calidad externo inter-laboratorios organizado en el
Reino Unido (UK NEQAS, United Kingdom National External
Quality Assessment Service, http://www.ukneqas.org.uk) en
donde se comparan los datos de mas de 300 laboratorio a nivel
mundial, en lo referente a la exactitud de la técnica utilizada
para la determinacion de los niveles de IgE Especifica.

El Laboratorio de Produccién y Control de Calidad de
Corpodiagnostica C. A. organiza y participa en un esquema
nacional de comparacion interlaboratorios para IgE especifica
utilizando el método Allergy Screen® de r-biopharm, en donde
participan 17 laboratorios de todo el pais, iniciado en el afio
2.007 y para los momentos de la realizacion de este trabajo,
aun vigentes.

Adicionalmente, para fines de control negativo del estudio se
seleccionaron 5 individuos del IUPOLC que reportaron no
presentar ninguna sintomatologia relacionada con Alergias tipo
I, para realizarle los ensayos de IgE especifica para acaros y
hongos ambientales.

Resultados de los andlisis de sueros

Seran interpretado seglin el esquema de reporte Internacional
FDA, Food and Drug Admistration, USA, en clases EAST del
0 al 6, el cual también es aceptado en la mayoria de los paises
europeos, asiaticos y latinoamericanos (14).

Resultados
Actualmente el criterio mayormente utilizado por los médicos
especialistas para establecer la relevancia de los valores de

IgE especifica para una sustancia en particular depende de la
naturaleza de la misma y de la historia clinica del paciente.
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Cualquier concentracion de IgE Especifica hacia un alérgeno
en particular pudiese ser significativa o no, dependiendo de la
historia clinica del paciente.

En la busqueda de la mejor especificidad analitica de nuestro
estudio, seleccionamos el siguiente esquema, por ser el mas
utilizado por los inmundlogos y en el caso de pacientes con
una historia clinica positiva para sintomatologia alérgica.
(Tabla 1).

Tabla 1. Interpretacion clinica de los niveles de IgE
especifica en contra de acaros y hongos ambientales en
pacientes con historia clinica positiva para sintomatologia
alérgica.

Especie de Hongos ensayado Clase EAST Interpretacion

clinica

Cladosporium herbarum
Aspergillus fumigatus
Penicillium notatum
Alternaria tenuis/alternata

Mayor a Clase 1
Mayor a Clase 1
Mayor a Clase |
Mayor a Clase 1

Significativo
Significativo
Significativo
Significativo

Especie de Acaros ensayado Clase EAST Interpretacion
clinica
Blomia tropicalis Mayor a Clase 2 Significativo
Derm.pteronyssinus Mayor a Clase 2 Significativo
Derm. Farinae Mayor a Clase 2 Significativo

Tabla 2. Resultados en clases EAST para pacientes
asintomaticos del IUPOLC, &caros y hongos ambientales.

Ne Control (Pacientes sin sintomas) 1 2 3 4 5

Clase EAST: Derm.pteronyssinus
ClaseEAST: Derm. Farinae

Clase EAST: Blomia tropicalis

Clase EAST: Penicillium notatum

Clases EAST: Cladosporium herbarum
Clases EAST: Aspergillus fumigatus
Clases EAST: Alternaria tenuis/alternata
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En los resultados obtenidos en Clase EAST para acaros y
hongos ambientales para pacientes asintomaticos del [UPOLC
se observa que los pacientes 1 y 4 resultaron significativos
para Blomia tropicalis, mientras que el resto de los pacientes
resultaron con concentracion indetectables de IgE especifico
en contra de dcaros y hongos ambientales (Tabla 2).

Los resultados de este estudio evidenciaron que de un total de
47 pacientes analizados, 39 de ellos (82.98%) presentaron valores
significativos de IgE especifica para hongos y/o acaros, de los
cuales 25 pacientes (53.19%) obtuvieron valores significativos
de IgE especifica para acaros, 14 pacientes, (29.79%) presentaron
valores significativos de IgE especifica para hongos, y 9 pacientes
(19.15%) valores significativos de dicho anticuerpo para acaros
y hongos simultaneamente (Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de prevalencia de IgE especifica en la poblacion en estudio, segln tipo de alergéno.
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especifica contra Cladosporium herbarum (10 pacientes),

siguiente manera: Predominaron pacientes con valores qu@E;ane

especifica para hongos y acaros (EAST mayor a clase 2), 25
ellos present6 valores significativos de IgE especifica para
Blomia tropicalis, 12 pacientes para Dermatophagoides
p}ﬁ;onyssmus y 11 pacientes para Dermatophagoides farinae
(Figura 3).

seguido de (9 pacientes) con IgE especifica contra Aspergil-
lus fumigatus, y por Gltimo (4 pacientes) con niveles
significativos de IgE especifica contra Penicillium notatum.
Este anticuerpo también se evidencié contra Alternaria
alternata tan sélo en (1 paciente) de la poblacion con
anticuerpos contra hongos ambientales (Figura 2).

De 47 pacientes sintomaticos a los cuales se les realizo IgE
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De los 47 pacientes (100%) analizados en el estudio, 25
pacientes (53.19%) obtuvieron valores significativos de IgE
especifica para acaros, observandose variaciones en el nimero
de casos segun las combinaciones posibles de acaros. En
relacion a la combinacién de Blomia tropicalis,
Dermatophagoides pteronyssinus y Dermatophagoides
farinae simultaneamente resultaron 10 pacientes, en el caso
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de la combinacion de Blomia tropicalis y Dermatophagoides
pteronyssinus resultaron 2 pacientes, en la combinacion de
Blomia tropicalis y Dermatophagoides farinae se obtuvo 1

paciente y ningin paciente para Dermatophagoides
pteronyssinus y Dermatophagoides farinae simultaneamente
(Figura 4).

Figura 3. Distribucion de nimero de pacientes con valores significativos de IgE especifica por tipo de acaros.
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Figura 4. Numero de casos por combinaciones posibles de acaros en pacientes sintomaticos con valores significativos de

IgE especifica (EAST mayor a clase 2).

Discusion

En nuestro estudio, un colectivo de 47 pacientes con sintomas
sugestivos de alergia Tipo I, fue investigado en busca de la
presencia de IgE especifica contra Dermatophagoides farinae,
Dermatophagoides pteronyssinus, Blomia tropicalis, Aspergil-
lus fumigatus, Penicillium notatum, Cladosporium herbarum
y Alternaria alternata/tenuis, donde las condiciones del
ambiente de trabajo comun para el grupo, pudiesen favorecer
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el crecimiento de tales hongos y/o acaros.

De los 47 pacientes con sintomas alérgicos sugestivos
evaluados en nuestro estudio, 25 de ellos (53.19%) estaban
sensibilizados a los acaros, 14 (29.79%) a los hongos y 9
pacientes (19.15%) a ambos alérgenos. Esto demuestra que la
mayoria de los pacientes (91.49%) reaccionaron a, al menos,
uno de los acaros u hongos examinados utilizando la
determinacion in vitro de IgE sérica especifica (EAST).
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La mayoria de ellos (53.19%) arrojaron resultados positivos
para acaros, con un porcentaje elevado (100%) de reaccion
significativa de IgE especifica (EAST clase 2) para el acaro
Blomia tropicalis, observandose la presencia de anticuerpos
contra este acaro en los 39 pacientes sintomaticos evaluados y
en 2 de los pacientes asintomaticos (controles) estudiados.

La distribucion observada de las distintas especies de dcaros
ensayadas en nuestro estudio refiere mayor prevalencia hacia
Blomia tropicalis seguido de Dermatophagoides pteronyssinus
y Dermatophagoides farinae, lo cual difiere de lo registrado
en la literatura consultada, ya que, Blomia tropicalis ocupa el
tercer lugar entre los 4caros con mayor frecuencia aislados, es
decir se ubica después de Dermatophagoides pteronyssinus y
Dermatophagoides farinae.

Cabe destacar que 10 de los pacientes estan sensibilizados
simultdneamente a las tres especies de dcaros que evaluamos.
Sin embargo 11 pacientes (44%) fueron positivos sé6lo a
Dermatophagoides farinae y 12 (48%) sélo a
Dermatophagoides pteronyssinus. Ningin paciente obtuvo
resultados significativos (clase EAST mayor de 2) sélo a un
acaro género Dermatophagoides (siempre aparecieron
anticuerpos simultaneos contra Blomia tropicalis).

Al valorar la prevalencia de sensibilizacion a dcaros segun las
distintas especies estudiadas, se observo un claro predominio
de valores significativos hacia Blomia tropicalis y en menor
medida se encontraron resultados significaticos para las otras
especies de acaros. Este importante hecho sugiere la
posibisibilidad de la existencia de reacciones cruzadas entre
las dos familias de 4caros, ya que todos los pacientes sensibles
al genero Dermatophagoides, lo fueron también a Blomia
tropicalis, lo cual implica que, las reacciones cruzadas juegan
un papel importante en el desencadenamiento de la patologia
alergica. Esta posibilidad est4 en concordancia con numerosos
estudios que demuestran que este fenomeno es particularmente
notable entre especies de una misma familia taxonémica. Segiin
estudios realizados en otras localidades se ha establecido que
Blomia tropicalis puede tener reacciones cruzadas con las
especies del genero Dermatophagoides, principalmente la
especie pteronyssinus, debido a la gran semejanza estructural
y molecular que existe en sus epitopes y que en algunos casos
el sistema inmunolégico no es capaz de dicernir (14).

Las reacciones cruzadas ocurren cuando un anticuerpo se fija
aun antigeno distinto, pero muy relacionado, a aquel que indujo
su formacion (15).

Los antigenos que inducen reacciones cruzadas generalmente
poseen algunos, aunque no todos, de los rasgos responsables
de la fijacion estrecha del epitope relacionado y, por lo gen-
eral, se fijan de manera mas débil, aunque éste no siempre es
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el caso. De hecho a pesar de que generalmente se tiende a
pensar en los anticuerpos como moléculas altamente
especificas, es importante recordar que todo anticuerpo tiene
la capacidad para fijarse muy debilmente a un niimero vasto
de diversos antigenos, aunque sea capaz de fijarse con fuerza
solo a unos cuantos (15).

Enrelacion a la distribucion observada de los distintos géneros
de hongos ensayados en el estudio, existe correlacion con la
reportada en la literatura, en donde la prevalencia refiere en
primer lugar al género Cladosporium, seguido de Aspergillus,
Penicillium y Alternaria en ultimo lugar. En el ITUPOLC
predominaron pacientes con valores de IgE especifica (EAST
clasel) contra Cladosporium herbarum 71.43% (10 pacientes),
seguido de un 64.29% (9 pacientes) con IgE especifica contra
Aspergillus fumigatus, y por ultimo un 28.57% (4 pacientes)
con IgE especifica contra Penicillium notatum. Este anticuerpo
también se evidencio contra Alternaria alternata solo en 7.14%
(1 pacientes) de la poblacion con anticuerpos contra hongos
ambientales.

Se encontraron un total de 4 pacientes con los tres géneros de
hongos estudiados; por lo tanto seria interesante estudios
ulteriores para investigar si la microbiota fungica del edificio
del ITUPOLC presenta similitud con las sensibilizaciones
halladas en el presente trabajo.

Los acaros del polvo doméstico representan los alérgenos
sensibilizantes mas relevantes a nivel mundial, su proliferacion
en los ambientes intradomiciliarios se ve favorecida por
numerosos factores (inadecuadas normas de diseflo de los
edificios, exceso de elementos que acumulan polvo, etc.).

Se estima que 20% de la poblacion es alérgica a factores
ambientales y el alérgeno mas importante es el acaro, un
aracnido o artropodo que vive, principalmente en las casas.
Donde encuentra no solo las condiciones de humedad y
temperatura adecuadas sino también alimento. Es el causante
de rinitis, conjuntivitis, dermatitis atopica, urticaria e incluso
asma. Se trata de enfermedades de alta incidencia en los paises
tropicales y subtropicales como Venezuela donde es mayor el
crecimiento de acaros y la prevalencia de enfermedades
respiratorias y/o alérgicas (16).

El instituto Universitario de Policia Cientifica, cuenta con
ambiente cerrado, con poca ventilacion, aire acondicionado
individual para cada area, (es necesario acotar que no contamos
con informacion acerca del mantenimiento de los ductos de
dichos aires acondicionados), se ubican dareas
(biblioteca),donde evidentemente se observé acumulacion de
polvo; existe poca ventilacion, humedad y temperaturas vari-
ables, jardines, arboles, entre otros, todas estas condiciones
favorables para el desarrollo de hongos y/o acaros. Es
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importante tomar en cuenta la ubicacion geografica del
instituto, el cual se encuentra situado a escasos metros de la
sede principal de la morgue de Bello Monte (Caracas), lo cual
favorece aun mas no sélo el desarrollo de los alergenos
ambientales comunes, sino de otros tipos de microbiota
(bacterias) que podrian causar sensibilizaciones en el per-
sonal del Instituto.

Existen reacciones que producen sintomas por mecanismos
no relacionados con la IgE, y que directamente causan la
liberacion de mediadores. Esto es lo que puede haber sucedido
en 10 de los pacientes del IUPOLC estudiados, donde los
valores de IgE especifica en contra de los diversos alérgenos
ensayados en esa poblacion fueron indetectables para
interpretacion médica (EAST clase 0) Cabe destacar que los
acaros y los hongos no son los Unicos alérgenos a los cuales
estamos expuestos diariamente,algunos insectos como
cucaracha son fuente importante de alérgenos respirables
causantes de sensibilizacion al igual que los gatos y perros
aportan una fuente de exposicion inmediata en los domicilios
y, dado que sus alérgenos son facilmente transportables,
también es posible la exposicion en lugares publicos. Los
alérgenos de gato se encuentran principalmente en la saliva,
piel y pelo. Una gran proporcion de ellos se encuentra dispersa
en el aire en particulas microscopicas que resultan muy dificiles
de eliminar. En el perro, las fuentes principales de alérgeno
son el pelo, la piel y la saliva, siendo también facilmente
transportados adheridos a las vestimentas, todo esto indica la
posible exposicion simultanea de los pacientes estudiados a
alérgenos diferentes de los que habitualmente predominan en
el IUPOLC ya que en sus domicilios se hallan en contacto a
muchos otros provenientes como se dijo anteriormente de
epitelio y pelos de animales e insectos, asi como alérgenos
propios del polvo doméstico, los cuales pueden o no causar
sintomatologia en las personas expuestas, dependiendo de la
concentracion del alérgeno y de las condiciones inmunologicas
de la persona afectada(susceptibilidad).Igualmente no se debe
descartar que la sintomatologia referida por los pacientes
evaluados sea causada por alérgenos alimentarios y no por los
alérgenos ambientales ensayados, explicacion que pudiera
darse para los pacientes sintomaticos que obtuvieron valores
no significativos para interpretacion médica de IgE especifica
(EAST clase 0) para hongos y acaros. Sin embargo existen
patologias cronicas (neoplasias de células plasmaticas
productoras de IgE, defecto de células T, nefropatias) donde
los pacientes presentan sintomas parecidos a los observados
en las alergias tipo 1. Algunos estados metabolicos como el
hipertiroidismo, hipotiroidismo, embarazo, anticonceptivos
pueden exacerbar o simular una reaccion alérgica.

Dos de los cinco pacientes que no refirieron sintomas

relacionados con alergia y por lo tanto fueron tomados como
pacientes control, obtuvieron unos niveles significativos
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(EAST clase mayor o igual a 2) de IgE especifica contra acaros,
sin embargo la literatura menciona que, desde el punto de vista
diagnostico un paciente sensibilizado a Blomia sin sintomas,
es no significativo.

La IgE especifica en suero y en la superficie de los mastocitos
y basofilos ligadas al FceRI en pacientes con alergia es una
marca de la enfermedad atopica. A pesar de que la tolerancia
de las células T periféricas es inducida rapidamente durante la
SIT, no hay evidencia de tolerancia en las células B al inicio
del tratamiento. La exposicion natural a alérgenos relevantes
a menudo estd asociada con un incremento en la sintesis de
IgE. De manera similar, la SIT frecuentemente incrementa de
manera transitoria la IgE especifica en suero seguida por un
descenso gradual en un periodo de meses o aflos de tratamiento.

La respuesta de anticuerpos inducida durante la SIT es
funcionalmente heterogénea, la cual puede contar para los datos
en conflicto en relacion con los efectos protectores de IgG.
Las subclases de los anticuerpos IgG, en especial la subclase
IgG4, se piensa que se unen al alérgeno antes de que se unan a
laIgE y por consiguiente previene la activacion de mastocitos
y basdfilos.

La inducciéon y aumento en la secrecion de IL-10 por la SIT
aparentemente contra- regula la IgE alérgeno especifica y esto,
simultaneamente, incrementa la produccion de 1gG4. Por
consiguiente, la IL-10 no s6lo genera tolerancia en las células
T, sino que regula la formacion de isotipos especificos y sesga
la respuesta especifica de IgE dominante hacia un fenotipo
IgG4.

La enfermedad alérgica es una entidad patoldgica que se pro-
duce por la relacion inadecuada del individuo susceptible con
su medio ambiente. El contacto repetido de los alérgenos con
células de su sistema inmune, resulta en la produccion de
cantidades elevadas de IgE.

La distribucion de frecuencias tanto para dcaros como para
hongos encontrada en el presente estudio se corresponde en
gran medida con la descrita en la literatura consultada.

Adicionalmente, la polisensibilizacion podria ser atribuida a
una exposicion multiple, ya que en el polvo domiciliario
frecuentemente coexisten varias especies de acaros
compartiendo el mismo nicho ecolégico.

Por otro lado, es importante considerar que el alto porcentaje
de sensibilizacion al extracto de acaros en la poblacion
estudiada se puede deber a una exposicion prolongada a estos
alergenos en sitios diferentes a el [UPOLC.
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Conclusiones

Los hongos y 4caros podrian ser los causantes de los sintomas
alérgicos en los pacientes de la poblacion estudiada, con
prevalencia hacia los mismos, ya que éstos son causa
importante de alergias, especificamente de origen respiratorio
en la poblacion objeto de estudio, pero sin embargo, no
constituyen la tnica causa.

A la vista de nuestro resultado, consideramos que las especies
Dermatophagoides y Blomia tropicalis son de gran relevancia
en nuestro medio, por el gran numero de pacientes
sensibilizados a ellas. Se deberia evaluar su reactividad
cruzada, asi como la caracterizacion de alérgenos, ya que las
investigaciones realizadas hasta la fecha indican que algunas
especies como Blomia tropicalis poseen alérgenos comunes
con Dermatophagoides spp. y otros que pueden ser especie-
especificos.

Se pueden haber facilitado las co-sensibilizaciones si tenemos
en consideracion que algunos de los acaros localizados pueden
encontrarse también en los propios domicilios de los pacientes.

El diagnostico de alergia utilizando pruebas in vitro, se alcanza
cuando en un paciente que presenta sintomatologia compat-
ible con esa condicion, se demuestra que existe IgE especifica
para alérgenos medioambientales que son inocuos para el resto
de la poblacion.

En nuestro estudio se han identificado especies de reconocida
capacidad alergizante en concentraciones suficientes como
para inducir respuestas especificas de IgE y como para
desencadenar los sintomas alérgicos referidos por los
individuos que resultaron estar sensibilizados.

Se observo correlacion entre los niveles de IgE especifica en
los individuos afectados y la sintomatologia alérgica referida
por ellos.

El presente estudio puso de manifiesto una alta prevalencia de
polisensibilizaciones a diversos grupos de aeroalergenos
(acaros y hongos) en pacientes que presentan sintomatologia
alérgica.

La distribucion observada de las distintas especies de acaros
ensayadas en nuestro estudio refiere mayor prevalencia hacia
Blomia tropicalis seguido de Dermatophagoides pteronyssinus
y Dermatophagoides farinae, lo cual difiere de lo registrado
en la literatura consultada, ya que, Blomia tropicalis ocupa el
tercer lugar entre los acaros con mayor frecuencia aislados, es
decir se ubica después de Dermatophagoides pteronyssinus y
Dermatophagoides farinae.
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En relacion a la distribucion observada de los distintos géneros
de hongos ensayados en el estudio, existe correlacion con la
reportada en la literatura, en donde la prevalencia refiere en
primer lugar al género Cladosporium, seguido de Aspergillus,
Penicillium y Alternaria en ultimo lugar. En el IUPOLC
predominaron pacientes con valores de IgE especifica (EAST
clasel) contra Cladosporium herbarum (10 pacientes), seguido
de un (9 pacientes) con IgE especifica contra Aspergillus
fumigatus, y por Gltimo un (4 pacientes) con IgE especifica
contra Penicillium notatum. Este anticuerpo también se
evidenci6 contra Alternaria alternata sélo en (1 pacientes) de
la poblaciéon con anticuerpos contra hongos ambientales.

Es necesario sugerir que luego de los resultados emanados de
nuestro estudio y debido a la sintomatologia referida por los
pacientes evaluados, seria conveniente estudiar, aislar e
identificar la microflora aérea presente en el edificio del
IUPOLC, para poder, junto con una adecuada evaluacion
médica, conocer si este ambiente presenta los alérgenos a los
cuales los pacientes resultaron sensibilizados y su posible
implicacién en la sintomatologia referida por estos, para asi
mejorar su calidad de vida y su desempefio laboral. Asi mismo
debido a la alta prevalencia de sensibilizaciones observadas
hacia los acaros, y conocida su implicacion en cuadros
alérgicos, es necesario e importante analizar muestras de polvo
de esos mismos ambientes en aras de identificar cuales de los
géneros de estos artropodos estan presentes en el recinto.

Recomendaciones

- Algunas de las medidas que se pueden tomar para disminuir
el nimero de acaros en las oficinas.

- En el caso de las medidas a aplicar para disminuir la
existencia de los hongos es necesario evitar humificadores,
limpiar periddicamente los filtros de los aires
acondicionados, si existen “manchas de humedad” (en
paredes, elementos sanitarios del bafio, cortinas de ducha,
macetas) deberan sanearse adecuadamente.

- Realizar exdmenes complementarios, lo cual forma parte
esencial de la idoneidad que todo especialista en alergia e
inmunologia debe poseer.

- Senecesitan mas estudios para evaluar la relevancia clinica,
diagnostico, control, historia natural y tratamiento de estas
alergias.

- Descartar otras patologias subyacentes en los pacientes
tales como, infecciones y otros, que pudieran estar
empeorando el cuadro sintomatico de los individuos.

- Evaluar la microflora presente en las instalaciones del
Instituto mediante el aislamiento e identificacion por medio
de cultivo de muestras ambientales y analisis de polvo
proveniente de diferentes areas posiblemente afectadas.
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Niveles plasmaticos de Mieloperoxidasa y Proteina C Reactiva
en conejos machos Nueva Zelanda expuestos
a una dieta hiperlipidémica

Gonzalez Julio C. '3, Figueira Leticia 2, Gonzalez Dora C.3, Alvarez Angela *, Aguilera Carolina * y Reigosa Aldo 3

RESUMEN

La Mieloperoxidasa (MPO) y la Proteina C Reactiva (PCR) han sido implicados en la fisiopatologia de la aterosclerosis. El objetivo del
presente estudio fue determinar las concentraciones plasmaticas de MPO y PCR y su relacion con la formacion de ateromas en conejos. Se
estudiaron 23 conejos machos Nueva Zelanda: Grupol: conejarina y verdura; Grupo2: Huevo y conejarina. El periodo experimental dur6 13
semanas. Se determiné perfil lipidico por métodos enzimaticos, MPO por ELISA y PCR por turbidimetria en 0 13va semana. Se realizo
estudio histologico de aorta. Los resultados revelaron que la PCR se elevo en el grupo 2 al final del estudio (p<0,05). No se observo
diferencias en MPO en el grupo 2 en el estudio. En cuanto a los ateromas se evidenciaron lesiones tipo Iy II en los conejos del grupo 2. En
conclusion, se encontr6 que la PCR y no la MPO son marcadores de aterosclerosis segun nuestras condiciones experimentales.

Palabras clave: MPO, PCR, Oxidacion, inflamacion, aterosclerosis

Plasma concentration of Myeloperoxidase and C -Reactive
Protein in male New Zealand rabbits, exposed
to a hyperlipidemic diet

SUMMARY

Myeloperoxidase (MPO) and C-reactive protein (CRP) have been implicated in atherosclerosis. The objective of the present study was to
determine plasma concentration MPO and CRP and its relationship of formation of aortic lesions in rabbits. 23 male New Zealand rabbits
were study: Group 1: “conejarina” (commercial rabbit food) and vegetables; Group 2: egg and conejarina. The experiment lasted 13 weeks.
Lipid profile was done by enzymatic methods, MPO by ELISA, and PCR by turbidimetry in weeks 0 and 13. Histological study of rabbits’
aorta was done. Results revealed that in group 2 CRP increased at final study (p <0.05). No differences were observed in MPO values in the
experiment. Regarding atheroma, group 2 presented type I and II lesions. In conclusion only CRP is marker of atherosclerosis according to
our experimental conditions.

Key words: MPO, CRP, oxidation, inflammation, atherosclerosis.
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Introduccion

La aterosclerosis es una enfermedad inmuno — inflamatoria
cronica involucrada en la patogénesis de las enfermedades
cardiovasculares (1,2), las cuales representan para el afio 2006
la principal causa de mortalidad en Venezuela, constituyendo
el 20,63% de la mortalidad nacional diagnosticada (3).

El evento desencadenante de la aterosclerosis es la oxidacion
de la lipoproteina de baja densidad (LDL) en el espacio
subendotelial (1,2,4), donde la Mieloperoxidasa (MPO), des-
empefila un papel importante en la aterogénesis gracias a las
reacciones oxidativas que cataliza esta enzima (5).

LaMPO es una enzima tetramérica, de la clase oxidoreductasa
(peroxido de hidrégeno oxidoreductasa EC 1.11.1.7), de na-
turaleza glicoproteica de 130 — 150 KDa. (6), que se almace-
naa nivel lisosomal en los granulos azuréfilos de los leucocitos
polimorfonucleares, y es secretada al medio extracelular ante
diferentes estimulos nocivos (7). La MPO ha sido aislada de
diferentes fluidos como semen, saliva, y 6rganos como cora-
z6n, riiidn, piel, higado y placenta (8); y se ha encontrado en
mayor proporcion en lesiones ateroscleroticas activas que en
las estables (9).

La MPO cataliza la formacion de acido hipocloroso (HCIO"),
apartir del i6n cloruro (CI') y del peroxido de hidrégeno (H,0,)
(generado en los leucocitos) (5). Esta enzima al estar relacio-
nada con el estrés oxidativo, participa en la aterosclerosis; ya
que induce por medio de la cloracion de las LDL, esteroles y
residuos de tirosina de la Apo A, modificaciones que transfor-
man las LDL en particulas aterogénicas (6,7,10,11). Por otra
parte, la MPO activa directamente a metaloproteinasas, facili-
tando la desestabilizacion y ruptura de la placa (12).

La proteina C reactiva (PCR) es una proteina de fase aguda,
cuyos niveles séricos incrementan rapidamente ante un esti-
mulo inflamatorio. Esta B-globulina es una importante linea
de defensa, la cual permite reconocer patégenos y células da-
fladas y promover su eliminacion mediante la activacion del
sistema de complemento (13). La PCR es sintetizada princi-
palmente por el higado, sin embargo se ha documentado ex-
presion extra hepatica de esta proteina en diferentes tejidos
como neuronas humanas, células endoteliales, lesiones
ateroscleroticas, rifiones y tejido adiposo (14).

Se ha propuesto a la MPO como un predictor temprano del
riesgo de infarto agudo al miocardio (9) y de disfuncion
endotelial. (15). Asimismo, se ha encontrando que los niveles
séricos de MPO se correlacionan con la extension y severidad
de la aterosclerosis y de enfermedad arterio coronaria (16).
Por otra parte, la PCR se ha asociado como predictor de infar-
to de miocardio y como un indicador de inflamacién y marca-
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dor de enfermedad cardiovascular (17-19). En vista de ello,
nos proponemos determinar las concentraciones plasmaticas
de MPO y PCR y su relacion con la formacion de ateromas en
conejos machos Nueva Zelanda expuestos a una dieta
hiperlipidémica.

Materiales y métodos

Muestra y disefio experimental

Se utilizé 23 conejos machos de raza Nueva Zelanda de 10
semanas de edad con un peso entre 1200 — 1300 gramos, pro-
venientes del Bioterio del Instituto Venezolano de Investiga-
ciones Cientificas (IVIC, Caracas, Venezuela). Después de una
semana de ambientacion en el Bioterio Experimental de la
Universidad de Carabobo (Valencia, Venezuela), los conejos
fueron divididos aleatoriamente en 2 grupos organizados de
la siguiente manera: Grupo 1 (control): Integrado por 7 cone-
jos; cada uno fue alimentado diariamente con 150 gramos de
zanahoria y lechuga, 150 gramos de conejarina (Protinal, Ve-
nezuela) y agua a libre demanda. Grupo 2: Constituido por 16
conejos; cada uno fue alimentado diariamente con un huevo
hervido (Cada huevo contiene aproximadamente 300 mg de
colesterol en su yema (20) y 150 gramos de conejarina y agua
a libre demanda. El periodo experimental tuvo una duracion
de trece semanas.

Todos los conejos fueron pesados antes, durante y después de
la experimentacion. Los procedimientos de cuidado de los
animales fueron llevados a cabo de acuerdo con la Guia para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (21). El experi-
mento fue realizado rigurosamente segin las normas éticas
del Bioterio Central de la Universidad de Carabobo (Valen-
cia, Venezuela).

Determinaciones bioquimicas

Las muestras de sangre fueron extraidas por puncién
intracardiaca a todos los conejos previo ayuno de 14 horas al
inicio (semana 0) y fin del experimento (13** semana). Se rea-
liz6 la determinacion plasmatica de colesterol y triglicéridos
por métodos enzimaticos colorimétricos directos (Wiener Lab,
Argentina). El c-HDL, c-LDL se realiz6 por extraccion y pos-
terior determinacion enzimatica. La concentracion de MPO
fue determinada por ELISA (Assay Design). La PCR se deter-
mind por ensayo turbidimétrico cuantitativo (Turbilatex,
LabKit, Espafa).

Preparacion de tejidos y tipificacion histologica de las le-
siones ateroscleroticas

Los conejos fueron sacrificados por dislocacion cervical, pos-
teriormente se procedi6 a realizar la autopsia de dichos ani-
males, extrayendo la aorta para ser examinada. Las muestras
de tejido extraidas, fueron fijadas en formaldehido al 10 % en
PBS durante 24 horas. Procesadas segun la técnica de rutina y
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posteriormente tefiidas con hematoxilina- eosina (22), para
luego ser observados por microscopia Optica. Las lesiones
fueron tipificadas de acuerdo a la clasificacion de la American
Heart Association (23).

Analisis de los datos

Se calcul6 promedio y desviacion estandar para las variables
estudiadas. Se emple¢ la correlacion de Pearson para relacio-
nar el perfil lipidico con los niveles de MPO y PCR. Se utilizé
el andlisis de Wilcoxon Signed Rank y Wilcoxon Rank Sum
para comparar los valores de las variables sujetas a estudio, y
una tabla de asociacion para clasificar el grado de ateroma. Se
considero significativo p<0,05. Se utiliz6 el programa Statistix
version 8.

Resultados

No se observo diferencias significativas en los pesos basales
entre los dos grupos de conejos. A lo largo del estudio hubo
un incremento significativo en el peso de los conejos del grupo
2 con respecto al grupo 1, y con respecto a sus pesos basales
(p <0,05). Asimismo, se observd que el incremento del peso
fue mayor en el grupo 2 (datos no mostrados).

No se observo diferencias significativas en las concentraciones
séricas basales de colesterol total (CT), c-HDL, c¢-LDL y
triglicéridos (TG) entre los grupos de conejos sujetos a estudio.
Al final del estudio se apreci6 un aumento significativo en la
concentracion de CT, c-HDL, ¢c-LDL y TG en el grupo 2 con
respecto al grupo 1y con respecto a sus valores basales (p<
0,004). Por su parte, el CT, c-HDL, c-LDLy TG en el grupo 1
permanecid sin cambios significativos a lo largo del
experimento (Tabla 1).

Tabla 1. Valores promedio y desviacion estandar del Perfil
Lipidico en los grupos 1y 2 en el inicio y fin del estudio.

Basal Fin del estudio
Variables Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
Colesterol (mg/dL) 60 + 10 62+ 12 61+11 827 +287*
c-HDL (mg/dL) 1745 17+4 19+4 47 + 15*
c-LDL (mg/dL) 40+ 15 39+11 41+9 704 +253*
Triglicéridos (mg/dL) 56 +23 58 £20 60+ 17 157 + 35%
p<0,05  * Significativo

En cuanto a las concentraciones de MPO y PCR, no se
observaron diferencias significativas entre los grupos sujetos
a estudio en condiciones basales. Dichos marcadores en el
grupo | permanecieron sin cambios a lo largo del experimento.
Asimismo no se observo diferencias en la concentracion de
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MPO entre los grupos 1 y 2 a lo largo del estudio. La
concentraciéon de PCR al final del experimento, aument6 en
el grupo 2 con respecto al grupo 1 (p<0,05) (Tabla 2).

Tabla 2. Valores promedio y desviacion estdndar de la
MPOYyPCRen losgrupos 1y 2 en el inicioy fin del estudio.

Basal Fin del estudio
Variables Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
MPO (ng/mL)  1,45+0,06 1,47+0,02 1,46+0,02 1,50+ 0,04
PCR (mg/L) 0,70 £ 0,09 0,73 +0,02 0,76 + 0,08 3,42+ 0,50*
p<0,05  * Significativo

No se observo asociacion significativa entre los marcadores
de inflamacion estudiados con las variables sujetas a estudio a
lo largo del estudio (datos no mostrados).

En cuanto a los cortes histologicos de las aortas, se observo
que ningin animal en el grupo 1 evidencid lesiones
ateroscleroticas. Por su parte en el grupo 2, se observod que
todos los conejos evidenciaron lesiones aterosclerdticas (Tabla
3), presentando lesiones de tipo I (Figura 1) y II (Figura 2).

Tabla 3. Distribucion de los conejos seguin el méaximo grado
de ateroma encontrado en los cortes de aorta.

Grupo  Sinateroma  Tipol TipoIl =~ Tipolll TipoIV Tipo V
1 7 0 0 0 0 0
2 0 3 10 0 0 0

Figura 1. Lesion Tipo I, 100X en aorta de conejos del gru-
po 2, se observa un engrosamiento de la intima arterial y
aisladas células espumosas subendoteliales.
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Figura 2. Lesion Tipo 11, 100X en aorta de conejos del
grupo 2, se observa en la intima de la arteria cimulos de
lipidos intracelulares.

Discusion

El presente estudio se enfocd en determinar las concentraciones
plasmaticas de MPO y PCR y su relacion con la formacion de
ateromas en conejos machos Nueva Zelanda expuestos a una
dieta hiperlipidémica, en donde se observo que los conejos
fueron semejantes entre si en condiciones basales, pues no se
detectaron diferencias significativas en el peso, perfil lipidico,
MPO y PCR, reflejando ausencia de un proceso oxidativo e
inflamatorio en los mismos. Asimismo, la MPO y PCR
permanecieron sin cambios a lo largo del experimento en los
conejos del grupo 1, lo cual indica ausencia de un estado
oxidativo e inflamatorio en este grupo de conejos durante todo
el estudio.

Por otra parte se pudo evidenciar que los conejos consumieron
su dieta, ya que se observd un aumento significativo de sus
pesos a lo largo del experimento, debido a que los mismos son
conejos jovenes que estaban en periodo de crecimiento; por
lo que la falta de suficientes cantidades de alimento en sus
dieta, les ocasionaria retraso en su crecimiento (24).

A partir de la 4ta semana los conejos del grupo 2 evidenciaron
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, tal como se ha
reportado previamente (25), debido a la acumulacion de lipidos
exogenos provenientes de su dieta (26).

Asimismo se pudo corroborar que la dieta que consumieron
los conejos del grupo 2, fue aterogénica; ya que los mismos
exhibieron lesiones aterosclerdticas; sin embargo, las mismas
fueron lesiones tempranas (tipo Iy II), esto pudo ser debido a
que la cantidad de dieta suministrada fue baja, y el tiempo de
experimentacion corto; por su parte los conejos del grupo 1
no desarrollaron lesion aterosclerdtica, puesto que consumieron
partes iguales de conejarina y vegetales; ya que la dieta
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exclusiva de conejarina conlleva a la formacion de ateromas,
debido a los componentes presentes en el alimento para conejo
(26).

Un hallazgo que nos ha llamado la atencién es que a pesar de
encontrar al final del estudio en el grupo 2 lesiones
ateroscleroticas y un aumento en el perfil lipidico y PCR, no
se observd cambios en los niveles de MPO. Por su parte, en
un estudio en ratones deficientes en MPO a quienes se les
administr6 una dieta alta en grasa y colesterol, se encontraron
lesiones aterosclerdticas en el grupo tratado con la dieta lipidica
con respecto al control (27). Por otra parte, otros estudios han
encontrado que las concentraciones séricas de MPO sirven
como predictor de disfuncion endotelial en pacientes con en-
fermedad cardiovascular (15), y estd asociado con la progre-
sion de aterosclerosis en pacientes con c-HDL por debajo de
49 mg/dL (28). Asimismo en un estudio en ratones deficientes
de receptor de LDL alimentados con una dieta alta en grasa,
encontraron una marcada acumulacién de MPO y neutrofilos
en la placa, demostrando la presencia e importancia de los
neutrdfilos y MPO en la placa aterosclerdtica en murinos (29).
En vista de ello, indudablemente un estudio evaluando la MPO
en la placa nos permitira aclarar estos hallazgos.

En cuanto a los niveles de PCR, se encontr6 niveles elevados
de esta molécula en el plasma del grupo 2 al final del estudio;
indicando la existencia de un estado inflamatorio en el proce-
so aterosclerdtico, este hallazgo sugiere la existencia de una
relacion entre los niveles séricos de PCR con la presencia de
lesiones ateroscleroticas, ya que se ha encontrado que la PCR
es un marcador asociado a inflamacion y aterosclerosis (17-
19). Este estado inflamatorio, fue inducido por la dieta
hiperlipidémica que consumieron los conejos, ya que estudios
en animales han demostrado que la hiperlipidemia conduce a
un aumento en la expresion de moléculas de adhesion celular
y citoquinas, con la consecuente acumulaciéon de monocitos
en la intima, promoviendo la aterosclerosis (30). Nuestros re-
sultados son apoyados por otros estudios en donde se encon-
traron niveles elevados de PCR en pacientes con sindrome
coronario agudo (30).

En conclusion, seglin nuestras condiciones experimentales la
PCR plasmatica es un marcador de inflamacion y
aterosclerosis. Por su parte el MPO plasmatico no presentd
cambios a lo largo del estudio.
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Utilidad del Tripolifosfato de Sodio en la tipificacion
de grupos sanguineos y factor Rh en escolares

Gonzélez Maczy, Castillo Yuliana, Fernandez Diana, Gonzélez Maria E., Quintero Maribel, Rangel Lisbeth,
Nava Mariangel, Villasmil Jessica

RESUMEN

Los grupos sanguineos son cada uno de los diversos tipos en que se han clasificado la sangre humana, basado en los componentes antigénicos
presentes en la membrana de los globulos rojos, la sangre posee caracteristicas especificas entre ellas la presencia o no del antigeno D (factor
Rh), que es una proteina que se encuentra en la superficie del globulo rojo. El objetivo es determinar la utilidad del Tripolifosfato de Sodio
(TPF) en la tipificacion de grupos sanguineos y factor Rh en escolares. El universo de estudio estuvo conformado por un grupo de 100
escolares mayores de 12 afios, de ambos sexos a los cuales se les determino el grupo sanguineo y factor Rh por el método de aglutinacion en
tubo. Se obtuvo un 100% de correlacion en ambas determinaciones (con TPF y sin anticoagulante) por lo que no se hallaron diferencias
estadisticamente significativas con una (p<0,00001). E1 TPF puede ser recomendado como un anticoagulante para la realizacion de grupo
sanguineo, factor Rh y otras pruebas hematologicas, y para proyectar su eficacia como alternativa util sustitutiva de otros de mayor costo
convirtiéndose en un anticoagulante universal y Gnico.

Palabras clave: Anticoagulante, TPF, grupos sanguineos, factor Rh.

Usefulness of Sodium Tripoliphosphate in the classification
of blood types and the Rh factor in school children

SUMMARY

The blood types are each of the diverse groups into human blood cells, has been classified based on the antigenic components present in the
red cells membrane, blood possesses specific characteristics, among them the presence or not of the antigen D (Rh factor), which is a protein
found on the surface of the red cell. To determine the usefulness of (TPF) in the classification of blood types and the Rh factor in school
children. The sample was made up of a group of 100 school children over 12 years of age, of both sexes, whose blood type and Rh factor were
determined for the tube agglutination method. 100 % correlation was obtained in both determinations (with TPF and without anticoagulant)
therefore no statistically meaningful differences were found with a (p <0,00001). The TPF maybe recommended as an anticoagulant for the
determination of the blood type, Rh factor, and other haematological tests, and to suggestt its efficienct as a useful alternative to other, more
expensive methods, becoming a unique and universal ancoagulant.

Key words: Anticoagulant, TPF, blood groups, factor Rh.
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Introduccion

Los Antigenos del grupo sanguineo son estructuras proteicas
o de carbohidratos, polimorficos y heredados localizados en
la superficie extracelular de la membrana del globulo rojo.
Son reconocidos por anticuerpos que se producen en individuos
antigenos negativos después de la exposicion a glébulos rojos
de antigenos positivos a través de la transfusion y embarazo.
La produccion de anticuerpos contra los grupos sanguineos
va a conducir a la identificacion de numerosos antigenos y
fenotipos que incluyen los fenotipos nulos Mas de 250
antigenos se conocen los que han sido asignados a 29 sistemas
de grupos sanguineos, cada uno de ellos esta decodificado
por genes o familias de genes discretamente organizados, que
se encuentran ligados o asociados, los cuales han sido
reconocidos por la Sociedad Internacional para Transfusion
Sanguinea (ISBT) (1).

El Tripolifosfato de sodio es ampliamente utilizado en la in-
dustria carnica por sus benéficas funciones, siendo 6ptimo para
la retencion de agua y estabilizador de las emulsiones (2,3).

Actualmente, el tripolifosfato de sodio ha sido empleado como
anticoagulante en sangre de diferentes especies (aves, cerdo y
bovino) para la obtencion de plasma animal, el cual es
posteriormente utilizado para la elaboracidon de ciertos
productos alimenticios tales como galletas, embutidos, etc. (4-
7). Rangel y colaboradores, sefialaron que debido al caracter
altamente negativo, el tripolifosfato de sodio al reaccionar con
el calcio, impide que este cation divalente intervenga en el
proceso de coagulacion de la sangre, pudiendo ser ésta una de
las razones que explican el eficiente efecto que ejerce este
aditivo alimentario como anticoagulante en la sangre animal

(3).

En investigaciones realizadas por Rangel y Saldivia en el 2005,
se evalto el efecto del TPF como anticoagulante sobre
parametros hematologicos de rutina. En este estudio se
demostré que el TPF puede ser utilizado como anticoagulante
en sangre humana a concentraciones igual o mayores al 3%,
obteniéndose valores similares en los siguientes parametros
hematologicos de rutina cuando se compara con el EDTA-
Na,: hemoglobina, hematocrito, recuento de globulos blancos,
recuento de gldbulos rojos, recuento plaquetario, volumen
corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media y
concentraciéon de hemoglobina corpuscular media;
demostrandose también que no produce alteracion morfologica
de la imagen roja, imagen planetaria, ni distorsion de los
leucocitos (9).

En otro estudio llevado a cabo por Andrade y cols. al principio

del 2007 se evaluo el efecto del TPF como anticoagulante
sobre las principales pruebas que se realizan en el laboratorio
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de bioquimica clinica. En esta investigacion se encontro que
la mayoria de los parametros quimicos analizados al ser
comparados con EDTA y heparina no mostraron mayores
diferencias, sin embargo, en las determinaciones de colesterol
total, calcio y sodio de las muestras tratadas con TPF se
evidencio diferencias significativas en relacion al control (10).

Con la presente investigacion, se continta el estudio del TPF
como anticoagulante en el laboratorio clinico, especificamente
en el area de inmunohematologia, por lo que el objetivo del
presente estudio fue evaluar el efecto del tripolifosfato de sodio
como anticoagulante sobre la tipificacion de grupos sanguineos
y factor Rh.

Métodos

La presente investigacion es de tipo descriptiva, ya que se
determinaron los grupos sanguineos y factor Rh en escolares
verificando mediante analisis la utilidad de una sustancia
anticoagulante como el tripolifosfato de sodio (TPF). Una
investigacion descriptiva consiste en caracterizar hechos,
fenomenos o grupos, con la finalidad de establecer su estructura
y comportamiento (11).

Poblacion

La poblacién a estudiar estuvo conformada por 100 escolares
mayores de 12-18 afios, de ambos sexos, pertenecientes a la
Unidad Educativa Carlos Luis Andrade de la parroquia Fran-
cisco Ochoa del Municipio San Francisco en el Estado Zulia,
lo cuales fueron sometidos a la venopuncion para la obtencion
de muestras sanguineas contando con la autorizacién por
escrito de sus padres y representantes.

Inicialmente antes de comenzar la investigacion se procedio a
la preparacion del anticoagulante (TPF) a una concentracion
de 5%, concentracion Optima para realizar las determinaciones
deseadas, luego de su preparacion se llevaron a cabo los
ensayos necesarios para la tipificacion de grupos sanguineos
y factor Rh.

Preparacion del anticoagulante

Para la preparacion del anticoagulante se empled sales de
tripolifosfato de sodio en polvo, con un grado de pureza de
99%, el cual fue facilitado por el servicio de hematologia del
Hospital Central de Maracaibo “Dr. Urquinaona” y por la
empresa Food-Tech de Venezuela C.A.

Se pesaron 5g de tripolifosfato de sodio en polvo, en una
balanza analitica marca Mettler modelo AE-200 y se colocaron
posteriormente en balones aforado de 100mL de capacidad,
se enras6 con agua destilada y desionizada, con la finalidad
de preparar una solucion del anticoagulante a una
concentracion del 5% (12).
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Consecutivamente, se midieron 0,ImL (100ul) del
anticoagulante con una micropipeta digital marca Socorres, y
se colocaron en tubos de ensayo de 13 x 75, quimicamente
limpios, los mismos seguidamente fueron rotulados con el
nombre y concentraciéon respectiva del anticoagulante,
guardados y almacenados a temperatura ambiente (12).

Determinacion de grupos sanguineo y factor Rh

Toma de la muestra y determinacion de grupos sanguineos y
factor Rh.

A cada escolar se le extrajo un total de SmL de sangre por
venopuncion, la misma fue dividida en dos alicuotas, la primera
de 4mL fue dispensada en un tubo que contienen 100uL de
tripolifosfato de sodio (el cual fue preparado inicialmente), e
inmediatamente mezclada, y el resto de la muestra que
corresponde a una alicuota de ImL fue colocada en un tubo de
sin anticoagulante.

Seguidamente se procedid a realizar las determinaciones
pertinentes para la tipificacion de grupos sanguineos y factor
Rh, siguiendo con los lineamientos establecidos segtn el
método de aglutinacion directa en tubo, el cual se basa en una
reaccion antigeno anticuerpo en el que se investigan
aglutindgenos o antigenos del sistema ABO y factor Rh de los
globulos rojos, que reacciona en presencia del suero
correspondiente (Anti-A, Anti-B 6 Anti-AB), originando una
malla o botdn, cuya presencia define el tipo de sistema y fac-
tor Rh respectivo.

Reactivos utilizados
Kit de reactivos para la determinacion de grupos sanguineos
(ABO)y factor Rh por aglutinacion del laboratorio Inmunolab.

Procedimiento: Prueba de aglutinacion directa en tubo.

Para poner en practica la técnica se cumplieron debidamente
con todos pasos a seguir para cada paciente.

Se tomaron ambos tubos (alicuota con anticoagulante: TPF
5% y alicuota sin anticoagulante).

Del tubo sin anticoagulante, se separo el codgulo y se colocd
en otro tubo seco para romperlo, y se lavo el sobrenadante
tres veces con solucion salina fisiolégica al 0,85%
centrifugando a maxima revolucion por cinco minutos las dos
primeras y laultima a igual revolucion pero por diez minutos,
luego de cada lavado se descartd el sobrenadante con el objeto
de que este quede transparente al finalizar los tres ciclos de
lavado de glébulos rojos.

Del tubo con TPF al 5% se tomaron 2ml y se colocaron en
otro tubo seco y se procedio al lavado de los globulos rojos de
la manera anteriormente descrita.
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Posterior a los lavados de ambos tubos se prepar6 una dilucion
1:5 de cada uno; tomando una gota de gldbulos rojos lavados
mas cuatro gotas de solucion salina fisiologica al 0,85%.

Subsiguientemente se procedié a rotular ocho tubos de la
siguiente manera: cuatro tubos para alicuotas obtenidas sin
anticoagulantes: A, B, AB, D y cuatro tubos para alicuotas
obtenidas con anticoagulante (TPF 5%):A,B, AB,D.

Luego se agregd a cada tubo una gota de la dilucion 1:5
correspondientemente, mas una gota del reactivo respectivo.

Alos tubos rotulados como A se les agrego el reactivo anti-A,
alos tubos rotulados como B el reactivo anti-B, a los tubos
rotulados como AB el reactivo anti-AB y a los tubos rotulados
como D el reactivo anti-D.

Los ocho tubos se deben centrifugar por dos minutos a baja
revolucion por un tiempo de un minuto para luego realizar la
lectura con ayuda de una lampara de Wiener (13).

a. Lectura e interpretacion del Sistema ABO:

- No hay aglutinacion: Grupo O.

- Aglutinacién en todos: Grupo AB.

- Aglutinacion en A y AB: Grupo A.

- Aglutinacion en B y AB: Grupo B.

b. Lectura e interpretacion del Sistema Rh:

- Aglutinacion: Rh (D) positivo

- NoAglutinacion 6 débil positivo: Debe practicarse la
prueba de la variante D y luego reportar en caso de
que seanegativo Rh Negativo, que no es mas que la
prueba de Coombs indirecta (prueba confirmatoria);
basada en la determinacion de anticuerpos incompletos
(IgG) circulantes en el suero del paciente, previa fase
de sensibilizacion de los globulos rojos (globulos rojos
con un antigeno especifico) con los anticuerpos
incompletos, dicha reaccion se pone de manifiesto de
forma macroscopica mediante la adicion del suero de
Coombs. Procedimiento: Prueba de Coombs indirecta;
una vez finalizado la investigacion del Rh (D), si este
es negativo 0 débil positivo, se debe descartar la
presencia de la variante D, para lo cual no se descarta
el tubo donde se llevd a cabo la investigacion del
antigeno Rh (D) el mismo se llevé a incubar a 37° C en
bafio de Maria por 15 a 30 minutos, luego se lavaron
por tres veces con suero fisiologico, al finalizar los
lavados se descarto el sobrenadante. Al sedimento que
quedo se le afiadié de una a dos gotas de suero de
Coombs. Mezclar.

Centrifugar durante uno a dos minutos a baja revolucion. Se
ley6 con ayuda de una ldmpara de Wiener.
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Lectura e interpretacion: aglutinacion; D positivo = Rh (+),
no aglutinacién; D negativo = Rh (-) (22).

Métodos estadisticos

En el analisis estadistico para evaluar el efecto del TPF en la
tipificacion de grupos sanguineo y factor Rh se empleo el
test de correlacion de Spearman para obtener la concordancia
la cual fue de un 100% entre las muestras anticoaguladas con
TPF y las tomadas sin anticoagulante, siendo el coeficiente de
correlacion (r) =+1 con una p<0,00001; ademas se determind
la sensibilidad del método la cual fue de un 99% vy la
especificidad siendo esta de 98% (14,15).

Resultados
En Figura 1 se ilustran los resultados obtenidos al procesar las

muestras tratadas sin anticoagulante y con TPF, obteniéndose
una concordancia del 100% en ambas determinaciones.

120%

100% -

80% A

B TPF
B SIN TPF

60% A

40%

20% A

O% T T T

SIN TPF
TPF

Figura 1. Resultados de muestras analizadas.
En la Figura 2 se muestra que el método utilizado para estas
determinaciones tuvo un sensibilidad del 99% y una

especificidad del 98%.

120%

100% -

80% -

O Especificidad
I Sensibilidad

60% A

40%

20% A

0%

Figura 2. Sensibilidad y especificad del método.
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Estos resultados indican que no hubo diferencias
estadisticamente significativas (p<0,00001), para la
determinacion de grupo sanguineo y factor Rh de muestras
tratadas sin anticoagulante y TPF sin anticoagulante y TPF.

Discusion

Menssen y colaboradores en el 2001, midieron el efecto de la
Hirudina como anticoagulante universal en hematologia,
quimica clinica y tipiaje de grupo sanguineo; obteniendo como
resultado que los contajes de sangre completa, test de
bioquimica, inmunoldgicos y de compatibilidad realizados a
partir de sangre con Hirudina y sangre sin anticoagulante
arrojaron resultados idénticos. Los factores de la coagulacion,
pero no los analitos globales de la coagulacion podrian ser
medidos a partir de sangre con Hirudina (16). Dichos
resultados coinciden con los obtenidos en nuestra investigacion
donde se determind grupo sanguineo y factor Rh con TPF y
sin anticoagulante, obteniéndose resultados idénticos en ambas
determinaciones.

A pesar de la gran cantidad de estudios que se han realizado
hasta ahora, tratando de encontrar un anticoagulante que
cumpla con todos los requisitos necesarios para sustituir al
EDTA, este sigue siendo el anticoagulante de eleccion dentro
del campo de la hematologia clinica, posiblemente la razén
sea que los compuestos estudiados anteriormente, aunque dan
resultados similares, presentan ciertas limitaciones, entre ellas,
su costo superior al EDTA.

El bajo costo del TPF y la similitud con el EDTA en su
mecanismo de accién como anticoagulante, podria hacer de
este compuesto un sustituto del EDTA en la obtencion de
muestras sanguineas para la determinacion de los parametros
hematologicos de rutina, incluyendo el tipiaje de grupo
sanguineo y factor Rh; pudiendo representar una alternativa
para aquellos laboratorios rurales, ambulatorios, hospitales,
etc., donde el presupuesto gubernamental es limitado.

Ademas, Rangel en el 2005, demostré la utilidad que tiene el
TPF para la determinacion de los parametros hematoldgicos
de rutina, (9) lo que confirma que existe la ventaja de que con
el mismo tubo utilizado para hematologia completa se puede
posteriormente, realizar la tipificacién de grupo sanguineo y
factor Rh.

Por lo que es necesario continuar realizando nuevos estudios
para evaluar el comportamiento del TPF en otros parametros
de laboratorio, ya que este pudiera ser el anticoagulante uni-
versal que tanto se ha buscado para ser empleado en un futuro
para la obtencion de muestras de sangre con multiples
propositos en el laboratorio clinico.
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Valores de referencia para los parametros bioquimicos
gue evaltan la funcion hepatica, en poblacion infantil sana

Yeqres Sorana', Rosales Maribel 2, Acosta Cecilio 2, Carrera Arelis >

RESUMEN

Debido a la ausencia de publicaciones de trabajos de investigacion venezolanos sobre valores de referencia de los parametros bioquimicos
que evaluan la funcion hepatica en poblacion infantil sana, los profesionales del area de la salud se basan en su propia experiencia y en la de
sus colegas, para interpretar los resultados de estas pruebas o simplemente utilizan los valores establecidos para las casas comerciales o los
de la literatura internacional; los cuales no son adecuados, porque pertenecen a poblaciones de otros paises en donde existen condiciones
ambientales, dieta, estilo de vida, entre otros factores, diferentes a los de nuestra region, y en su mayoria corresponden a adultos. Por lo que
se propuso establecer los valores de referencia de los niveles séricos de la albiimina, bilirrubina total, bilirrubina directa, bilirrubina indirecta
y de la actividad enzimatica de la alanino aminotransferasa, aspartato aminotransferasa, gamma glutamiltransferasa y fosfatasa alcalina en la
poblacion infantil sana del municipio Sucre, estado Sucre y compararlos con los valores de referencia establecidos para la casa comercial de
los reactivos utilizados (Olympus Diagnostica), cuantificando cada uno de estos parametros, en sueros de 486 nifios, con edades entre los 3—
11 afios, clasificados seglin la edad y sexo para determinar el efecto y la interaccion de éstos dos factores a través de un analisis de varianza
de dos vias y una prueba a posteriori, el calculo de los intervalos de referencia se realizé mediante los percentiles 2,5 y 97,5. Encontrando
que para establecer los valores de referencia para los niveles séricos de albiimina, bilirrubina total, directa e indirecta se consider¢ solo la
variable edad; mientras que para los valores de referencia de la aspartato aminotransferasa y la fosfatasa alcalina fueron consideradas las dos
variables (edad y sexo), y en el caso de la alanino aminotransferasa y gamma glutamiltransferasa no se consideraron las variables edad y
sexo. Concluyendo que los valores de referencia establecidos difieren de los recomendados por Olympus Diagnostica, lo que se demuestra,
la importancia de que cada laboratorio debe establecer sus propios valores de referencia.

Palabras clave: Parametros bioquimicos, funcion hepatica.

Reference values for the biochemical parameters that evaluate
the hepatic function in healthy infantile population

SUMMARY

Due to absence of publications in Venezuela of investigation paperwork on reference values of biochemical parameters that evaluate the
hepatic function in infantile healthy population, the health professionals base on their own experience and on his colleagues, to interpret the
results of these tests, simply there use the values established by the business firms or those found on the international literature, which are not
adapted, because they belong to populations of other countries where there exist environmental conditions, diet, way of life, among other
factors, different from those of our region, and mainly they correspond to adults. Because of this, it was proposed to establish the reference
values of the serum levels of the albumin, total bilirubin, direct bilirubin, indirect bilirubin and of the enzymatic activity alanine aminotrans-
ferase, aspartate aminotransferase, gamma glutamyltransferase and alkaline phosphatase in the infantile healthy population of the Sucre
municipality at Sucre State and compare them with the established reference values of the business firm of the used reagents (Olympus
Diagnostic), quantifying each of these parameters, in 486 children’s serum, with ages between 3-11 years classified according to the age and
sex to determine the effect and the interaction of these two factors through a analysis of variance of two lines and a posteriori tests, the
calculation of the intervals of reference fulfilled by means of the percentiles 2,5 and 97,5. Finding that, to establish the values of reference of
the serum levels of albumin, total, direct and indirect bilirubin was considered only the age variable; whereas for the reference values of the
aspartate aminotransferase were considered both variables (age and sex), and in the case of alanino aminotransferasa and gamma
glutamiltransferasa age and sex were not considered. Concluding that the established reference values differ from the recommended ones by
Olympus Diagnostica, which demonstrate the importance why every laboratory must establish its own reference values.

Key words: Biochemical parameters, hepatic function.
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Introduccion

Durante la etapa de crecimiento normal (nifiez), los valores de
referencia de los parametros bioquimicos que evaltan la
funcion hepatica, entre otros, se ven fisiologicamente afectados;
es decir éstos difieren de los valores obtenidos en poblaciones
de referencia de adultos (1-3).

Estas alteraciones se deben a que la principal funcién de la
hormona de crecimiento (GH) es promover la sintesis proteica
y la replicacion celular, siendo un potente agente anabdlico y
citogénico, aumentando el crecimiento esquelético, muscular
y visceral, y anivel hepético estimulando la sintesis de proteinas
y la utilizacion de acidos grasos. Lo que se traduce en un
aumento de la tasa metabdlica y por ende de los niveles de
actividad de muchas enzimas (4-6).

Duran-Chavez y cols. (7), en un estudio realizado en una
poblacién infantil sana, encontraron que el 50% de los nifios
presentaron niveles elevados de las enzimas ALT y AST,
respecto a los valores que se consideran normales en adultos.
Mientras, que los niveles de actividad de la enzima GGT
dependen de la edad en la poblacién infantil (8).

En cuanto a los niveles de actividad de la fosfatasa alcalina,
son varios los estudios realizados que demuestran que esta
enzima presenta una tendencia significativa al incremento
conforme aumenta la edad en la poblacion pediatrica y en todos
los casos, su valor supera en mas del doble a los valores de
referencia obtenidos en la poblacion adulta (9-11).

Por su parte Dufour (3) y Siest y cols. (12) recomiendan tener
limites de referencia para los niveles séricos de albtimina,
bilirrubina total y de los niveles de actividad de las enzimas
hepaticas ALT, AST, GGT y ALP adecuados para la poblacion
infantil, debido a que estos parametros varian con la edad en
la poblacion menor de 25 anos.

El interés clinico de estos parametros bioquimicos radica en
que bajo condiciones patoldgicas, niveles elevados pueden
seflalar la presencia de diversas enfermedades hepaticas o
hepatobiliares (1,13). Aun mas recientemente, se estan
empleando los niveles de actividad de las enzimas ALT, AST
y GGT para medir el riesgo de enfermedades hepaticas no
alcohdlicas en nifios obesos (14-16).

Pero a fin de determinar que una enfermedad hepatica o
hepatobiliar de este tipo, esta presente o no, es imprescindible
comparar los valores obtenidos en el paciente con los que
tedricamente le corresponden a un nifio sano (3). Sino se cuenta
con un rango de referencia frente al cual establecer
comparaciones, por razones fisiologicas en los nifios, el anélisis
de laboratorio pierde su real importancia (5).
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La Federacion Internacional de Quimica Clinica: IFCC (17),
recomienda que los valores de referencia que se empleen sean
obtenidos en el mismo laboratorio que esta realizando los
analisis, ya que estos valores varian segun los diferentes
criterios de seleccion de las poblaciones de referencia, region
geografica, exposicion ambiental, nivel de entrenamiento,
estado nutricional, nivel socioeconémico y diferencias
metodoldgicas en cuanto a la realizacion de la prueba (equipo,
procedimiento) asi como al analista.

Gomez y cols. (18) indican, que los valores de referencia
reportados por las casas comerciales no son recientes por lo
que no se puede asegurar que algunos de estos no se hayan
modificado. En el caso de los niveles de actividad de las
enzimas ALT, AST y GGT, estudios recientes han demostrado
que estos estan fuertemente asociados con el indice de masa
corporal, los lipidos séricos y la glucosa plasmatica, lo que
implica que los individuos con una excesiva masa grasa
deberian ser excluidos de la poblacion de referencia (16,19).

En base a lo anteriormente expuesto y a que no se dispone de
valores de referencia de los niveles séricos de albumina,
bilirrubina total y fraccionada y de actividad enzimatica de la
alanina aminotransferasa, aspartato aminotransferasa, gamma
glutamiltransferasa y fosfatasa alcalina para la poblacion
pediatrica de la ciudad de Cuman4, se propuso el presente estudio
cuyo principal objetivo fue establecer los valores de referencia
para los niveles séricos de cada uno de estos parametros en una
poblacion de nifios sanos de la ciudad de Cumana - estado Sucre,
Venezuela y compararlos con los valores de referencia
establecidos para la casa comercial de los reactivos utilizados.

Materiales y métodos

Poblacion en estudio

La presente investigacion se elabord sobre la base de un estudio
cuantitativo, que incluyé a un grupo de 535 nifios sanos (265
femeninos y 270 masculinos), con edades comprendidas entre
3y 11 anos, seleccionados al azar de la poblacion infantil de
la ciudad de Cumana, estado Sucre, durante los meses
noviembre 2005 - noviembre 2007.

Condicion de paciente sano

Se incluyeron nifios con peso y talla adecuados para su edad,
empleando los puntos de corte de la Organizacion Mundial de
la Salud (20), los cuales no deberian estar recibiendo ningun
tratamiento médico, ni presentar sintomas o signos de alguna
enfermedad aparente, se les realizo un estudio hematologico y
una exploracion fisica, por parte de un médico pediatra, para
descartar cualquier infeccion aguda no diagnosticada. Los
pacientes el dia de la extraccion de la muestra de sangre debian
tener un ayuno de 10 a 12 horas.
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Normas de bioética

Este estudio se realizé bajo las normas de ética establecidas
por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para trabajos
de investigacion en humanos y la declaracion de Helsinki
ratificada por la 29th World Medical Assembly, Tokio 1995
(21). Previa informacion de los objetivos y alcances del estudio,
se les solicitd una autorizacion por escrito a cada uno de los
padres y representantes para la inclusion de sus representados
en este estudio, las cuales se conservan en archivo.

Obtencion de las muestras

A cada uno de los nifios se le extrajo una muestra de sangre
periférica por puncion venosa, las cuales fueron colocadas en
tubos de ensayo de vidrio, dejandolas coagular
espontaneamente. Posteriormente, se centrifugaron a 3 000
rpm por 10 minutos, para la obtencion de los respectivos sueros
(méaximo 30 minutos después de las extracciones de las
muestras), los cuales fueron inmediatamente procesados. Se
excluyeron los sueros que presentaron hemolisis y/o lipemia.

En el momento de la extraccion de la muestra de sangre, los
nifos fueron pesados en una balanza de pie y medidos,
mediante el uso de una cinta métrica fijada a la pared, en
posicion de pie, de espalda a la cinta métrica, sin zapatos con
ambos talones juntos y las rodillas estiradas, la cabeza colocada
en plano de Frankfort y los hombros relajados (20).

Métodos utilizados en las determinaciones analiticas
Para la determinacion de los niveles séricos de albumina,
bilirrubina total y fraccionada, asi como para la actividad
enzimatica de la AST, ALT, GGT y ALP se utiliz6 el equipo
Olympus AU 600 automatizado, perteneciente (en comodato)
al Laboratorio General del SAHUAPA, principal centro de
asistencia médica de la ciudad de Cumana.

El equipo fue calibrado diariamente a través de un coeficiente
de “extincion” tedrico especifico para cada enzima y para el
control de calidad de los resultados, se utilizaron diariamente
controles nivel normal y nivel anormal marca Olympus
(ODC0003/0DC0004), verificando siempre que los valores
obtenidos entraran dentro del rango establecido, para cada uno
de ellos, por Olympus Diagnostica.

Para la cuantificacion de todos los pardmetros estudiados se
utilizaron los reactivos de la casa comercial Olympus
Diagnostica; en el caso particular de las enzimas, las
determinaciones se realizaron a una temperatura de 37°Cy a
pH de: 7,15 ALT (EC 2.6.1.2), 7,65 AST (EC 2.6.1.1), 7,95
GGT (EC23.2.2) y 10,4 ALP (EC 3.1.3.1).

Andlisis estadistico

Los nifos se clasificaron segin la edad y sexo. Luego, se
determino el posible efecto del sexo y la edad sobre los niveles
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séricos de cada uno de los parametros estudiados y si existia
alglin tipo de interaccion entre estas dos variables, a través de
un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias con interaccion,
el cual fue seguido de una prueba a posteriori SNK al 95%
(22). El célculo de los intervalos de referencia se realizd
utilizando los percentiles 2,5y 97,5 (17).

El paquete estadistico empleado fue el statgraphics plus.
Resultados

De los 535 nifios seleccionados al azar, sélo pudieron ser
incluidos en el estudio 486 (Tabla 1), siendo las principales
causas de exclusion: infecciones diagnosticadas mediante
exploracion fisica y/o pruebas hematologicas, obesidad y suero
lipémico.

Tabla 1. Distribucion absoluta y porcentual de la poblacién
de referencia, segiin la edad y el sexo.

Edad (afios) Masculinos Femeninos Total

N % N % N %

3 27 55 27 5,56 54 11,1

4 27 556 27 5,56 54 11,1

5 27 556 27 5,56 54 11,1

6 27 556 27 5,56 54 11,1

7 27 556 27 5,56 54 11,1

8 27 556 27 5,56 54 11,1

9 27 556 26 5,35 53 10,8
10 27 556 28 5,76 55 11,3
11 27 5,56 27 5,56 54 11,1
Total 243 50,0 243 50,0 486 100

El analisis estadisticos de los resultados de los niveles de albiimina
(Figura 1y 2) y de la bilirrubina total (Figura 3 y4)y fraccionada
(Figura 5 y 6) indican que existen diferencias estadisticas
altamente significativas respecto a la edad, mas no segtin el sexo;
encontrando que los valores aumentan gradualmente con la edad.
En el caso de la bilirrubina directa, aunque no hay diferencias
estadisticas respecto al sexo, se observd una interaccion
significativa entre la edad y este factor.
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***p < 0,001

Figura 1. Valores promedio de los niveles séricos de
albumina (g/dL) por edad en nifios sanos de Cumana.
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Figura 2. Valores promedio de los niveles séricos de
albdmina (g/dL) por sexo en nifios sanos de Cumana.
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Figura 3. Valores promedio de los niveles séricos de
bilirrubina total (mg/dL) por edad en nifios sanos de
Cumana.
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Figura 4. Valores promedio de los niveles séricos de
bilirrubina total (mg/dL) por sexo en nifios sanos de
Cumana.
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Figura 5. Valores promedio de los niveles séricos de
bilirrubina directa (mg/dL) por edad en nifios sanos de
Cumana.
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Figura 6. Valores promedio de los niveles séricos de
bilirrubina directa (mg/dL) por sexo en nifios sanos de
Cumana.
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Los valores de referencia establecidos para los niveles séricos
de albumina, aunque dependen de la edad entran dentro de los
limites de referencia establecidos para Olympus Diagnostica;
mientras, que el limite superior de los valores de referencia
establecidos, en el caso de la bilirrubina total y directa son mas
elevados que el de los valores de referencia de la casa comercial
(Tabla 2).

Los resultados del analisis estadistico de los niveles de actividad
de la enzima AST (Figura 7 y 8), indicaron que hubo un efecto
diferencial altamente significativo entre los niveles de actividad
respecto a la edad y muy significativo al sexo, observandose los
valores mas bajos a los 10 afios y los mas altos a los 4 afios;
siendo éstos mas bajos en las niflas respecto a los de los nifios.

Los limites superiores de los valores referencia para los niveles
de actividad de la enzima AST, seglin la edad y el sexo de la
poblacion de referencia, se ubican por encima del limite supe-
rior de referencia de la casa comercial (Tabla 2). Al analizar,
individualmente los niveles obtenidos en cada nifio, se encontrd
que 176 (42,9%) nifios presentaron niveles de actividad
enzimatica por encima de la media de los valores de referencia
de Olympus Diagnostica, de los cuales 24 (13,6%) tenian niveles
elevados (> 39 U/L).
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Tabla 2. Comparacion de los valores de referencia establecidos, para los parametros bioquimicos que evaltan la funcion
hepética, en la poblacion infantil del municipio Sucre, estado Sucre con los valores recomendados por Olympus

Diagndstica.
Analito Edad (afios)  Sexo Valores de Valores de referencia
referencia f ;
olympus diagnostica
establecidos ymp 9
Albimina 3-4 A 3,8-48
(g/dL) 5-11 A 3,9-51
Adultos* A 35-57
Bilirrubina total 3 A 0,2-0,6
(mg/dL) 4-10 A 03-11
11 A 04-14
Adultos* A 0.3-1.0
Bilirrubina Directa 3 A 0 -03
(mg/dL) 4,5,7,9 A 0 - 05
6,8,10,11 A 0,1-04
Adultos* A 0.03-0.18
Bilirrubina Indirecta 3 A 0,1-0,6
(mg/dL) 4-10 A 0,2-1,0
11 A 0,3-0,9
AST 3-4 M 24 - 45
(U/L) F 17 - 60
5-11 M 18-41
F 16 -42
Adultos* A 13 -39
ALT 3-11 A 16 -42
(U/L) Adultos* A 7-52
GGT 3-11 A 7-26
(U/L) Adultos* A 9-64
ALP 3-6 M 145 - 341
(U/L) F 132 - 298
7-9 M 159 - 334
F 136 - 353
10-11 M 156 - 345
F 94 - 489
Adultos* A 34104

M: masculinos; F: femeninos; A: ambos sexos; * no especifica rango de edad.

Los resultados del analisis de varianza indican que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de
actividad de la enzima ALT (Figura 9 y 10) y GGT (Figura 11
y 12), segtn la edad y el sexo de la poblacion de referencia.

Los niveles de actividad de la enzima ALT, obtenidos en todos
los grupos de la poblacion infantil estudiada, segtin la edad y
el sexo, son similares y estan dentro de los valores de referencia
establecidos para Olympus Diagnostica (Tabla 2). Al analizar
los resultados obtenidos en cada nifio, individualmente, se
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observo que 24 (5,9%) nifos poseen niveles por encima de la
media de los valores de referencia (29,5 U/L), de los cuales 4
(0,98%) niflos presentaron niveles elevados (> 52 U/L).

Los niveles de actividad de la enzima GGT, segun la edad y el
sexo, se ubican dentro del rango de referencia, pero con valores
bajos (Tabla 2). Al analizar individualmente estos resultados
encontramos que 408 (99,5%) nifios tienen niveles inferiores
ala media de los valores de referencia y de estos el 37 (9,0%)
presentaron niveles bajos (< 9 U/L).
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Figura 7. Valores promedio de la actividad de la enzima
AST (U/L) por edad en nifios sanos de Cumana.
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Figura 8. Valores promedio de la actividad de la enzima
AST (U/L) por sexo en nifios sanos de Cumana.
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Figura 9. Valores promedio de la actividad de la enzima
ALT (U/L) por edad en nifios sanos de Cumana.

En cuanto a los niveles medios de actividad de la enzima ALP
de todos los grupos, segun la edad y el sexo (Tabla 2) estan
por encima del limite superior (104 U/L) de los valores de
referencia de la casa comercial, con un rango general entre
132 - 489 U/L.
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Figura 10. Valores promedio de la actividad de la enzima
ALT (U/L) por sexo en nifios sanos de Cumana.
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Figura 11. Valores promedio de la actividad de la enzima
GGT (U/L) por edad en nifios sanos de Cumana.
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Figura 12. Valores promedio de la actividad de la enzima
GGT (U/L) por sexo en nifios sanos.

Los resultados del analisis de varianza, demostraron que existe
una diferencia muy significativa de los niveles de la enzima
ALP en cuanto a la edad (Figura 13) y aunque no hubo
diferencia respecto al sexo (Figura 14), se encontrd una
interaccion muy significativa entre estos dos factores (Figura
15). Estos resultados indican que los valores mas bajos de los
niveles de actividad se obtuvieron en los nifios de 3 - 5 afios y
los mas altos en los de 10 afios y que los niveles de actividad
en las nifias fueron similares al de los nifios.
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Figura 13. Valores promedio de la actividad de la enzima
ALP (U/L) por edad en nifios sanos de Cumana.
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Figura 14. Valores promedio de la actividad de la enzima
ALP (U/L) por sexo en nifios sanos de Cumana.
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Figura 15. Valores promedio de la actividad de la enzima
ALP (U/L) por edad y sexo en nifios sanos de Cumana.
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Discusion

La Federacion Internacional de Quimica Clinica (17) recomienda
para estudios realizados en adultos, una poblacion de referencia
minima de 120 sujetos, estratificados por edad y/o sexo; es decir,
120 de cada grupo.

En el caso de estudios realizados en poblacion infantil sana,
existe dificultad para la obtencion de un gran numero de
muestra. Por ello, varios autores coinciden que el tamafno de
la muestra se predice seglin las dificultades para su obtencion,
ya que no existe una formula estadistica para calcularla;
aunque, evidentemente cuanto mayor sea la muestra mas
representativa sera de la poblacion total y por ende especificara
con mayor precision el limite entre lo normal y lo anormal.
Una muestra de 40 individuos es usualmente adecuada para
valores de referencia locales (1,23).

En el presente estudio se logrd una poblacion promedio de 46
niflos por cada grupo etareo. Mientras, que la poblacion
utilizada por Olympus Diagnostica, estuvo conformada por
200 sujetos donadores de sangre de Texas, la cual no fue
estratificada por edad y/o sexo.

Los resultados del analisis estadistico obtenidos en este estudio
indican que se requiere establecer los valores de referencia
para los niveles séricos de albimina y bilirrubina total y
fraccionada en la poblaciéon pediatrica, debido a que estos
difieren de los valores tipicos del adulto (valores de referencia
de Olympus Diagnostica); coincidiendo asi con los resultados
de las investigaciones de Dufour (3) quien demostrd, que los
limites de referencia de los niveles séricos de albtimina y la
bilirrubina total dependen de la edad, durante la nifiez y la
adolescencia, hasta los 20 afios de edad. Pero difieren de el en
que en este estudio no se observo ninguna diferencia estadistica
entre los valores de referencia segun el sexo.

Existe contradiccion en la literatura respecto a los valores de
referencia para la AST, algunos autores reportan que éstos
varian con la edad, desde la nifiez hasta la juventud y que no
existen diferencias estadisticas, segun el sexo (3,12). Mientras
que otros, reportan que no existen diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de actividad de la AST, respecto a
la edad en poblacion infantil sana de 0 - 6 afios de edad y que
aunque la media de los valores obtenidos en cada grupo estaba
dentro de los limites de referencia establecidos, 50,0% de los
ninos presentaron niveles elevados (7). En este estudio se
determind que los valores referencia dependen de la edad y
del sexo y son mas elevados a los valores recomendados por
la casa comercial (valores de adultos).

Los resultados de este estudio deben tomarse en cuenta para
no dar diagndsticos errados y someter a estos nifios a
procedimientos costosos, dolorosos e inutiles.
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La elevacion de los niveles de actividad de la enzima AST en
la infancia (bajo condiciones fisioldgicas) probablemente se
debe al aumento en la sintesis de proteinas y del tejido muscu-
lar inducido por la accion de la hormona de crecimiento (5,13).

Duran-Chavez y cols. (7) no observaron diferencias
estadisticamente significativas respecto a la edad, en los niveles
de actividad de la enzima ALT en una poblacion de nifios sanos.
Encontrando que si bien la media de los grupos estaba dentro
de los valores de referencia establecidos, el 50,0% de los nifios
presentaron niveles elevados. Estos resultados coinciden con
los de este estudio, aunque el porcentaje de nifios con niveles
elevados reportados por estos autores es mayor.

A diferencia de lo aqui reportado, Siest y cols. (12)
determinaron que los limites superiores del intervalo de
referencia para la ALT aumentan desde la nifiez hasta
aproximadamente los 40 afios de edad y son significativamente
mas elevados en el sexo masculino que en el femenino.

Los niveles de actividad de la enzima AST son ligeramente
mayores que los de ALT, hasta aproximadamente los 15 afios
de edad, con un patrén inverso para la edad de 15 aflos en los
hombres, pero persistiendo hasta la edad de 20 afios en las
mujeres (3). En el presente estudio se encontr6é la misma
relacion entre los niveles de AST y ALT en todos los grupos
de la poblacion infantil estudiada, seglin la edad y sexo.

Segtin Dufour (3), los valores de referencia para la enzima
GGT en nifios aumentan gradualmente con la edad y son
considerablemente mas bajos que los niveles encontrados en
los adultos de 25 - 60 anos. Mientras Vanden y Geubelle (25),
reportan que los valores de referencia en la poblacion pediatrica
de 0 - 15 aflos dependen de la edad, encontrando durante los
primeros dias después del nacimiento valores 10 veces mayores
que los del adulto, los cuales disminuyen, entre los 2 a 3 afios,
a valores mas bajos que los de éstos.

Siest y cols. (12), indican que los nifios poseen valores de
GGT mas bajos que los adultos, los cuales van aumentando
progresivamente con la edad hasta alcanzar los mismos valores
de éstos a la edad de 25 anos, aproximadamente. Por su parte,
Cabrera y Green (8) indican que hasta los 5 - 7 meses después
del nacimiento, la actividad de esta enzima es 6 - 7 veces mayor
que en el adulto, luego comienza a disminuir alcanzando
valores similares que en el adulto a los 5 - 7 meses.

Los resultados de los niveles de actividad de la enzima GGT
obtenidos en este estudio, difieren de los de la literatura
consultada, en cuanto a que no se hallo diferencias
estadisticamente significativas entre éstos respecto a la edad
de la poblacion de referencia, lo cual probablemente se debe a
que el rango de edad estudiado fue de 3 - 11 afios y no
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contempla las edades (0 -3y 15 - 25 afios) en donde los autores
anteriormente citados reportan los cambios mas notables en la
actividad de esta enzima.

La dependencia de los niveles de actividad de la GGT respecto
a la edad podria explicarse por la hipdtesis de una GGT fetal,
la cual es responsable de que los niveles estén tan elevados,
respecto a los valores de referencia en adultos, en los primeros
meses de vida y como ésta desaparece las primeras semanas
después del nacimiento, entre los 2 - 3 afios los niveles son
inferiores a los de éstos (8,25) y en segundo lugar, debido a
que la prostata posee una actividad de GGT considerable, los
niveles aumentan entre los 15 - 25 afios (después del desarrollo
puberal) en los hombres, por lo que la actividad sérica de esta
enzima es normalmente mas elevada en hombres que en
mujeres y nifios (1).

Cadenasy cols. (11) en un estudio para determinar los valores
de referencia para la ALP en una poblacion de 366 nifios sanos
de 6 - 12 afios, encontraron que éstos tienen una tendencia
significativa al incremento conforme aumenta la edad, en el
presente estudio la tendencia fue similar.

Por otra parte, Lockith y cols. (10) indican que los valores de
la ALP aumentan progresivamente con la edad hasta los once
anos, sin existir diferencias entre el sexo hasta los nueve.
Mientras que Gomez y cols. (9), reportaron que los valores de
referencia determinados para la ALP, no mostraron diferencias
significativas relacionadas con el sexo y que segun la edad,
solo se observaron valores altos durante los periodos de
crecimiento.

La ALP es una enzima presente en diferentes partes del
organismo: higado, hueso, mucosa ileal y rifidn, pero solamente
las fracciones producidas por el hueso y el higado son detectada
en el suero de personas normales y en condiciones fisiologicas,
se producen casi por partes iguales; es decir 50% es de origen
hepatico y 50,0% de origen 6seo; por lo que la ALP es
igualmente un marcador bioquimico 6seo (26). En pediatria
todo marcador 6seo refleja los cambios fisiologicos del
crecimiento y la acumulacion de mineral del hueso (27), debido
a que el crecimiento en estatura estimulado por la HC implica
un aumento en la talla corporal por crecimiento en longitud de
los huesos (5).

Por otra parte, el patréon de crecimiento en nifios y nifias es
totalmente diferente y se presenta en tres periodos: periodo de
crecimiento rapido que comprende los 3 primeros afios de vida
en las nifias y en los 4 primeros afios en niflos, el periodo de
crecimiento lento y sostenido desde los 3 hasta
aproximadamente los 9 afios en las nifias y desde los 4 hasta
aproximadamente los 10 afios en los niflos y el periodo de
crecimiento rapido del desarrollo puberal entre los 9 - 10 afios
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en niflas y entre los 10 - 11 afios en los nifios (5). Esto podria
explicar el hecho de que en este estudio, aunque no hubo
diferencias estadisticamente significativas en cuanto al sexo,
se encontrara una correlacion negativa muy significativa entre
la edad y el sexo.

En base a todos estos resultados se puede concluir, que cuando
se utilizan los valores propuestos por Olympus Diagnostica
para comparar los resultados de la poblacion infantil de la
ciudad de Cumana, se corre el riesgo de estar dando como
resultados falsos, niveles séricos de GGT normales o de
bilirrubina total, directa, AST, ALT o ALP elevados; lo cual
tendria una grave repercusion en el diagnostico de pacientes
pediatricos con infeccion hepatica, en el tratamiento de la hepa-
titis cronica ya que al paciente no se le indica tratamiento si
los valores de ALT estan normales (3); e igualmente, podrian
pasarse por alto casos de enfermedad de higado graso no
alcohdlico, la cual estd asociada a niveles elevados de ALT y
GGT en nifos obesos (28).

Recomendaciones

Se deben establecer valores de referencia para la poblacion
pediatrica de todos los parametros de laboratorio que se ven
afectados, en condiciones fisioldgicas, en la etapa de
crecimiento por la accion de la HC.

No se deben utilizar valores de referencia establecidos en
adultos para interpretar los resultados obtenidos en poblacion
infantil, debido a que podrian estarse dando resultados
falsamente normales o elevados, en algunos casos.

Los profesionales del area de la salud (médicos y bioanalistas)

deben realizar esfuerzos conjuntos para la realizacion de

estudios similares, con el objeto de lograr un tamafo de

poblacion mayor, de ser posible la recomendada por la IFCC.

Para establecer valores de referencia que puedan ser utilizados

para interpretar los resultados de las pruebas de laboratorios

de la poblacion infantil de la region.
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Informacion para los autores

Requisitos uniformes para preparar los
manuscritos enviados a revistas biomédicas

La quinta edicion (1997) de los requisitos
uniformes se ha preparado con la finalidad de
reorganizar y modificar la redaccion de la cuarta
edicion a efecto de aumentar la claridad y abordar
inquietudes con respecto a derechos, proteccion
de la vida privada de los sujetos de investigacion,
descripcion de los métodos aplicados y otros
asuntos. Los requisitos uniformes para preparar
los manuscritos enviados a revistas biomédicas
pueden reproducirse para fines educativos y sin
afan de lucro, con prescindencia de los derechos
del autor; el Comité alienta la distribucion de este
material.

A las revistas que accedan a guiarse por los
requisitos uniformes (actualmente mas de 500
revistas lo hacen) se les pide que en sus
instrucciones para los autores citen el documento
correspondiente a 1997.

Es importante hacer hincapié¢ en lo que los
requisitos significan y en lo que no. En primer
lugar, los requisitos uniformes son instrucciones
sobre la forma de preparar los manuscritos
dirigidas a los autores; no se trata sobre
indicaciones sobre estilo editorial destinadas a la
redaccion de las revistas. (Sin embargo, muchas
revistas han incorporado en su estilo editorial
ciertos elementos de los requisitos.)

En segundo lugar si los autores preparan un
manuscrito segln el estilo especificado en estos
requisitos, los directores de las revistas
participantes no devolveran el manuscritos para
que se hagan cambios de estilo antes de
considerarlo para publicacion. No obstante, en el
proceso de publicacion los manuscritos podran ser
modificados por las redacciones de las revistas
para adaptarlos a las particularidades de su propio
estilo editorial.

En tercer lugar los autores que envien manuscritos
a una revista se abstendran de prepararlos de
acuerdo con el estilo editorial de ésta y se
concretaran a cumplir con los requisitos
uniformes.

Pese a todo, los autores tendran que seguir asi
mismo las instrucciones particulares de la revista
en cuestion por lo que se refiere a los temas
apropiados para ésta y el tipo de manuscrito que
se les pueden enviar: por ejemplo, articulos
originales, revisiones o informes de casos. Ademas
es probable que en dichas instrucciones figuren
otros requisitos exclusivos de la publicacion, tales
como el nimero de copias del manuscrito, los
idiomas en que este puede ser redactado, la
extension de los articulos y las abreviaturas
aprobadas.

Se espera que las revistas participantes declaren
en sus instrucciones a los autores que sus normas
estan de acuerdo con los requisitos uniformes para
preparar los manuscritos enviados a revistas
biomédicas y citen una version publicada de estos.

Cuestiones que deben considerarse antes de
presentar un manuscrito para publicacion

Publicacion redundante o duplicada

Por publicacion redundante o duplicada se
entiende la publicacion de un articulo que se
traslapa considerablemente con otro ya publicado.

Los lectores de publicaciones periddicas primarias
merecen que se les dé la confianza de que lo que
estan leyendo es original, a menos que haya una
clara indicacion de que el articulo se ha vuelto a
publicar por eleccion del autor y el director. Esta
posicion tiene como fundamento las leyes
internacionales de derechos de autor, la conducta
ética y el uso eficaz en funcion de los costos de
los recursos.

Lamayor parte de las revistas cientificas no desean
recibir manuscritos acerca de un trabajo que ya
ser ha dado a conocer en gran medida en un
articulo publicado o que forma parte de otro
manuscrito que se ha propuesto o ha sido aceptado
para publicacion en otra parte, ya sea en forma
impresa o en soporte electronico. Esta norma no
impide que la revista considere un articulo
rechazado por otra revista o un informe completo
que sigue a la publicacién de un informe
preliminar, como puede ser un resumen o poster
presentados a la consideracion de colegas en una
reunion profesional. Tampoco impide que las
revistas consideren  un articulo que se ha
presentado en una reunion cientifica pero que no
se ha publicado integramente ni se esta
considerando para publicacion en las actas de una
reunioén o en una publicacion semejante. Las
informaciones periodisticas acerca de reuniones
programadas no se consideran en general como
infracciones de esta regla, pero no habran de
ampliarse mediante datos suplementarios o copias
de los cuadros y las ilustraciones.

Cuando se envié un articulo para publicacion, el
autor debe siempre adjuntar una relacion completa
de toda presentacion del documento a otras
revistas y de cualquier informe anterior que
pudieran considerarse publicacion redundante o
duplicada del mismo trabajo o de uno muy
semejantes. El autor debe poner sobre aviso al
director de la revista si el trabajo aborda temas
sobre los cuales se hayan publicado informes
anteriores. Si tal es el caso, esos trabajos se
mencionaran con la debida referencia bibliografica
en el articulo nuevo. Junto con el manuscrito
propuesto se incluiran copias de dichos materiales
para ayudar al director a decidir la manera de
manejar este asunto.

Si la publicacion redundante o duplicada se intenta
o se produce sin que medie la notificacion descrita,
los autores deberan atenerse a las medidas
editoriales que se tomen en su contra. Como
minimo, cabe esperar el pronto rechazo del
manuscrito presentado. Si el director no estaba al
tanto de las infracciones y el articulo acaba por
aparecer en su revista, entonces probablemente
se publique en ésta un aviso de publicacion
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redundante o duplicada, que puede o no
acompafarse de una explicacion del autor y no
necesitara de su aprobacion.

La divulgacion preliminar, generalmente por
conducto de los medios de comunicacion de
masas, de la informacion cientifica descrita en un
articulo ya aceptado pero aln sin publicar
representa una infraccion de las normas de muchas
revistas. En contadas ocasiones, y solo mediante
acuerdo con el director, puede aceptarse la
diseminacion preliminar de datos; por ejemplo,
cuando se presenta una emergencia de salud
publica.

Publicacion secundaria aceptable

La publicacion secundaria en el mismo idioma o

en otro distinto, especialmente en otros paises, se

considera justificable y puede incluso ser
beneficiosa, siempre y cuando se cumplan las
siguientes condiciones.

1. Los autores tendran que recabar la aprobacion
de los directores de las dos revistas
involucradas; el director de la publicacion
secundaria tendra en su poder una fotocopia,
separata 0 manuscrito de la version primaria.

2. Se respetara la precedencia de la publicacion
primaria dejando transcurrir por lo menos una
semana antes de la publicacion secundaria (a
menos que especificamente se negocie otra cosa
con ambos directores).

3. El articulo para publicacion secundaria se
destinard a un grupo diferente de lectores;
podria bastar con una version abreviada.

4. La version secundaria reflejara fielmente los
datos y las interpretaciones de la primaria.

5. Mediante una nota colocada al pie de la primera
pagina de la version secundaria, se informara
a los lectores, a los colegas de los autores y a
los organismos de documentacion que el
articulo ya se ha publicado con anterioridad en
forma total o parcial, indicando la referencia
primaria. Este podria ser un texto apropiado
para dicha nota: “El presente articulo esta
basado en un estudio que se dio a conocer
primero en (titulo de la revista y referencia
completa)”.

6. El permiso para la publicacion secundaria de
este tipo se otorgara gratuitamente.

Proteccion de los derechos del paciente
a que se respete su vida privada

El derecho de los pacientes a que se respete su
vida privada no debe ser infringido sin antes
obtener su consentimiento fundamentado. Las
descripciones por escrito, las fotografias y los
arboles genealdgicos que se publiquen no deberan
contener informacion por la cual se pueda
identificar a los pacientes, a menos que dichos
datos resulten esenciales para fines cientificos y
que el paciente (o su padre o tutor) otorgue por
escrito su autorizacion para la publicacion después
de haber sido debidamente informado. Para
obtener el consentimiento para esta finalidad, es
preciso mostrarle al paciente el manuscrito que
se va a publicar.




Los detalles que pueden revelar la identidad del
paciente deben omitirse si no son esenciales, pero
los datos del paciente nunca se alteraran ni se
falsificaran solamente por tratar de lograr el
anonimato. Es dificil lograr el anonimato completo
y frente a cualquier duda serd preciso obtener el
consentimiento fundamentado. Por ejemplo,
cubrir la region de los ojos en las fotografias de
los pacientes es una proteccion insuficiente del
anonimato.

La exigencia del consentimiento con
conocimientos de causa deben figurar en las
instrucciones para los autores de la revista.
Siempre que se obtenga dicha anuencia, ésto
debera contar en el articulo publicado.

Requisitos para la presentacion
de manuscritos a una revista

Resumen de los requisitos técnicos

Todas las partes del manuscrito estaran a doble
espacio.

Cada seccion o componente comenzara en pagina
nueva.

Revise la secuencia: pagina del titulo, resumen y
palabras clave, texto agradecimientos, referencias,
cuadros (cada uno en pagina aparte), pies o
epigrafes de las ilustraciones.

Las ilustraciones se presentaran en forma de
impresiones fotograficas sin tomar, y no deberan
exceder de 203 x 254 mm.

Incluya la autorizacion para reproducir material
publicado con anterioridad o para usar
ilustraciones en las que se pueda identificar a los
sujetos humanos.

Adjunte la transferencia de los derechos de autor
y otros formularios.

Presente el nimero exigido de copias impresas
del articulo.

Guarde copias de todo lo que envié.

Preparacion del manuscrito

El texto de los articulos de observacion y
experimentales se divide generalmente, aunque no
por fuerza, en secciones que llevan estos
encabezamientos: introduccién métodos,
resultados y discusion. En los articulos largos
puede ser necesario agregar subtitulos dentro de
estas secciones, sobre todo en las de resultados y
discusion, a fin de hacer mas claro el contenido.
Es probable que otro tipo de articulos -como los
informes de casos, las revisiones y los editoriales-
exijan otra estructura. Para mayor orientacion, los
autores deberan consultar la revista en la que
pretenden publicar.

Mecanografiese el manuscrito en papel bond
blanco de 216 x 279 mm o de la medida estandar
ISO A4 (212 x 297 mm), con margenes de por lo
menos 25mm. Escribase o imprimase solamente
sobre una cara del papel. Utilicese doble espacio
alo largo de todo el manuscrito, incluido la pagina
del titulo, el resumen, el texto los agradecimientos,
las referencias, cada uno de los cuadros y los pies
o epigrafes de las ilustraciones. Numérense las
paginas en forma consecutiva, empezando por las
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del titulo. Sobre el angulo superior o inferior
derecho de cada pagina anotese el nimero que le
corresponde.

Manuscritos en disquete

Cuando un articulo se halla cercano a la aceptacion
definitiva, algunas revistas piden que los autores
faciliten una copia en forma electrénica (en
disquete); pueden aceptar una variedad de formato
de procesadoras del texto o ficheros de texto
(ASCII).

Cuando presenten disquetes, los autores deberan:

1. cerciorarse de incluir la version impresa del
articulo que va en el disquete;

2. poner en el disquete Unicamente la version mas

reciente del manuscrito;

denominar claramente el fichero ;

4. rotular el disquete con indicacion del formato
y el nombre del fichero;

5. facilitar informacion sobre el equipo de
computacion y el software utilizados.

W

Los autores deberan consultar las instrucciones
que la revista proporciona a los autores para
determinar cuales son los formatos que se aceptan,
las convenciones que se aplican para denominar
los ficheros, el nimero de copias que deben
presentarse y otros detalles.

Pé&gina del Titulo

La primera pagina contendra: 1) el titulo del
articulo, que serd conciso pero informativo: 2)
nombre de pila preferido y apellidos de cada autor,
acompafiados de sus grados académicos mas
importantes y su afiliacion institucional; 3)
nombre del departamento o departamentos y la
institucion o instituciones a los que se debe atribuir
el trabajo; 4) declaraciones de descargo de
responsabilidad, si las hay; 5) nombre y direccion
del autor que se ocupara de la correspondencia
relativa al manuscrito; 6) nombre y direccion del
autor a quien se dirigiran las solicitudes de
separatas, o nota informativa de que los autores
no las proporcionaran; 7) procedencia del apoyo
recibido en forma de subvenciones, equipo,
medicamentos o todo ello; y 8) titulo abreviado
(titulillo) que no pase de 40 pulsaciones (contando
caracteres y espacios), el cual se colocara,
debidamente identificado como tal, en la ultima
linea de la pagina inicial.

Autorfa

Todas las personas designadas como autores
habran de cumplir con ciertos requisitos para tener
derecho a la autoria. Cada autor debe haber
participado en el trabajo en grado suficiente para
asumir responsabilidad publica por su contenido.

Para concederle a alguien el crédito de autor, hay
que basarse uUnicamente en su contribucion
esencial por lo que se refiere a los siguientes
aspectos: 1) la concepcion y el disefio o bien el
analisis y la interpretacion de los datos; 2) la
redaccion del articulo o la revision critica de una
parte importante de su contenido intelectual; y 3)
la aprobacion final de la version que sera
publicada. Las tres condiciones tendran que
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cumplirse siempre. La participacion que consiste
meramente en conseguir financiamiento o recoger
datos no justifica el crédito de autor. Tampoco
basta con ejercer la supervision general del grupo
de investigacion. Toda parte del articulo que sea
decisiva con respecto a las conclusiones
principales debera ser responsabilidad de por lo
menos uno de los autores.

Los directores de revistas podran solicitar a los
autores que describan la contribucion de cada uno;
esa informacion puede ser publicada.

Cada vez es mas comun que los ensayos
multicéntricos se atribuyan a un autor corporativo.
Todos los miembros del grupo que sean
designados como autores, ya sea en la linea
destinada al nombre de los autores a continuacion
del titulo o en una nota a pie de pagina, deberan
cumplir plenamente con los requisitos de autoria
recién sefialados. Los miembros del grupo que no
cumplan con dichos criterios seran mencionados,
con su autorizacion, en la seccion de
agradecimientos o en un apéndice (véase
“Agradecimientos”).

El orden en que figuran los autores debe reflejar
una decision conjunta de éstos. Como los autores
se suelen enumerar de distintas maneras, el
significado del orden en que aparecen no puede
deducirse con exactitud a menos que ellos mismos
lo enuncien explicitamente. Para tal efecto, tal vez
deseen agregar, en una nota a pie de pagina, la
explicacion sobre el orden de enumeracion. Al
decidir acerca de dicho orden, los autores tendran
presente que muchas revistas imponen un limite
al nimero de autores que figuran en el indice de
materias y que, cuando hay mas de 25 autores, la
Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados
Unidos incluye en MEDLINE tan solo los nombres
de los 24 primeros mas el del ultimo.

Resumen y palabras clave

La segunda péagina incluird un resumen (que no
sobrepasara las 150 palabras de extension si es
un resumen ordinario o las 250 si es uno
estructurado). En €l indicaran los propositos del
estudio o investigacion; los procedimientos
basicos (seleccion de los sujetos o los animales
de laboratorio incluidos en el estudio; métodos
de observacion y analisis); los hallazgos mas
importantes (proporcionense datos especificos y,
de ser posibles, su significacion estadistica), y las
conclusiones principales. Hagase hincapié en los
aspectos nuevos e importantes del estudio o las
observaciones.

A continuacién del resumen agréguense,
debidamente rotuladas, de 3 a 10 palabras o frases
cortas clave que ayuden a los indizadores a
clasificar el articulo, las cuales se publicaran junto
con el resumen. Utilicense para este proposito los
términos de la lista “Medical Subject Headings”
(MeSH) [Encabezamientos de temas médicos] del
Index Medicus; en ¢l caso de términos de reciente
aparicion que todavia no figuren en dicha lista,
podran usarse las expresiones corrientes.
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Introduccion

Exprese el proposito del articulo y resuma el
fundamento 16gico del estudio u observacion.
Menciones las referencias estrictamente
pertinentes y no incluya datos ni conclusiones del
trabajo que estd dando a conocer.

Métodos

Describa claramente la forma como se
seleccionaron los sujetos observados o que
participaron en los experimentos (pacientes o
animales de laboratorio, incluidos los testigos).

Identifique la edad, el sexo y otras caracteristicas
importantes de los sujetos. La definicion y la
pertinencia de la raza o el grupo étnico son
ambiguos. Los autores deberan ser particularmente
cuidadosos con respecto a usar estas categorias.

Identifique los métodos, los aparatos (nombre y
direccion del fabricante entre paréntesis) y los
procedimientos con detalles suficientes para que
otros investigadores puedan reproducir los
resultados. Proporcione referencias de los métodos
acreditados, incluidos los de indole estadistica
(véase mas adelante); dé referencias y explique
brevemente los métodos ya publicados pero que
no son bien conocidos; describa los métodos
nuevos o que han sido sustancialmente
modificados, manifestando las razones por las
cuales se usaron y evaluando sus limitaciones.
Identifique exactamente todos los medicamentos
y productos quimicos utilizados, sin olvidar
nombres genéricos, dosis y vias de administracion.

Los informes de ensayos clinicos aleatorizados
deberan presentar informacion sobre todos los ele-
mentos importantes del estudio, como son el pro-
tocolo (poblacion de estudio, intervenciones o
exposiciones, resultados y el fundamento l6gico
del analisis estadistico), asignacion de interven-
ciones (métodos de aleatorizacion, ocultamiento
de la asignacion a los grupos de tratamiento) y
método de enmascaramiento (método ciego).

Los autores que presenten manuscritos de revi-
sion incluiran una seccion en la que se describan
los métodos utilizados para localizar, seleccionar,
extraer y sintetizar los datos. Estos métodos se
mencionaran también en forma sindptica en el
resumen.

Etica. Cuando informe sobre experimentos en
seres humanos, sefiale si los procedimientos se-
guidos estuvieron de acuerdo con las normas éti-
cas del comité (institucional o regional) que su-
pervisa la experimentacion en seres humanos o
con la Declaracion de Helsinki de 1975, modifi-
cada en 1983. No utilice el nombre de los pacien-
tes, sus iniciales ni los codigos hospitalarios, es-
pecialmente en el material ilustrativo. Cuando
dé a conocer experimentos con animales, men-
cione si se cumplieron las normas de la institu-
cion, las de un consejo nacional de investigacion
o cualquier ley nacional acerca del cuidado y el
uso de animales de laboratorio.

Estadistica. Describa los métodos estadisticos con
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detalles suficientes para que el lector versado en
el tema y que tenga acceso a los datos originales
pueda verificar los resultados presentados. Siem-
pre que sea posible, cuantifique los resultados y
preséntelos con indicadores apropiados de error o
incertidumbre de la medicion (por ej., intervalos
de confianza). No dependa exclusivamente de las
pruebas de comprobacion de hipotesis estadisti-
cas, tales como el uso de los valores P, que no
transmiten informacion cuantitativa importante.
Analice la elegibilidad de los sujetos de experi-
mentacion. Proporcione los detalles del proceso
de aleatorizacion. Describa los medios utilizados
para enmascarar las observaciones (método cie-
g0), indicando los resultados que dieron. Infor-
me sobre las complicaciones del tratamiento.
Especifique el nimero de observaciones. Men-
cione las pérdidas de sujetos de observacion (por
¢j., las personas que abandonan un ensayo clini-
co). Siempre que sea posible, las referencias so-
bre el disefio del estudio y los métodos estadisti-
cos utilizados seran de trabajos vigentes (indican-
do el nimero de las paginas), y no de los articulos
originales donde se describieron por vez primera.
Especifique cualquier programa de computacion
de uso general que se haya empleado.

Las descripciones generales de los métodos utili-
zados deben aparecer en la seccion de métodos.
Cuando resuma los datos en la seccion de resulta-
dos, especifique los métodos estadisticos que se
emplearon para analizarlos. Limite el nimero de
cuadros y figuras al minimo necesario para expli-
car el tema central del articulo y para evaluar los
datos en que se apoya. Use graficas en vez de
cuadros subdivididos en muchas partes; no du-
plique los datos en las graficas y los cuadros. Evite
el uso no técnico de términos de la estadistica,
tales como «al azar» (que entrafa el empleo de un
método de aleatorizacion), «normaly, «significa-
tivoy, correlaciones» y «muestray. Defina los tér-
minos, las abreviaturas y la mayor parte de los
simbolos estadisticos.

Resultados

En el texto, los cuadros y las ilustraciones, presen-
te los resultados siguiendo una secuencia logica.
No repita en el texto todos los datos de los cuadros
ni de las ilustraciones; destaque o resuma tan solo
las observaciones importantes.

Discusion

Haga hincapié en los aspectos nuevos e impor-
tantes del estudio y en las conclusiones que se
derivan de ellos. No repita con pormenores los
datos u otra informacion ya presentados en las
secciones de introduccion y de resultados. Expli-
que en la seccion de discusion el significado de
los hallazgos y sus limitaciones, incluidas sus
implicaciones para la investigacion futura. Rela-
cione las observaciones con otros estudios perti-
nentes.

Establezca el nexo entre las conclusiones y los
objetivos del estudio, pero absténgase de hacer
afirmaciones generales y extraer conclusiones que
no estén completamente respaldadas por los da-
tos. En particular, los autores evitaran hacer afir-

maciones sobre los beneficios y los costos econo-
micos, a menos que su manuscrito incluya datos
y analisis economicos. No reclame ningun tipo
de precedencia ni mencione trabajos que no estén
terminados. Proponga nuevas hipdtesis cuando
haya justificacion para ello, pero identificando-
las claramente como tales. Cuando sea apropia-
do, puede incluir recomendaciones.

Agradecimientos

En un lugar adecuado del articulo (como nota al
pie de la primera pagina o como apéndice del tex-
to; véanse los requisitos de la revista) uno o va-
rios enunciados especificaran lo siguiente: 1) las
colaboraciones que deben ser reconocidas pero
que no justifican la autoria, tales como el apoyo
general del jefe del departamento; 2) el reconoci-
miento por la ayuda técnica recibida; 3) el agra-
decimiento por el apoyo financiero y material,
especificando la indole del mismo; y 4) las rela-
ciones que puedan suscitar un conflicto de intere-
ses (véase «Conflicto de intereses»).

Las personas que colaboraron intelectualmente en
el articulo pero cuya participacion no justifica la
autoria pueden ser citadas por su nombre, afia-
diendo su funcion o tipo de colaboracion; por
ejemplo, «asesoramiento cientifico», «examen
critico de la propuesta para el estudio», «recolec-
cion de los datos» o «participacion en el ensayo
clinico». Estas personas tendran que conceder su
permiso para ser nombradas. Los autores se
responsabi-lizardn de obtener la autorizacion por
escrito de las personas mencionadas por su nom-
bre en los agradecimientos, pues los lectores pue-
den inferir que estas respaldan los datos y las con-
clusiones.

El reconocimiento por la ayuda técnica recibida
figurard en un parrafo separado de los testimo-
nios de gratitud por otras contribuciones.

Referencias

Numere las referencias consecutivamente siguien-
do el orden en que se mencionan por primera vez
en el texto. En este, en los cuadros y en los pies o
epigrafes de las ilustraciones, las referencias se
identificaran * mediante nimeros arabigos entre
paréntesis. Las referencias citadas solamente en
cuadros o ilustraciones se numeraran siguiendo
una secuencia que se establecera por la primera
mencion que se haga en el texto de ese cuadro o
esa figura en particular.

Emplee el estilo de los ejemplos que aparecen mas
adelante, los cuales estan basados en el formato
que la Biblioteca Nacional de Medicina de los
Estados Unidos usa en el Index Medicus. Abre-
vie los titulos de las revistas de conformidad con
el estilo utilizado en dicha publicacion. Consulte
la List of Journals Indexed in Index Medicus [Lis-
ta de revistas indizadas en Index Medicus], que
se publica anualmente como parte del numero de
enero y como separata. La lista se puede obtener
asimismo en el sitio que la biblioteca mantiene
en la World Wide Web (http://www.nlm.nih.gov).

Absténgase de utilizar los resimenes como refe-
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rencias. Las referencias a articulos que han sido
aceptados pero que todavia no se publican se de-
signaran como «en prensa» o «de proxima apari-
ciony; los autores obtendran por escrito el permi-
so0 para citar dichos articulos y también la verifi-
cacion de que han sido aceptados para publica-
cion. La informacion proveniente de manuscri-
tos presentados para publicacion pero atin no acep-
tados se citara en el texto como «observaciones
inéditasy», con el permiso correspondiente de la
fuente.

No cite una «comunicacion personal» a menos que
aporte informacion esencial que no pueda
obtenerse de una fuente publica; en ese caso, el
nombre de la persona y la fecha de la comunica-
cion apareceran entre paréntesis en el texto. En
el caso de articulos cientificos, los autores debe-
ran obtener el permiso de la fuente y su confirma-
cion de la exactitud de la comunicacion personal,
ambos por escrito.

Los autores verificaran las referencias cotejando-
las contra los documentos originales.

El estilo de los requisitos uniformes (estilo de
Vancouver) se basa en gran medida en una norma
de estilo ANSI adaptada por la Biblioteca Nacio-
nal de Medicina (NLM) para sus bases de datos.
En los ejemplos que siguen se han agregado no-
tas cuando el estilo de Vancouver difiere del esti-
lo que actualmente utiliza la NLM.

Articulos de revista

1. Articulo de revista ordinario

Enumere los primeros seis autores y afiada la ex-
presion «et al.»

(Nota: La NLM incluye ahora hasta 25 autores; si
hay mas de 25, enumera los primeros 24, conti-
nuacion el ultimo autor y luego agrega «et al.»)

Vega KJ, Pina I, Krevsky B. Heart transplantation
is associated with an increased risk for
pancreatobiliary disease. Ann Intern Med 1996
Jun 1;124(11):980-3.

Optativamente, si se utiliza la paginacion conti-
nua a lo largo de un volumen (como hacen mu-
chas revistas médicas), se pueden omitir el mes y
el numero.

(Nota: Para respetar la uniformidad, en todos los
ejemplos que se presentan en los requisitos uni-
formes se aplica esta opcion. La NLM, sin em-
bargo, no usa dicha opcion.)

Vega KJ, Pina 1, Krevsky B. Heart transplantation
is associated with an increased risk for
pancreatobiliary disease. Ann Intern Med
1996;124:980-3.

Mas de seis autores:

Parkin DM, Clayton D, Black Rj, Masuyer E,
Friedl HP, Ivanov E, el al. Childhood leukaemia
in Europe after Chernobyl: 5 year follow-up. BrJ
Cancer 1996;73:1006-12.
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2. Organizacién como autor

The Cardiac Society of Australia and New
Zealand. Clinical exercise stress testing. Safety
and performance guidelines. Med J Aust
1996;164:282-4.

3. No se indica el nombre del autor
Cancer in South Africa [editorial]. S Afr Med J
1994;84:15.

4. Articulo en idioma extranjero!

(Nota: La NLM traduce el titulo al inglés, lo en-
cierra entre corchetes y le agrega la abreviatura
correspondiente al idioma original).

Ryder TE, Haukeland EA, Solhaug JH. Bilateral
infrapatellar seneruptur hos tidligere frisk kvinne.
Tidsskr Nor Laegeforen 1996; 116:41-2.

5. Suplemento de un volumen

Shen HM, Zhang QF. Risk assessment of nickel car-
cinogenicity and occupational lung cancer. Environ
Health Perspect 1994;102 Suppl 1:275-82.

6. Suplemento de un nimero

Payne DK, Sullivan MD, Massie Mj. Women’s
psychological reactions to breast cancer. Semin
Oncol 1996;23(1 Suppl 2): 89-97.

7. Parte de un volumen

Ozben T, Nacitarhan S, Tuncer N. Plasma and urine
sialic acid in non-insulin dependent diabetes mellitus.
Ann Clin Biochem 1995;32(Pt 3):303-6.

8. Parte de un nimero

Poole GH, Mills SM. One hundred consecutive
cases of flap lacerations of the leg in ageing pa-
tients. N Z Med J 1994;107(986 Pt 1):377-8.

9. Ndmero sin volumen

Turan 1, Wredmark T, Fellander-Tsai L.
Arthroscopic ankle arthrodesis in rheumatoid ar-
thritis. Clin Orthop 1995;(320): 110-4.

10. Sin nGmero ni volumen

Browell DA, Lennard TW. Immunologic status
of the cancer patient and the effects of blood trans-
fusion on antitumor responsos. Curr Opin Gen
Surg 1993:325-33.

11. Paginacion en nimeros romanos

Fisher GA, Sikic BI. Drug resistance in clinical
oncology and hematology. Introduction. Hematol
Oncol Clin North Am 1995 Apr;9(2):xi-xii.

12. Indicacion del tipo de articulo, segln corres-
ponda

Enzensber er W, Fischer PA. Metronome in
Parkinson,s disease [carta]. Lancet
1996;347:1337.

Clement J, De Bock R. Hematological complica-
tions of hantavirus nephropathy (HVN) [resumen].
Kidney Int 1992;42:1285.

13. Articulo que contiene una retractacion

Garey CE, Schwarzman AL, Rise ML, Seyfried
TN. Ceruloplasmin gene defect associated with
epilepsy in EL mice [retractacion de Garey CE,
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Schwarzman AL, Rise ML, Seyfried TN. En: Nat
Genet 1994;6:426-31]. Nat Genet 1995;11: 104.

14. Articulo retirado por retractacion

Liou GI, Wang M, Matragoon S. Precocious IRBP
gene expression during mouse development
[retirado por retractacion en Invest Ophthalmol
Vis Sci 1994;35:3127]. Invest Ophthalmol Vis
Sci 1994;35:1083-8.

15. Articulo sobre el que se ha publicado una fe
de erratas

Hamlin JA, Kahn AM. Herniography in symp-
tomatic patients following inguinal hernia repair
[se publica una fe de erratas en West J Med
1995;162:278]. West j Med 1995; 162:28-31.

Libros y otras monografias

(Nota: Con anterioridad, el estilo de Vancouver
indicaba, incorrectamente, que entre la editorial
y la fecha debia ir una coma en vez de punto y
coma, como debe ser).

16. Individuos como autores

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leader-
ship. skills for nurses. 2nd ed. Albany (NY):
Delmar Publishers; 1996.

17. Directores (““editores’), compiladores como
autores

Norinan 1J, Redfern SJ, editors. Mental health
care for elderly people. New York: Churchill
Livingstone; 1996.

18. Organizacion como autor y editorial
Institute of Medicine (US). Looking at the future
of the Medicaid program. Washington: The Insti-
tute; 1992.

19. Capitulo de libro
(Nota: Con anterioridad, el estilo de Vancouver
prescribia el uso de dos puntos en vez de la letra p
antes de las paginas.)

Phillips SJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke.
En: Laragh JH, Brenner BM, editors. Hyperten-
sion: pathophysiology, diagnosis, and manage-
ment. 2nd ed. New York: Raven Press; 1995. p.
465-78.

20. Actas de conferencias

Kimura j, Shibasaki H, editors. Recent advances
in clinical neurophysiology, Proceedings of the
10th International Congress of EMG and Clinical
Neurophysiology; 1995 Oct 15-19; Kyoto, Japan.
Amsterdam: Elsevier; 1996.

21. Articulo presentado en una conferencia

Bengtsson S, Tolheim BG. Enforcement of data
protection, privacy and security in medical
informatics. En: Lun KC, Degoulet P, Piemme
TE, Rienhoff 0, editors. MEDINFO 92. Proceed-

! Evidentemente, «extranjero» se entiende aqui en rela-
cion con el idioma inglés, pues los ejemplos de referen-
cias bibliograficas se han trasladado directamente del ori-
ginal, sin adaptarlos. [N. del t.]
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ings of the 7th World Congress on Medical
Informatics; 1992 Sep 6-10; Geneva, Switzerland.
Amsterdam: North-Holland; 1992. p. 1561-5.

22. Informe cientifico o técnico

Publicado por la institucion financiadora o
patrocinadora:

Smith P, Golladay K. Payment for durable medi-
cal equipment billed during skilled nursing facil-
ity stays. Final report. Dallas (TX): Dept. of
Health and Human Services (US), Office of Evalu-
ation and Inspections; 1994 Oct. Report No.:
HHSIGOE169200860.

Publicado por la institucion ejecutora:

Field MjJ Tranquada RE, Feasley JC, editors.
Health services research: work force and educa-
tional issues. Washington: National Academy
Press; 1995. Contract No.: AHCPR282942008.
Sponsored by the Agency for Health Care Policy
and Research.

23. Tesis doctoral

Kaplan SJ. Post-hospital home health care: the
elderly’s access and utilization [tesis doctoral]. St.
Louis (MO0): Washington Univ.; 1995.

24. Patente

Larsen CE, Trip R, johnson CR, inventors;
Novoste Corporation, titular. Methods for proce-
dures related to the electrophysiology of the heart.
US patent 5,529,067. 1995 jun 25.

Otros trabajos publicados

25. Articulo de periddico

Lee C. Hospitalizations tied to ozone pollution:
study estimates 50,000 admissions annually. The
Washington Post 1996 Jun 21; Sect. A:3 (col. 5).

26. Material audiovisual
HIV+/AIDS: the facts and the future [videocas-
sette]. St. Louis (M0): Mosby-Year Book; 1995.

27. Documentos legales

Ley publica:

Preventive Health Amendments of 1993, Pub. L.
No. 103-183, 107 Stat. 2226 (Dec. 14, 1993).

Proyecto de ley sin sancionar:
Medical Records Confidentiality Act of 1995, S.
1360, 104th Cong., 1 st Sess. (1995).

Codigo de normas federales:
Informed Consent, 42 C.F.R. Sect. 441.257
(1995).

Audiencia:

Increased Drug Abuse: the Impact on the Nation’s
Emergency Rooms: Hearings Before the
Subcomm. on Human Resources and Intergovern-
mental Relations of the House Comm. on
Goverment Operations, 103rd Cong., Ist Sess.
(May 26,1993).

28. Mapa

North Carolina. Tuberculosis rates per 100,000
population, 1990 [mapa demografico]. Raleigh:
North Carolina Dept. of Environment, Health, and
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Natural Resources, Div. of Epidemiology; 1991.

29. Libro de la Biblia

The Holy Bible. King James version. Grand Rap-
ids (MI): Zondervan Publishing House; 1995.
Ruth 3:1-18.

30. Diccionarios y obras de consulta semejantes
Stedman’s medical dictionary. 26th ed. Baltimore:
Williams & Wilkins; 1995. Apraxia; p.119-20.

31. Obras clasicas

The Winter’s Tale: act 5, scene 1, lines 13-16. The
complete works of William

Shakespeare. London: Rex; 1973.

Trabajos inéditos

32. En prensa

(Nota: La NLM prefiere referirse a estos trabajos
como «en preparacién» [forthcoming] porque no
todos se publicaran impresos.)

Leshner Al. Molecular mechanisms of cocaine
addiction. N Engl J Med. En prensa 1996.

Material en soporte electrénico

33. Articulo de revista en formato electronicoo
Morse SS. Factors in the emergence of infectious
diseases. Emerg Infect Dis [publicacion periddica
en linea] 1995 jan-mar [citada 1996 jun
51;1(1):[24 pantallas]. Se consigue en: URL: http:/
/www.cdc.gov/ncidod/EID/ eid.htm

34. Monografia en formato electrénico

CDI, clinical dermatology illustrated [monografia
en CD-ROM]. Reeves JRT, Maibach H. CMEA
Multimedia Group, producers. 2nd ed. Version
2.0. San Diego: CMEA; 1995.

35. Fichero de computadora

Hemodynamics 111: the ups and downs of
hemodynamics [programa de computadora].
Version 2.2. Orlando (FL): Computerized
Educational Systems; 1993.

Cuadros

Mecanografie o imprima cada cuadro a doble es-
pacio y en hoja aparte. No presente los cuadros
en forma de impresiones fotograficas. Numére-
los consecutivamente siguiendo el orden en que
se citan por primera vez en el texto, y asigne un
titulo breve a cada uno. Cada columna llevara un
encabezamiento corto o abreviado. Las explica-
ciones iran como notas al pie y no en el encabeza-
miento. En las notas al pie se explicaran todas las
abreviaturas no usuales empleadas en cada cua-
dro. Como llamadas para las notas al pie, utilicense
los simbolos siguientes en la secuencia que se in-
dica: *, 1, I, |, **, 1, 1i.

Identifique las medidas estadisticas de variacion,
tales como la desviacion estandar y el error
estandar de la media.

No trace lineas horizontales ni verticales en el in-
terior de los cuadros.

Cercidrese de que cada cuadro aparezca citado
en el texto.

Si incluye datos publicados o inéditos provenien-
tes de otra fuente, obtenga la autorizacion nece-
saria para reproducirlos y conceda el reconoci-
miento cabal que corresponde.

Incluir un numero excesivo de cuadros en rela-
cion con la extension del texto puede ocasionar
dificultades al confeccionar las paginas. Exami-
ne varios nameros recientes de la revista a la que
planea presentar el articulo y calcule cuantos cua-
dros pueden incluirse por cada millar de palabras
de texto.

Al aceptar un articulo, el director podra recomen-
dar que los cuadros suplementarios que contie-
nen datos de respaldo importantes, pero que son
muy extensos para publicarlos, queden deposita-
dos en un servicio de archivo, como el Servicio
Nacional de Publicaciones Auxiliares en los Es-
tados Unidos, o que sean proporcionados por los
autores a quien lo solicite. En tal caso, se agrega-
ra en el texto la nota informativa necesaria. Di-
chos cuadros se presentaran junto con el articulo
para su consideracion.

llustraciones (figuras)

Envie los juegos completos de figuras en el nu-
mero requerido por la revista. Las figuras estaran
dibujadas y fotografiadas en forma profesional;
no se aceptaran los letreros trazados a mano o con
maquina de escribir. En lugar de los dibujos, ra-
diografias y otros materiales de ilustracion origi-
nales, envie impresiones fotograficas en blanco y
negro, bien contrastadas, en papel satinado y que
midan 127 x 173 mm, sin exceder de 203 x 254
mm. Las letras, nimeros y simbolos seran claros
y uniformes en todas las ilustraciones; tendran,
ademas, un tamaio suficiente para que sigan sien-
do legibles incluso después de la reduccion nece-
saria para publicarlos. Los titulos y las explica-
ciones detalladas se incluiran en los pies o epi-
grafes, no sobre las propias ilustraciones.

Al reverso de cada figura pegue una etiqueta de
papel que lleve anotados el nimero de la figura,
el nombre del autor y cual es la parte superior de
la misma. No escriba directamente sobre el dorso
de las figuras ni las sujete con broches para pa-
pel, pues quedan marcadas. Las figuras no se
doblaran ni se montaran sobre carton.

Las fotomicrografias incluiran en si mismas un
indicador de la escala. Los simbolos, flechas y
letras usados en éstas deberan contrastar claramen-
te con el fondo.

Si se usan fotografias de personas, estas no debe-
ran ser identificables; de lo contrario, habra que
anexar un permiso por escrito para poder utilizar-
las (véase la seccion «Proteccion del derecho de
los pacientes a que se respete su vida privaday).

Las figuras se numeraran en forma consecutiva
de acuerdo con su primera mencion en el texto.
Si la figura ya fue publicada, se reconocera la fuen-
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te original y se presentara la autorizacion por es-
crito que el titular de los derechos de autor conce-
de para reproducirla. Este permiso es necesario,
independientemente de quien sea el autor o la
editorial; la tinica salvedad son los documentos
considerados como de dominio publico.

En el caso de las ilustraciones en color, averigiie
si la revista necesita negativos, transparencias en
positivo o impresiones fotograficas. La inclusion
de un diagrama en el que se indique la parte de la
fotografia que debe reproducirse puede resultar
util ala redaccion. Algunas revistas publican ilus-
traciones en color Uinicamente si el autor paga el
costo extra.

Pies o epigrafes de las ilustraciones

Los pies o epigrafes de las ilustraciones se meca-
nografiaran o imprimiran a doble espacio, comen-
zando en hoja aparte e identificandolos con los
numeros arabigos correspondientes. Cuando se
utilicen simbolos, flechas, nimeros o letras para
referirse a ciertas partes de las ilustraciones, sera
preciso identificar y aclarar el significado de cada
uno en el pie o epigrafe. En las fotomicrografias
habra que explicar la escala y especificar el méto-
do de tincion.

Unidades de medida

Las medidas de longitud, talla, peso y volumen se
expresaran en unidades del sistema métrico deci-
mal (metro, kilogramo, litro, etc.) o sus multiples
y submultiplos.

de BioanalistasEspecialistas

Informacién para los autores

Las temperaturas se consignaran en grados
Celsius. Los valores de presion arterial se indica-
ran en milimetros de mercurio.

Todos los valores hematicos y de quimica clinica
se presentaran en unidades del sistema métrico
decimal y de acuerdo con el Sistema Internacio-
nal de Unidades (SI). La redaccion de la revista
podra solicitar que, antes de publicar el articulo,
los autores agreguen unidades alternativas o dis-
tintas de las del SL

Abreviaturas y simbolos

Utilice Gnicamente abreviaturas corrientes. Evi-
te las abreviaturas en el titulo y el resumen. Cuan-
do se emplee por primera vez una abreviatura en
el texto, ira precedida del término completo, sal-
vo si se trata de una unidad de medida comun.

Envio del manuscrito a la revista

Envie por correo el numero requerido de copias
del manuscrito en un sobre de papel resistente; si
es necesario, proteja las copias y las figuras me-
tiéndolas entre dos hojas de carton para evitar que
las fotografias se doblen. Meta las fotografias y
transparencias en su propio sobre de papel resis-
tente.

Los manuscritos iran acompafados de una carta
de envio firmada por todos los coautores. Es pre-
ciso incluir en ella lo siguiente: 1) informacion
acerca de la publicacion previa o duplicada, o
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sobre la presentacion de cualquier parte del tra-
bajo a otra revista, segun lo expresado lineas arri-
ba; 2) una manifestacion de las relaciones finan-
cieras o de otro tipo que pudieran dar lugar a un
conflicto de intereses (véase mas adelante); 3) una
declaracion de que el manuscrito ha sido leido y
aprobado por todos los autores, que se ha cumpli-
do con los requisitos de la autoria expuestos ante-
riormente en el presente documento y que cada
autor esta convencido de que el manuscrito re-
presenta un trabajo honrado; y 4) el nombre, la
direccion y el niimero telefonico del autor corres-
ponsal, quien se encargara de comunicarse con
los demas autores en lo concerniente a las revi-
siones y a la aprobacion final de las pruebas de
imprenta. La carta-incluira cualquier informacion
suplementaria que pueda resultar util para el di-
rector, tal como el tipo de articulo que el manus-
crito representa para esa revista en particular y si
el autor (o los autores) estaria dispuesto a sufra-
gar el costo de reproducir las ilustraciones en co-
lor.

El manuscrito se acompafiara de copias de los
permisos concedidos para reproducir material ya
publicado, para usar ilustraciones o revelar infor-
macion sobre individuos que puedan ser identifi-
cados, o para agradecer a ciertas personas su co-
laboracion.
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