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EDITORIAL

Nuevamente este volumen aparece durante la realizacion de XV Congreso Venezolano de Bioa-
nélisis (2012), nuestro maximo evento cientifico donde pasaremos 4 dias actualizando nuestros
conocimientos, compartiendo con los amigos y haciendo nuevas amistades.

Es importante destacar, que cada dia los requerimientos de los laboratorios clinicos son mas exi-
gentes, se disponen de nuevas herramientas diagnosticas imprescindibles en el manejo de las en-
fermedades, de contar con resultados confiables que ayuden favorablemente en la toma de decisio-
nes, marcando una tendencia global a validar metodologias de diagndstico, estandarizar sistemas
de reporte, implementar sistemas de gestion de la calidad y contar con sistemas de evaluaciéon ob-
jetiva de la competencia técnica como lo es la acreditacion, de ésta manera, demostrando el aporte
del laboratorio en el diagndstico, tratamiento, prondstico y medicion de riesgo.

Esto motivo a la Junta Directiva de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas, a desarro-
llar un diplomado en Gestion de la Calidad en el Laboratorio Clinico y en este afio 2012, vamos por
la realizacion del 2do grupo en el Diplomado de Bacteriologia Clinica. Lo antes expuesto, apunta
hacia un nuevo modelo de Sociedad Cientifica, en donde es indispensable la actualizaciéon y la
excelencia del Profesional de Bioandlisis, que a la vez estimulan la investigacion en las diferentes
areas de especializacion y de ahi la generacién de publicaciones cientificas que nutran nuestro im-
portante 6rgano de divulgacion cientifica.

Queremos destacar las actividades realizadas por la Junta Directiva de la Sociedad Venezolana de
Bioanalistas Especialistas y al Comité Organizador del XIV Congreso Venezolano de Bioanalisis
(2010), en especial a su Presidente, Esp. Valmore Rodriguez. Gracias por el éxito alcanzado que
permitié resaltar nuestra Sociedad.

Dra. Ana Monzdn de Orozco
Presidenta de la SVBE.






TRIGLICERIDOS POSPRANDIALES Y SU RELACION CON LAS
ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

M= Fatima Garcés', Hilda Stekman', Afdokia Bisarini?>, Ramon Bricefio?, Adriana Rivas?,

Sinay Palma*, Ménica Zavala®, Francisco Hernandez®
Aprobado para publicaciéon marzo 2012. Publicado abril 2012

RESUMEN:

Introduccién: El estado posprandial constituye la condiciéon metabdlica habitual en la que se encuentra el ser humano diariamente.
Algunos sujetos presentan aumento de los triglicéridos totales y de las lipoproteinas ricas en triglicéridos definiéndose como hiperlipemia
posprandial, generando incrementos del estrés oxidativo, inflamacién y disfuncion vascular, ademds estd asociada con el riesgo de
enfermedad cardiovascular, que en los ltimos aflos se ha convertido en la principal causa de muerte en todo el mundo. Objetivo: Evaluar la
relacion entre los niveles de triglicéridos posprandiales de sujetos cardiépatas y accidente cerebrovascular (ACV) con sujetos aparentemente
sanos. Metodologia: Se estudiaron 56 sujetos de los cuales 32 eran aparentemente sanos (clasificados segtin sus resultados de triglicéridos
posprandiales en intolerantes a las grasas y tolerancia normal a las grasas), 11 con diagndstico de cardiopatia y 13 con diagnoéstico de
ACV. A cada paciente se les realiz6 una extraccion de sangre basal con 14 horas de ayuno, posteriormente se les suministré un desayuno de
aproximadamente 24gr de grasa (una empanada de queso y un café). Se tomé muestras para el estudio de los niveles de triglicéridos (basal
y posprandial 2 y 4 horas), colesterol total y sus fracciones, apolipoproteina Al y B-100, fibrindgeno y proteina C reactiva ultrasensible.
Se realizo TBARS para estimar los niveles de oxidacion de las LDL y la prueba de afinidad de las LDL a proteoglicanos. Mediante eco
doppler se evalué el complejo miointimal carotideo. Resultados: Los pacientes cardidpatas e intolerantes a las grasas tuvieron niveles de
triglicéridos por encima de los valores de referencia a las 2 y 4 horas después de comer (p< 0,001). Las LDL del grupo de cardidpatas y
ACYV presentaron mayor afinidad a proteoglicanos y mayor oxidacién que las LDL del grupo intolerante y normal (p< 0,001). La relacién
Col/HDL y LDL/HDL fue mayor en el grupo intolerante y cardiépatas, indicando un factor de riesgo de enfermedad cardiovascular.
Conclusion: La medicion de triglicéridos posprandiales pareciera ser un mejor predictor de riesgo cardiovascular que la medicion de los
mismos en ayuna, independientemente de los otros factores de riesgo cardiovascular.

Palabras claves: Hipertrigliceridemia posprandial, enfermedad cardiovascular, indices aterogénicos.

POSTPRANDIAL TRIGLYCERIDE AND THEIR RELATION
WITH THE CARDIOVASCULAR DISEASES

SUMMARY

Introduction: The postprandial nonfasting state is the usual metabolic condition in the human. Some individuals had increased total
triglycerides and triglyceride-rich lipoproteins, defined as postprandial hyperlipidemia, generating an increase in oxidative stress,
inflammation and vascular dysfunction also is associated with cardiovascular disease risk, which in recent years has become the leading
cause of death worldwide. Aim: Evaluate the relationship between postprandial triglyceride levels of subjects with heart disease and stroke
with apparently healthy subjects. Methods: We studied 56 subjects of whom 32 were apparently healthy (classified according to their
results of postprandial triglyceride in fat intolerant and normal tolerance to fat), 11 have diagnosis of heart disease and 13 with diagnosis
of stroke. From every patient, we withdrew blood after 14 hours of fasting as baseline, then were given a breakfast of about 24gr of fat
(a typical venezuelan breakfast, which consisted in a cheese emapana and a coffee). Samples were taken at basal time and 2 and 4 hours
postprandial to measure levels of triglicerides and also measure total cholesterol and its fractions, apolipoprotein A1 and B-100, fibrinogen
and C-reactive protein. TBARS was performed to estimate the levels of LDL oxidation and proof affinity of LDL to proteoglycans. To
evaluate the myointimal carotid complex we used a duplex Doppler echo. Results: Patients with heart disease and intolerance to fat had
triglyceride levels above baseline values at 2 and 4 hours after eating (p <0.001). The level of LDL in the group of heart disease and stroke
had higher affinity for proteoglycans and increased LDL oxidation than intolerant and normal group (p <0.001). The ratio Chol / HDL and
LDL / HDL was higher in the intolerant and heart disease, indicating a risk factor for cardiovascular disease. Conclusion: The postprandial
triglyceride measurement seems to be a better predictor of cardiovascular risk than measurement levels of triglyceride in fasting state,
independently of other cardiovascular risk factors.

Key words: Postprandial triglyceride, cardiovascular disease, atherogenic index
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Triglicéridos posprandiales y su relacion con las enfermedades cardiovasculares

Introduccion

La Organizacion Mundial de la Salud define las
enfermedades cardiovasculares (ECV) como
trastornos del corazén y de los vasos sanguineos,
entre los que se incluyen las cardiopatias
coronarias, los accidentes cerebrovasculares
(ACV), el aumento de la tensién arterial (HTA), las
cardiopatias congénitas y la insuficiencia cardiaca,
entre otros (1).

Las ECV son la principal causa de muerte en todo
el mundo, afectando de igual manera a hombres
como a mujeres, principalmente al 80% de los
habitantes en paises con ingresos bajos y medios;
ya que, carecen de acceso a métodos preventivos
que se implementan en los paises de ingresos
altos. Anualmente mueren mas personas por
dichas enfermedades que por cualquier otra causa.
Se calcula que en el 2005 murieron por ésta causa
17,5 millones de personas, representando un 30%
de todas las muertes registradas en el mundo. Se
calcula que en 2015 moriran cerca de 20 millones
de personas por ECV, sobre todo por cardiopatias
y accidentes cerebro vasculares (ACV), y se prevé
que sigan siendo la principal causa de muerte en
el mundo (2).

En Venezuela, México, Argentina y Brasil,
se encontr6 que la HTA, la obesidad y la
hipertrigliceridemia (triglicéridos superior a
150 mg/dL en sangre) se ubican entre los cinco
principales factores de riesgo de ECV (3). La
relacion entre esta ultima y la ECV se encuentra
aun en discusion. Recientemente se ha propuesto
que los remanentes de quilomicrones (QM)
las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)
presentes en el suero posprandial podrian jugar
un papel en el desarrollo de la aterosclerosis,
indicando asi que medir los niveles de triglicéridos
(TG) sin estar en ayunas puede ser mas efectivo
para evaluar estos riesgos (4).

Varios estudios han mostrado que después de
una comida grasa, los niveles de triglicéridos son
mayoresenlospacientesconenfermedad coronaria.
Esta anormalidad puede explicar porque algunos
individuos desarrollan arterosclerosis a pesar de
tener un perfil lipidico normal en ayuna. Este
sindrome de intolerancia a los triglicéridos se debe
a la imposibilidad de procesar las lipoproteinas
cargadas de triglicéridos, lo que aumenta el riesgo
arteriosclerético (5-7).

El incremento exagerado en el plasma de
las concentraciones de triglicéridos como
consecuencia del aumento del tiempo de
residencia de estas lipoproteinas transportadoras,
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se denomina lipemia postprandial (8).

Comunmente los TG son medidos de forma
rutinaria en ayunas debido a su metabolismo,
sin embargo, a excepcidon de las primeras horas
de la madrugada, la mayoria de los individuos
estan en el estado posprandial la mayor parte del
tiempo. La aterosclerosis puede ser un fenémeno
posprandial en el que las lipoproteinas remanentes
desempefian un papel dominante. Es por esto que
el presente estudio tiene como objetivo determinar
si el aumento de los niveles de TG posprandiales
puede ser un factor predictivo de riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares.

Métodos
Poblacién de estudio

La poblaciéon a estudiar estuvo conformada
por 56 sujetos, que voluntariamente aceptaron
participar en el estudio; veinticuatro (24) sujetos
conforman el grupo de casos, de estos once (11)
presentan diagndstico confirmado de accidente
cerebro vascular isquémico lateral (grupo ACV)
y trece (13) presentan diagndstico confirmado
de infarto al miocardio y/o angina de pecho
(grupo cardidpata). Treinta y dos (32) sujetos
aparentemente sanos conforman el grupo de
controles, de los cuales diecinueve (19) arrojaron
niveles de triglicéridos posprandiales dentro del
rango de referencia bioldgico (llamado grupo
con tolerancia normal a las grasas) y trece (13)
arrojaron niveles de triglicéridos posprandiales
por encima del rango de referencia bioldgico
(llamado grupo con intolerancia a las grasas o
intolerantes).

Normas de bioética

El protocolo del estudio se realiz6 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
y contd con el consentimiento informado de los
participantes en el estudio (9).

Obtencion de las muestras

A los sujetos se les tomdé 10 mL de sangre en
ayunas (14 horas aproximadamente), la muestra
fue extraida por puncidén venosa, previa asepsia
de la region anterior del brazo, y tomando las
medidas y consideraciones necesarias para evitar
la éxtasis venosa y hemolisis, las muestras fueron
repartidas en un tubo con anticoagulante EDTA
y un tubo sin anticoagulante. Posteriormente se
les suministr6 un desayuno que consistié en una
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Triglicéridos posprandiales y su relacion con las enfermedades cardiovasculares

(1) empanada con una carga de 20 gr de grasa y
un café con leche con una carga de 4 gr de grasa
(para un total de 24 gr de grasas) y bajo la misma
técnica se tomaron 10mL de sangre a las 2 horas y
10mL de sangre a las 4 horas posterior a la ingesta
de este alimento. La muestra fue centrifugada en
un lapso no mayor de 30 minutos a 3.000 g en una
centrifuga refrigerada a 4°C por 15 min. El suero
y el plasma fueron almacenados en alicuotas, a
-70°C hasta el analisis respectivo.

Determinaciones de laboratorio

Se determiné glucosa, colesterol y triglicéridos
en equipo automatizado Metrolab 2300 plus de
Wiener Lab. Electroforesis de colesterol en equipo
automatizado de Helena Laboratories SAS-1. Las
concentraciones de ApoAlyApoBse determinaron
usando un ensayo de Inmunodifusiéon radial,
empleando un kit comercial (LTA Apolipoproteina
Al y B RID). La concentracién plasmatica de
fibrindgeno se determiné mediante el equipo
automatizado Amelung Amax 190 (Siemens).
Empleando inmunoensayo enzimatico adsorbente
(ELISA), se determiné Proteina C Reactiva
ultrasensible (PCRus) (DRG International,
Marburg, Alemania).

Unién de LDL a los proteoglicanos arteriales
condrointin  sulfato (PGCS): Para realizar
el test previamente se aislaron las LDL por
ultracentrifugacion diferencial secuencial en una
Ultracentrifuga Sorvall modelo COMBI PLUS
(Dupont companies, New Town, Escocia). El efecto
de PGCS sobre LDL se midié de la siguiente forma:
La LDLy el PGCS fueron previamente equilibrados
en un tampon de baja fuerza idnica, compuesto
por Hepes 5 mM, NaCl 20 mM, CaCl2 4 mM,
MgCI2 2 mM pH 7,2 el cual se denominé tampoén
A. Seguidamente se determiné la reactividad de
las LDL por el proteoglicano arterial, de acuerdo
al método disenado por Camejo y col 1992 (10).
Para ello se midi6 la interaccién entre 1 mL
de proteoglicanos (que contienen 4 ug/mL de
hexuronato) con 50 pg de colesterol de LDL.

Oxidacion de las LDL por el método de TBARS:
La determinacion de sustancias reactivas
al dcido barbitirico representa los niveles
de malondialdehido, un producto final de
lipoperoxidacion. Se procedié de acuerdo al
método espectrofotométrico descrito por Wallin y
col, basado en la reaccion del dcido tiobarbiturico
(TBA) con el grupo aldehido del compuesto
malonaldehido, formando un aducto (TBA-MDA)
cromoforo rosado con un méaximo de absorcién a
532 nm (11).

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
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Se empleo Eco doppler para evaluar el complejo
miointimal carotideo.

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como media =+
una desviacion estandar (X + DS), se empled el
programa Excel 5.0 (Copyright MicrosoftOffice,
Washington, USA) para estadistica descriptiva.
Las comparaciones entre variables se hicieron
empleando la prueba “t” de Student, se considerd
estadisticamente significativo valores de p<0,05.

Resultados

En el estudio se incluyeron sujetos que acudieron
al Laboratorio de Ciencias Basicas y Aplicadas
de la Escuela de Bioanalisis de la UCV (n=32) y
pacientes del servicio de Cardiologia y Neurologia
del Hospital Universitario de Caracas-HUC (n=24)
para el periodo comprendido entre Abril 2010 a
Mayo 2011 conformando un total de 56 sujetos. El
grupo de sujetos aparentemente sanos se dividio
a su vez en tolerancia normal e intolerantes a
las grasas segun los resultados de triglicéridos
posprandiales (Figura 1).

ACY |
i INTOLERANTES
n=11 =13
20% e
R
CARDIGPATAS
n=13 _ TOLERANCIA
MORMAL
n=19

Ba%

Figura 1. Distribucion de pacientes segun el
grupo en estudio

En la tabla 2 se muestra un resumen de algunas
de las caracteristicas generales de los sujetos
que participaron en el estudio. Fumar, ingerir
bebidas  alcohdlicas, hipertension arterial se
consideran como factores de riesgo cardiovascular
independientes. Se observa que el consumo de
agentes hipolipemiantes es de 88% en los sujetos
cardidpatas y 100% en sujetos con ACV. A su vez
se obtuvo un mayor porcentaje de sujetos con
hipertension arterial en el grupo de cardidpatas
con un 83%, mientras que en el grupo ACV fue
de un 72%. El grupo con mayor porcentaje de
consumo de alcohol y fumadores se observé en los
pacientes con cardiopatias y ACV.
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Tabla 2: Caracteristicas Generales de los grupos
en estudio

Pardmetro Cardiopatas ~ ACV  Intolerantes Tolerancia
Normal

Edad en afios

(X+DS) 62+8 59+11 51+7 46+6

Fumadores

(%) 50 67 17 5

Consumo

de alcohol

(%) 29 50 17 11

Actividad fisica

(%) 58 8 58 39

Obesos

(%) 25 22 18 6

Tratamiento con

hipoglicemiantes

(%) 88 100 0 0

Hipertension

arterial

(%) 83 73 0 0

En la tabla 3 se presentan los pardametros
bioquimicos obtenidos para cada uno de los grupos
en estudio. Se observa que los niveles de glucosa se
encuentran por encima de los niveles de referencia
en el grupo de cardiépatas y ACV, mientras que
los grupos intolerantes y con tolerancia normal
se encuentran dentro de los valores de referencia.
En cuanto al colesterol se observo que el grupo
intolerante presenta los niveles mas elevados con
un valor de 206 + 35 mg/dL.

Sobre los niveles de triglicéridos podemos decir
que todos los grupos presentaron diferencias
estadisticamente significativas con respecto al
grupo con tolerancia normal. Solo los pacientes
cardidpatas presentaron niveles basales
ligeramente elevados (158 + 86 mg/dL).

Los niveles de Apolipoproteina Al para los

pacientes intolerantes, cardiopatas y con ACV no
mostraron diferencia significativa, comparados
con respecto al grupo con tolerancia normal y
los cuatro grupos presentaron valores ubicados
dentro del rango de referencia bioldgica.

Los niveles de Apolipoproteina B, si presentaron
diferencia estadisticamente significativa en
los tres grupos comparados con el grupo con
tolerancia normal, observdndose los niveles mads
elevados en el grupo de intolerantes (165,1 £ 35,0
mg/dL) seguidos del grupo de pacientes con ACV
(153,3 + 44,9 mg/dL), mientras que los pacientes
cardidpatas presentan valores que se acercan al
limite superior del rango de referencia.

Con respecto a la determinacién de los niveles
de fibrin6geno y PCRus se observa que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre los
sujetos cardidpatas e intolerantes con respecto
al grupo con tolerancia normal para ambos
parametros, sin embargo, podemos apreciar valores
significativamente elevados para fibrindégeno
y PCRus en el grupo de sujetos con ACV y sus
niveles séricos se encuentran por encima del rango
de referencia bioldgico.

En la figura 2 se observa que existe diferencia
significativa entre los niveles de triglicéridos
basales, a las 2 horas y 4 horas de todos los grupos
en estudio con respecto al grupo con tolerancia
normal (p< 0,001). Cabe destacar que tanto los
grupos intolerantes como cardidpatas los niveles
de triglicéridos a las 2 y 4 horas estan por encima
de los rangos de referencia.

En la figura 3 se muestra la relaciéon entre los
niveles de LDL y Apolipoproteina B. Al observar
los valores de colesterol, no se aprecié diferencia
significativa entre los grupos de estudio, sin
embargo, al analizar la relacion LDL/ApoB se
encuentra una diferencia significativa entre
el grupo de cardidopatas y el grupo de ACV con

Tabla 3: Parametros Bioquimicos de los grupos en estudio

Pardmetros Cardiopatas ACV Intolerantes Tolerancia Valor de referencia
N=13 N=11 N=13 Normal N=19

Glucosa (mg/dL) 109 £ 19 127 + 63 97+8 92+7 70 - 100

Colesterol (mg/dL) 160 + 39 183 +55 206 + 35 174 + 34 0-200

Triglicéridos (mg/dL) 158 + 86 *** 135 + 24 %% 130 £ 23 %% 79+ 32 30-150

Apo Al (mg/dL) 183,4 + 39,2 175,2 £ 36,8 196,2 £ 57,7 167,1 + 41,0 102 - 215

Apo B (mg/dL) 143,4 +29,9 % 153,3 +44,9* 165,1 + 35,0 ***  123,3 +35,6 60 - 145

Fibrinégeno (mg/dL) 282+ 66 391 £153** 245+ 52 258 + 58 180 - 350

PCRus (mg/L) 2,4+1,5 19,3 £ 13,4 % 4,8 £6,6 2,4+2,5 <5

Las variables son presentadas como la media + DS * p < 0,05 comparado con el grupo con tolerancia normal ** p < 0,01 comparado con el
grupo con tolerancia normal *** p < 0,001 comparado con el grupo con tolerancia normal
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respecto al grupo con tolerancia normal.
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Figura 2. Concentracion de Triglicéridos en

funcion del tiempo transcurrido después de la
ingesta de una comida estandar

oy |
oE |
o1
o
o |
o |
az
a1

a

Belscikin DL/ Apal

CARDOFATAYL WTOLIRANTEL TOLERANCLA

KNORSAL|
= pe 0,05 com eetpacto 8l grups con blemnca nomal

Figura 3. Relacion LDL/Apolipoproteina B en los
grupos de estudio.

En la figura 4 se observa que hay una mayor afinidad de
las LDL por los proteoglicanos en los grupos cardiopatas
y ACV con respecto a los grupos intolerantes y con
tolerancia normal, siendo esta estadisticamente
significativa.

En la figura 5 se observa que las LDL de los sujetos de los
grupos cardidpatas y ACV estan mas oxidadas que la de
los grupos intolerantes y con tolerancia normal.

En la figura 6 observamos que los grupos de cardidpatas
e intolerantes tienen una relacién ColT/HDL aumentada
estadisticamente significativa en comparaciéon con el
grupo de ACV y con tolerancia normal. Asi mismo
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se observa que el grupo de intolerantes presenta una
relacion LDL/HDL mayor con respecto al resto de los
grupos.
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Tabla 4: Riesgo Relativo (RR) para los grupos en estudio

Intolerantes Tolerancia normal RR (IC 95%) p
n=13 n=19
Rel Col/HDL > 5 10 2 5,6(1,9-13,6)  0,001***
Rel Col/HDL < 5 3 17
Intolerantes Tolerancia normal RR (IC 95%) p
n=13 n=19
Rel LDL/HDL > 3,6 8 1 3,7(1,5-5,2) 0,004**
Rel LDL/HDL < 3,6 5 16
ACV Tolerancia normal RR (IC 95%) p
n=11 n=19
Rel Col/HDL > 5 5 2 2,7(0,9-5,0) ns
Rel Col/HDL <5 6 17
ACV Tolerancia normal RR (IC 95%) P
n=11 n=19
Rel LDL/HDL > 3,6 4 1 2,6(0,8-3,8) ns
Rel LDL/HDL < 3,6 7 16
Cardidpatas Tolerancia normal RR (IC 95%) p
n=13 n=19
Rel Col/HDL > 5 7 2 3,0(1,2-5,0) 0,023*
Rel Col/HDL < 5 6 17
Cardidpatas Tolerancia normal RR (IC 95%) p
n=13 n=19
Rel LDL/HDL > 3,6 7 1 3,2(1,3-4,3) 0,012*

ns no significativo. * p < 0,05 comparado con el grupo con tolerancia normal. ** p < 0,01 comparado con el grupo con tolerancia normal.

*** p < 0,001 comparado con el grupo con tolerancia normal.

En la tabla 4 se muestran los valores de Riesgo
Relativo (RR) para la relacion Colesterol Total/
HDL y LDL/HLD para los grupos en estudio con
un intervalo de confianza del 95%.

En la figura 7, se muestra la dimensién del
complejo miointimal. Se observa que el grupo de
cardiépatas y ACV presenta un grosor miointimal
mayor que el grupo con tolerancia normal
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Figura 7. Dimension del complejo miointimal.
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Discusion

Las enfermedades cardiovasculares son la principal
causa de muerte a nivel mundial. Los ataques al
corazdn y los accidentes cerebrovasculares suelen
ser fendmenos agudos que se deben sobre todo
a obstrucciones que impiden que fluya la sangre
hacia el corazén o el cerebro. La causa mas
frecuente es la formacion de depositos de grasa en
las paredes de los vasos sanguineos que irrigan el
corazén o el cerebro (12).

El concepto clasico dela aterosclerosis ha cambiado
desde el modelo en el que el metabolismo lipidico
juega el rol principal al de una enfermedad
inflamatoria. La aterosclerosis involucra los
mecanismos de la inmunidad celular y humoral.
La disfuncién del endotelio vascular y la retencion
de lipoproteinas en la intima arterial, han sido
sefialadas como los eventos mas tempranos en
la aterogénesis, promoviendo la liberacién de
citoquinas y quimoquinas que contribuyen al
reclutamiento de leucocitos. Los proteoglicanos
de la intima arterial, retienen y modifican las
lipoproteinas aumentando su tasa de fagocitosis
en macréfagos, mediada en su mayoria por los
receptores scavenger clase A y clase B en el caso de
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las lipoproteinas oxidadas (LDLox), provocando
la produccién de citoquinas como el Factor de
Necrosis Tumoral (TNF)-a, Interleuquina (IL)-1p,
IL-6, IL-12 e IL-18, entre otras, que permiten la
activacion de células T en linfocitos T cooperadores
(Th1), capaces ademas de reconocer como
autoantigenos epitopos especificos sobrelas LDLox
y las proteinas de shock térmico, amplificindose
asi la respuesta inflamatoria. Los macréfagos que
han internalizado lipoproteinas, se transforman en
células espumosas, que acumuladas en la intima
arterial constituyen las estrias de grasas, primera
etapa de la aterosclerosis (13).

Al observar los niveles de colesterol, en la tabla
3 para el grupo intolerantes (206 + 35 mg/dL)
podemos apreciar que estos se encuentran por
encima de los valores de referencia con respecto
al grupo con tolerancia normal (174 + 34 mg/
dL). Al realizar la misma comparacién entre el
grupo cardiopatas (160 + 39 mg/dL) y grupo ACV
(183 + 55 mg/dL) con el grupo con tolerancia
normal no existe una diferencia significativa
en los niveles, esto puede ser debido y como se
aprecia en la tabla 2 que un alto porcentaje de
cardidpatas y la totalidad de los casos con ACV
consumen medicamentos hipolipemiantes como
Atorvastatina con los cuales se busca mantener
niveles de colesterol controlados.

Con respecto a la PCRus, esta es una proteina
de fase aguda que es utilizada como marcador
predictivo de un proceso inflamatorio en el
endotelio vascular. Diversos autores mediante
estudios epidemioldgicos demostraron que la
PCRus podia ser un marcador de disfuncion
endotelial y de ateroesclerosis, por lo tanto de
riesgo cardiovascular (14,15).

En la PCRus del grupo de pacientes con ACV
observamos niveles elevados estadisticamente
significativos con respecto al grupo con tolerancia
normal, debido a que estos pacientes poseen
alteraciones caracteristicas de la enfermedad
ateromatosa en el endotelio vascular como son
placas calcicas y estenosis, las cuales fueron
observadas en un gran porcentaje de estos pacientes
durante la realizacion del eco doppler carotideo.
Analizando los niveles encontrados en el grupo de
cardiopatas y de intolerantes se aprecian valores
considerados dentro del rango de referencia.

Asi mismo al estudiar los valores obtenidos
de fibrin6geno observamos niveles elevados
estadisticamente significativos al comparar el
grupo ACV con el grupo con tolerancia normal.

El fibrin6geno plasmatico es un importante
componente de la cascada de la coagulacion,
asi como uno de los principales determinantes

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas

de viscosidad y flujo sanguineo. Los niveles
elevados de fibrin6geno en plasma representan
un factor de riesgo independiente para ECV. En
los pacientes con ACV, las concentraciones de
fibrin6geno aumentan tras dicho evento. Ello
también ha sido atribuido a una reaccién de fase
aguda, subsiguiente a la necrosis de tejido cerebral
(16). En un estudio prospectivo en pacientes
supervivientes de un ACV, el fibrinégeno estaba
significativamente aumentado. Asi mismo ha
sido ampliamente observado que un paciente que
haya padecido algin evento coronario agudo se
desencadena hiperfibrinogenemia transitoria (17).

Al momento de observar los resultados obtenidos
para PCRus y fibrinégeno con relacién al grupo
cardidpata esperariamos valores mas elevados de
ambos parametros, sin embargo, atribuimos estos
resultados a que estos pacientes son catalogados
como cardidopatas cronicos en los cuales el evento
cardiovascular ocurrié con una media de hace
2 afos manteniéndose en tratamiento desde su
diagndstico.

Diversos estudios demuestran que en la mayoria
de los casos, mas del 90% de los niveles séricos
de ApoB esta unido a LDL. Cuando los niveles de
LDL normales o disminuidos se acompafan de
valores aumentados de ApoB pueden indicar un
incremento en el nimero de particulas pequenas
y densas de LDL, las cuales son altamente
aterogénicas y facilmente oxidables, y promueven
la respuesta inflamatoria asi como la agregacion
plaquetaria (18-21).

El periodo posprandial constituye el estado
metabdlico habitual en el que se encuentra el ser
humano a lo largo del dia. En algunos sujetos se
produce un aumento de los triglicéridos totales y
de las lipoproteinas ricas en triglicéridos de origen
intestinal y hepatico tras la ingesta de alimentos
ricos en grasa. La hiperlipemia posprandial tiene
relevancia clinica por su relacién con el sindrome
metabolico y la resistencia a la insulina, ya que
genera un incremento del estrés oxidativo, la
inflamacién y disfuncién vascular, y ademas
estd asociada con el riesgo de enfermedad
cardiovascular (22).

Enlafigura 2 al observarlos niveles de triglicéridos
en estado basal y en estado posprandial luego
de la administracién de una dieta con una carga
promedio de 24 gr de grasas se aprecia que los
sujetos cardidpatas e intolerantes tienen niveles
por encima de los valores de referencia alas 2 y 4
horas, estimando su punto mds alto a las 3 horas
a diferencia de otros estudios como el de Van
Oostrom 2009 (23) y Nordestgaard 2010 (4) donde
obtienen el punto mads alto a las 4 horas empleando
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un test de tolerancia a las grasas.

Actualmente existen diversos test que permiten
de cierto modo evaluar los niveles de triglicéridos

posprandiales (22), sin embargo, todos han
demostrado una relacién estadisticamente
significativa entre los niveles elevados de
triglicéridos posprandiales y el riesgo de

enfermedad cardiovascular.

Con respecto a la relacién LDL/Apo B, se observa
en la figura 3 una relacién baja estadisticamente
significativa en los grupos cardidépatas y ACV 0,67
+ 0,16 mg/L y 0,64 + 0,14 mg/L respectivamente
(p<0,05).

La determinacion de los niveles de Apo B se podria
considerar una medida indirecta del nimero total
de particulas, debido a que cada LDL tiene una
molécula de Apo B. En este caso, los pacientes
del grupo cardiépata y ACV parecieran tener mas
particulas de LDL que el grupo de pacientes con
tolerancia normal. Esto sugiere que estas LDL
deben ser del fenotipo de particulas pequenas y
densas.

ConrelacionalaafinidaddelasLDLaproteoglicanos
de condroitin sulfato (PGCS) expresados en la
figura 4, se observd que las LDL de los grupos
cardidépatas y ACV tienen mayor afinidad que las
LDL de los de los grupos con tolerancia normal e
intolerantes, con una diferencia estadisticamente
significativa (p< 0,01). La interaccién entre la
LDL y los proteoglicanos permite sugerir que los
proteoglicanos podrian retener a la LDL en la
matriz extracelular, lo que favoreceria la aparicion
de modificaciones estructurales (24) hidroliticas
(25) y oxidativas (26) de la lipoproteina que haria
alas LDL agentes altamente citotéxicos iniciadores
de la respuesta inflamatoria del tejido, todo lo cual
culminaria en una lesién proliferativa de la intima
y media arterial.

La intima arterial normal y las regiones con
predisposicién al desarrollo de la lesion
aterosclerdtica son ricas en PGCS y el contenido
de estos proteoglicanos aumenta a medida que
avanzalalesidon y predispone a la pared arterial ala
acumulacion de lipidos, calcificaciéon y trombosis
debido a la propiedad de estos proteoglicanos
de interactuar con componentes moleculares
implicados en estos procesos (27,28). Esto sugiere
entonces que las lipoproteinas de los sujetos con
enfermedades cardiovasculares tienen mayor
afinidad por los PGCS debido probablemente a
que estas LDL son del fenotipo pequenas y densas
que exponen residuos de aminoacidos cargados
positivos que se unen fuertemente a las cargas
negativas de los proteoglicanos.
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En un estudio realizado por Hurt-Camejo y col (29)
reportaron que las diferencias en la afinidad de la
LDL por el PG se debian a una subclase especial de
particulas de LDL que tenia una menor cantidad
de lipidos totales y un alto porcentaje de ésteres
de colesterol e indicaron que el area ocupada
por los lipidos polares, fosfolipidos y colesterol,
estaba inversamente relacionada con la afinidad y
sugirieron que la LDL con mayor afinidad por el
PG tenia 20 a 30% mads area accesible para el otro
componente de superficie que era la apo B100.

Otro estudio realizado en Maracaibo en el 2004
por Baron, L. y col. estudiaron a 30 sujetos de
los cuales 20 sujetos eran fumadores y 10 sujetos
no fumadores, demostrando que las LDL de los
fumadores tenian mayor afinidad por el PG que
las LDL de los no fumadores (28), este resultado
fue semejante al reportado por Linden y col (30)
para las LDL aisladas de pacientes que habian
sufrido un infarto, lo que podria sugerir que una
LDL con alta afinidad por los PGs aumentaria la
probabilidad de formacién de complejos LDL-
PG en la intima arterial contribuyendo al inicio
de la lesion aterosclerdtica y al desarrollo de
enfermedades cardiovasculares.

Al analizar los resultados expresados en la figura
5, se obtuvo que los grupos cardidopatas y ACV
presentan niveles de oxidacién, expresados en
nmoles de TBARS/mg de proteinas mas elevados,
lo que significa que tienen un mayor grado de
oxidacion que el grupo de tolerantes. Las LDL
oxidadas son toxicas para las células del endotelio
lo que puede generar disfuncién endotelial y paso
de esas lipoproteinas al espacio subendotelial
haciendo que progrese la lesién ateroesclerdtica,
especialmente en aquellas zonas del arbol arterial
donde se producen bifurcaciones, ramificaciones
o curvaturas, en donde los patrones de flujo
sanguineo se ven alterados (31). Los sujetos
con ACV presentaban en su mayoria lesiones
ateroescleroticas en las arterias carotidas lo que
correspondeconlosniveleselevadosde LDL oxidada
y ademas con alta afinidad a los proteoglicanos.
Con respecto al grupo de cardidpatas a pesar
de que tenian niveles de oxidacién y afinidad a
proteoglicanos elevados no se observé placas en
las arterias cardtidas por lo que se deberia realizar
eco doppler en otras arterias como las coronarias,
basilar y en las grandes arterias eldsticas como
la aorta, las iliacas y las femorales (32) ya estas
arterias también sufren con frecuencia lesiones
ateroscleroéticas.

Asuvez,seapreciaquetantoel grupodecardidpatas
como el grupo de ACV tienen un alto porcentaje
de sujetos fumadores, sugiriendo asi la asociacion
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que existe entre fumar, proceso aterogénico y
enfermedades cardiovasculares, ya que se sabe
que el fumar induce estrés oxidativo y este se
reconoce como un factor de riesgo primario en la
aterosclerosis y en el desarrollo de enfermedades
coronarias (33). El mecanismo parece incluir
modificaciones oxidativas de la LDL, haciéndolas
mads aterogénicas. También se ha demostrado que
la LDL de fumadores es reconocida y captada por
macrofagos en un mayor grado que la LDL de los
no fumadores (34).

Un estudio realizado en el 2005 por Kopprasch, S
y col. en Alemania encontraron mayores niveles
circulantes de LDL oxidadas en pacientes con
enfermedad arterial coronaria en comparacién con
los pacientes sanos (35). En otro estudio realizado
por Wang y Greilberger en Austria, sugiere que
es la matriz extracelular la que retiene la LDL en
la intima en el estadio inicial de la enfermedad
presentando una mayor unién que aumenta con el
grado de oxidacién de las LDL, especialmente en
las primeras etapas de la aterogénesis, y disminuye
con la progresidn de la lesion (36).

Al analizar los indices aterogénicos ColT/HDL y
LDL/HDL expresados en la figura 6 se observa un
aumento estadisticamente significativo para ColT/
HDL en los grupos intolerantes y cardidpatas
con respecto al grupo con tolerancia normal
(p< 0,01 y p< 0,05 respectivamente). Cuando
la relacién ColT/HDL conocida como indice
de Castelli se encuentra entre 3,4 a 4,5 indica
que la concentraciéon de HDL es suficiente para
cumplir eficientemente el transporte reverso del
colesterol, mientras que cuando esta relacidn
estd por encima de los valores mencionados
indica que ese colesterol no puede ser removido
completamente y podria depositarse en la pared
de los vasos sanguineos en forma de LDL y VLDL
remanente. Es importante destacar que el riesgo
relativo para éste indice de los sujetos intolerantes
y cardidpatas fue 5,6 y 3,0 veces mads susceptible
a desarrollar enfermedad cardiovascular que el
grupo con tolerancia normal, esto especialmente
importante para el grupo de intolerantes debido
a que son sujetos aparentemente sanos en ayunas.

Por otra parte, otro indice aterogénico muy
empleado es la relacion LDL/HDL; esta relacién
tiene un valor predictivo mayor que el anterior
debidoa que empleael LDL, esdecir, lalipoproteina
mas aterogénica. Cuando este indice se encuentra
entre 2,5 y 3,0 indica que el equilibrio esta
desplazado hacia la lipoproteina antiaterogénica
por lo tanto ofrece un menor riesgo a desarrollar
aterosclerosis. Este indice se emplea cuando los
niveles de triglicéridos son menores de 300 mg/dL,
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ya que de lo contrario se subestimaria las VLDL,
esto fue demostrado en Helsinki Heart Study (37).

Por lo tanto, al analizar el grupo de intolerantes,
existe un desbalance entre el colesterol
trasportado por las lipoproteinas aterogénicas y
las lipoproteinas antiaterogénicas o protectoras.
Esto se debe a que existe un incremento en
el componente aterogénico contenido en el
numerador, y una disminucién del componente
antiaterogénico contenido en el denominador. Por
lo tanto, el exceso de colesterol que no puede ser
removido eficientemente por las HDL se estaria
depositando en la intima de la pared arterial,
contribuyendo asi a la formacién del ateroma.

Con respecto al riesgo relativo para éste indice en
los sujetos intolerantes y cardidpatas fue 3,7 y 3,2
veces mas susceptible a desarrollar enfermedad
cardiovascular que el grupo con tolerancia
normal, esto es especialmente importante para
el grupo de intolerantes debido a que tendrian
alta susceptibilidad a desarrollar enfermedad
cardiovascular.

El estilo de vida que lleva la sociedad actual hace
que nuestro organismo pase la mayor parte del dia
en estado posprandial y curiosamente, la mayoria
de los factores de riesgo cardiovascular estudiados
en el laboratorio clinico como son los triglicéridos
y colesterol, son valorados en sujetos que se
encuentran en estado de ayuno.

Sin embargo, todavia no contamos con un
instrumento clinico estandarizado que sirva de
herramienta para valorar la lipemia posprandial.
A nivel internacional varios autores han propuesto
numerosos métodos, desde cargas estandarizadas
de grasa en funcioén del area de superficie corporal
hasta dietas con diversas porciones de alimentos
comunes ricos en grasas, carbohidratos y proteinas,
esto aunado a una amplia heterogeneidad con
respecto a la respuesta de cada individuo ha
demostrado asi la importancia de estandarizar
una prueba de modo similar al test de sobrecarga
oral de glucosa, que sirva para valorar con mayor
precision el riesgo cardiovascular que conlleva la
hipertrigliceridemia posprandial.

Conclusiones

El aumento en los niveles de triglicéridos
posprandiales predice mejor el riesgo de
enfermedad cardiovascular que los medidos en
estados de ayuno, independientemente de otros
factores de riesgo cardiovascular. Los sujetos
intolerantes a las grasas presentan niveles
elevados de triglicéridos posprandiales, sumado
a elevaciones en los indices aterogénicos lo cual
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sugiere una alta susceptibilidad a desarrollar
enfermedad cardiovascular.
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DETECCION DE ADN DE CHLAMYDOPHILA PNEUMONIAE EN LIQUIDO
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RESUMEN:

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo y la isoforma 4 de Apolipoproteina E (ApoE) es
mundialmente aceptada como un factor de riesgo para el desarrollo de Alzheimer esporadico. La EA se ha asociado con
infecciones por Chlamydophila pneumoniae (ChP) debido a que inhibe la respuesta inmune del huésped generando
infecciones cronicas. Objetivo: Detectar ADN de ChP en liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con diagndstico clinico
de Alzheimer provenientes del Distrito Metropolitano de Caracas. Metodologia: se analizaron (7) muestras de LCR de
pacientes con diagndstico clinico de EA y el grupo control estuvo constituido por (13) muestras de LCR de pacientes con
Otras Enfermedades Neuroldgicas (OND) no Demencia. A los cuales se les determino la Isoforma de ApoE, se amplificaron
los genes para OmcA y 16Sribosomal de ChP. Resultados: la frecuencia de ApoE isoforma 4 en los pacientes con EA fue
(0,57) en contraste con el grupo control donde la frecuencia fue de (0,31)). En todas las muestras analizadas se obtuvo una
ausencia de la banda correspondiente a Chlamydophila pneumoniae. Conclusion: la mayor probabilidad es que la bacteria no
se encontrara en el LCR de los pacientes. Pero existe la posibilidad de que el ADN de ChP no estuviese en suficiente cantidad
como para ser detectado por las técnicas empleadas. Ademas, debemos considerar que el protocolo de extraccién es un punto
critico. Finalmente, los pacientes con diagndstico clinico de EA y en particular del género femenino tienen mayor frecuencia
de tener una copia de ApoE isoforma 4 en su genotipo.

Palabras Claves: Enfermedad de Alzheimer, Apolipoproteina E y Chlamydophila pneumoniae.

DNA DETECTION OF CHLAMYDOPHILA PNEUMONIAE IN CEREBROSPINAL FLUID OF PATIENTS
DIAGNOSED WITH ALZHEIMER DISEASE

SUMMARY

Alzheimer’s Disease (AD) is a neurodegenerative disorder and the isoform 4 of apolipoprotein E (ApoE) is world
accepted as a risk factor for developing sporadic Alzheimer. The AD has been associated with infections by
Chlamydophila pneumoniae (ChP) because it inhibits the hostimmune response causing chronic infections. Objective:
to detect ChP DNA in cerebrospinal fluid (CSF) of patients with clinical diagnosis of Alzheimer’s from the Metropolitan
District of Caracas. Methodology: We Analyzed (7) CSF samples from patients with clinical diagnosis of AD and
control groups consisted of (13) CSF samples from patients with other neurological diseases (OND) no dementia.
To which the determined the isoform of ApoE genes were amplified for OmcA and 16sribosomal of ChP. Results: the
frequency of ApoE isoform 4 in AD patients was (0.57) in contrast to the control group where the frequency was
(0.31). All samples were obtained an absence of the band corresponding to Chlamydophila pneumoniae. Conclusion:
the greater likelihood is that the bacteria is not found in the CSF of patients. But there is the possibility that DNA
was not ChP insufficient quantity to be detected by the techniques employed. Furthermore, we most consider the
extraction protocol is a critical point. Finally, patients with clinical diagnosis of AD and in particular the female are
more often have a copy of ApoE isoform 4 in its genotype.

Keywords: Alzheimer’s disease, apolipoprotein E, Chlamydophila pneumoniae.
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Deteccion de ADN de Chlamydophila Pneumoniae en liquido cefalorraquideo proveniente de pacientes diagnosticados con enfermedad de Alzheimer

Introduccion

Conocer que el principal factor de riesgo para
padecer la EA, es tener una edad mayor a 65 afios
(1), y que ademas suele ser la causa mas frecuente
de demencia en ancianos, ya que representa del 50
al 75% de los casos (2), no es un futuro alentador;
diferenciar entre EA y otros tipos de demencias
que cursen con signos y sintomas iguales significa
un reto, para el personal del drea de la salud.
Venezuela no escapa de esta realidad siete de cada
cien ancianos tienen demencia senil y/o demencia
tipo Alzheimer, segin lo que describe el Grupo de
Investigaciéon Internacional de Demencia 10/66
(2009)(1) .

El deterioro cognitivo leve, es el estado clinico
de transicion entre el envejecimiento normal y el
envejecimiento por EA (3). Por su parte la EA es
una enfermedad neurodegenerativa. El marcador
genético que actualmente se realiza en el pais es
la determinaciéon de la isoforma de ApoE cuya
principal fuente a nivel de Sistema Nervioso
Central es el astrocito (2). Su funcién primordial
radica en la homeostasis lipidica, mantenimiento
de la neuroplasticidad, modulaciéon de la
actividad del péptido beta-amiloide vy accién
antiinflamatoria. La isoforma 4 de ApoE ha sido
mundialmente aceptada como un factor de riesgo
para el desarrollo de Alzheimer esporadico (4). La
EA es una enfermedad multifactorial. En el caso
de los procesos infecciosos, ChP ha sido uno de los
principales microorganismos investigados. Esto se
puede deber a la capacidad de inhibir la respuesta
inmune del huésped generando infecciones
cronicas (5,6,7).

Metodologia

La poblacién consultada consistia en pacientes con
deterioro cognitivo. Los pacientes seleccionados
cumplian con los siguientes requisitos:

o Diagnéstico de imagen compatible con EA.

o Estudios de laboratorio donde se demuestre

que la demencia no tiene causa conocida.
o Evaluacion del deterioro cognitivo.
« Ser mayores de 50 afios.

El grupo de control estuvo integrado por 13
muestras de LCR de aspecto limpido, incoloros
y un contaje celular menor a 5 células por mm3
proveniente de pacientes de diferentes edades con
otras enfermedades neuroldgicas no demencia.

En la tabla 1 se muestra la procedencia de las muestras
empleadas.

Las 7 muestras de LCR con diagndstico clinico EA ylas 13
muestras de LCR con Otras Enfermedades Neuroldgicas
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no Demencia, fueron transportadas a 4°C y refrigeradas
a -70°C hasta su procesamiento. Las muestras fueron
sometidas a un pre-tratamiento en el cual se centrifugo
16.000 g., por 15min. El sedimento que se obtuvo
se trato con 20ul de Proteinasa K, este se mezcla en
el vortex brevemente y después se coloca en el bafo
de maria seco a una temperatura de 60°C por 30min.
Seguidamente se realizé el protocolo de Extraccién de
AxyPrep Body Fluid Viral DNA/RNA Miniprep Kit.
Se uso la técnica de PCR para la detecciéon de ADN de
Chlamydophila pneumoniae (Gen de Amplificacién
OmcA y 16Sribosomal) y para la genotipificacién de
ApoE (técnica INNO LiPA ApoE de Innogenetics).

Tabla 1. Procedencia de las muestras empleadas

Facilitador Cantidad de muestra

Dr. Pablo Ordaz 5
Director del Laboratorio
Clinico de Referencia

Dr. Ciro Gaona
Fundacion Alzheimer
de Venezuela

Dr. Francisco Hernandez 2
Departamento de Neurologia
del Hospital Clinico Universitario

Resultados

De la poblacién consultada el grupo de pacientes con
diagnostico clinico de EA tienen una frecuencia 0,57
de presentar una copia del alelo 4 del gen de ApoE
representado un 57% mientras que el grupo control
constituido por pacientes con OND no demencia tienen
una frecuencia 0,31 de presentar una copia del alelo 4 del
gen de ApoE representando un 31%.

1077

No. de casos

Apolipoproteina E
Isoformas
M Isoforma 3/3
M Isoforma 4/3
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Con diagndstico
Clinico de EA
PACIENTES

Con OND que no
cursan con demencia

Figura 1. Distribucion de muestras con Despistaje de

ChP negativo por isoforma de ApoE en las muestreas
del grupo de pacientes en estudio y el grupo control.
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Deteccion de ADN de Chlamydophila Pneumoniae en liquido cefalorraquideo proveniente de pacientes diagnosticados con enfermedad de Alzheimer

De la poblaciéon consultada los pacientes con
diagndstico clinico de EA, del género femenino
presentaron una frecuencia 0,75 mientras que los
del género masculino presentaron una frecuencia
0,25.

* ISOFORMA 3 /3
" ISOFORMA 4/3

FEMEMEBND | MAS MO | FEMENBND | MASCULINDG

Lam Daagndatles Diindca de EA | Can DN fise no o0 s En cadn
e

Figura 2. Distribucion de muestras con Despistaje de
ChP negativo por isoforma de ApoE y género en las
muestreas del grupo de pacientes en estudio y el grupo
control.

El despistaje para Chlamydophila pneumoniae en las 13
muestras analizadas del grupo control resulto negativo.

Figura 3. Electroferograma en gel de Agarosa al 2%
de los productos de amplificacion de los pacientes con
OND no demencia usando la técnica Pneumobacter
de Seeplex.

El despistaje para Chlamydophila pneumoniae de las 7

muestras con diagnostico clinico de EA resulto negativo
por ambas metodologias.
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Figura 4. Electroferograma en gel de Agarosa al 2%
de los productos de amplificacion de los pacientes
con Diagnostico Clinico de EA usando la técnica
Pneumobacter de Seeplex.

Figura 5. Electroferograma en gel de Agarosa al 2%
de los productos de amplificacion de los pacientes con
Diagnostico Clinico de EA usando la técnica Maxin
Biotech

Revelado por Hibridacion Reversa de la Genotipificacion
de ApoE de los pacientes con Diagnoéstico clinico de EA
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Discusion

En el presente estudio corrobora que la mayor
frecuencia de ApoE alelo 4 lo presenta los pacientes con
diagndstico clinico de EA y en particular los del género
femenino, similar al reportado por otros investigadores
[2,5,8,9,10,11].
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Deteccion de ADN de Chlamydophila Pneumoniae en liquido cefalorraquideo proveniente de pacientes diagnosticados con enfermedad de Alzheimer

No se detecté ADN de ChP en los pacientes con OND
no demencia y los pacientes con diagnodstico clinico de
EA con las técnicas empleadas.

Las causas por la cual no se observo la banda de ChP
se debe a que la misma no estaba en el LCR de los
pacientes con EA o por la cantidad insuficiente de ADN
de ChP causando que no pudieran ser detectada por
las técnicas empleadas. Ha sido reportado que las altas
concentraciones de Interferén- gamma y los agentes
antimicrobianos causan que ChP no este en cantidad
suficiente en los pacientes con EA. Porque ambas
inhiben la fase replicativa (12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23).

Finalmente debemos considerar que el proceso de
extraccién es un punto critico, en este sentido el
protocolo fue efectivo para extraer el ADN de ApoE
mas pudiera ser que no fuese el adecuado para extraer el
ADN de ChP por las caracteristicas de la misma.
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RESUMEN:

Introduccién: El Ca 125 ha sido considerado un nuevo marcador prondstico en linfoma No Hodgkin (LNH). El objetivo
del trabajo consistio en evaluar la significancia pronostica de los niveles del CA 125 en pacientes con LNH, asociaciéon
y correlacion con factores clinicos patoldgicos, bioldgicos y sobrevida. Meétodos: Se procesaron muestras de suero de 67
pacientes con diagndstico de LNH, de primera consulta, pretratamiento, VIH negativo y sin presentar otras enfermedades,
edad promedio 55 afos (rango 18-79 anos), LNH agresivos 49(73%) y LNH indolentes 18(27%), IPI 60(90%) de bajo riesgo y
7 (10%) de alto riesgo, tiempo promedio de seguimiento 30 meses (rango 3-48 meses). CA 125, B2M e IL-6 se determinaron
por inmunoensayos enzimaticos y Proteina C Reactiva, Albuiimina sérica, LDH, AST, ALT y Fosfatasa alcalina por métodos
de aglutinacién directa, colorimétrico y cinético, respectivamente. Resultados: 16(24%) de los pacientes expresaron niveles
elevados de CA 125(>35u/ml) (p< 0,001). Asociacion significativa (p< 0,05) de CA 125 (>35u/ml) con estadio clinico (EC)
III-1V, enfermedad voluminosa (EV)>10cm, sintomas B (SB), enfermedad abdominal (EAD) y niveles elevados de LDH y
B2M. Correlacion significativa y directa con EC, EV, SB, LDH, B2M y AST (p<0,05) y correlacion inversa con albumina
sérica (p=0,02). El andlisis univariado mostrd una significativa disminucion de la sobrevida global en los pacientes con LNH
agresivos y niveles elevados de CA 125(>35u/ml) (p=0,03), LDH (p=0,048) y B2M (p=0,02). Segun el andlisis multivariado, CA
125 perdié su significancia, LDH (p=0,04) y B2M (p=0,003) mantuvieron su valor prondstico independiente. Conclusiones:
Los resultados del presente trabajo sugieren la utilidad prondstica de los niveles séricos del CA 125, siendo recomendable su
inclusioén en la evaluacion clinica inicial de los pacientes con LNH.

Palabras claves: CA 125, Linfoma No Hodgkin, factor prondstico.

PROGNOSTIC VALUE OF SERUM CA 125 LEVELS IN NON-HODGKIN 'S LYMPHOMA PATIENTS.

SUMMARY

Introduction: CA 125 has been considered a new prognostic marker in Non-Hodgkin lymphoma (NHL). The objective of
this study was to determine the prognostic significance of CA 125 levels in NHL patients, the association and correlation with
clinical pathological and biological factors and survival . Methods: We processed 67 serum samples from newly diagnosed
NHL patients, previously untreated, HIV-negative and free from other diseases, mean age 55 years (range 18-79 years),
aggressive NHL 49 (73%) and indolent NHL 18 (27%), IPI: 60 (90%) of low risk and 7 (10%) high risk, the average time of
follow up was 30 months (range 3-48 months). CA 125, B2M and IL-6 were determined by enzyme immunoassay methods.
C-reactive protein, serum albumin, LDH, AST, ALT and Alkaline phosphatase were determined by direct agglutination,
colorimetric and kinetic methods, respectively. Results: Elevated levels of CA 125(> 35 u/ml) were expressed in 16 (24%)
of the patients (p <0.001). CA125 levels(> 35 u/ml) were significantly (p < 0.05) associated with the following factors:
Clinical stage (CS) III-IV, bulky disease(BD)>10 cm, B symptoms(BS),abdominal disease(ABD) and elevated levels of LDH
and B2M.There was a significant and direct correlation (p < 0.05) with CS, BD, BS, LDH, B2M and AST and inversely with
serum albumin (p=0,02). Univariate analysis showed a significant decreased of overall survival in patients with aggressive
NHL with elevated levels of CA 125 (p <0.048), LDH (p=0.048) and B2M (p=0, 02). In multivariate analysis Cal25 lost its
prognostic significance, LDH (p=0.04) and B2M (p=0.003) remained their independent prognostic value. Conclusion: The
results of this study suggest the prognostic value of serum levels of CA 125, being recommended for inclusion in the initial
clinical evaluation of patients with NHL.

Keywords: CA125, Non-Hodgkin lymphoma, prognostic factor
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Introduccion

El antigeno de cancer CA 125 es una glicoproteina
tipo mucina de 220 kD, originalmente definida
por un anticuerpo monoclonal murino OC 125,
desarrollado contra los determinantes antigénicos
expresados por una linea celular de carcinoma de
ovario seroso llamada OVCA 433 (1). El CA 125
es expresado en tejidos normales derivados del
epitelio celémico, tales como el peritoneo, pleura,
pericardio, trompas de Falopio y endometrio (2).
Este marcador es comunmente utilizado para
el seguimiento del cancer epitelial de ovario
(2-4), aun cuando también se detectan niveles
séricos elevados en otras neoplasias (pancreas,
pulmén, estémago, colon, endometrio, mama,
carcinoma hepatocelular y mesotelioma), asi
como en patologias benignas tales como cirrosis
hepatica, tuberculosis, peritonitis, embarazo y
cirugia abdominal (5-9), adicionalmente ha sido
considerado un marcador biolégico en los linfomas
no Hodgkin (LNH) (10).

Los LNH comprenden un variado espectro de
desordenes linfoproliferativos con diferentes
comportamientos  clinicos y caracteristicas
biolégicas (11-14). Recientemente se han reportado
datos sobre los niveles séricos elevados del CA 125
en pacientes con LNH y su utilidad como marcador
tumoral prondstico al momento del diagndstico,
para detectar enfermedad avanzada, asi como
para el monitoreo de la respuesta al tratamiento
(10,15,16,18-24).

El objetivo del presente trabajo consistié en
evaluar prospectivamente los niveles séricos del
CA 125 en pacientes con LNH y profundizar su
correlacién y asociacion con los factores clinicos
patolégicos y bioldgicos, asi como su relacion
con la sobrevida, para determinar su utilidad
pronostica.

Métodos
Pacientes: Se evaluaron 67 pacientes con
diagnéstico de LNH confirmados  clinica e

histopatoldgicamente, los cuales acudieron a la
consulta de Linfoma del Instituto de Oncologia
y Hematologia (IOH), U.C.V.-M.P.P.S., durante el
periodo 1999 al 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 con enfermedades asociadas
tipo diabetes, insuficiencia renal u otras. El estudio
fue aprobado por el Comité de Etica del IOH.
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Los pacientes se clasificaron histopatoldgicamente
segun la clasificacion de la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) (25). Para la estadificacion
clinica se aplicé el sistema de clasificacién de ANN
ARBOR(11): Estadios I-II (enfermedad localizada)
y estadios III-IV (enfermedad avanzada). El estado
funcional de los pacientes se determiné aplicando
la escala de Karnosfky (26). De acuerdo al Indice
Prondstico Internacional (IPI) (27) se clasificaron
los grupos de riesgo: Bajo riesgo (bajo riesgo e
intermedio bajo) y Alto riesgo (riesgo intermedio
alto y alto riesgo). En la prdctica clinica con fines
pronosticos los LNH se subdividieron en las
categorias de linfomas indolentes y agresivos (13).

Evolucion clinica: Los pacientes se trataron
con esquemas de primera linea establecidos
internacionalmente paralos Linfomas No Hodgkin

(11).

Para la evaluaciéon clinica
siguientes criterios:

se aplicaron los

Remision completa (RC): se define como la
desaparicion de todas las manifestaciones clinicas
y signos de la enfermedad, con normalizaciéon
de las alteraciones radiologicas 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 infiltracién de la médula oésea, la
desaparicion de la enfermedad morfologica/
histolégica, debera ir unida a normalizacién de las
cifras hematolédgicas periféricas (<12 g/dl de Hb,
>100.000 plaquetas/mm3 y >1.500 granulocitos/
mm3).

Remisién 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.

Progresién: 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 diagnéstico y se inicia o no
un tratamiento hasta la muerte ocasionada por la
enfermedad inicial que se esta evaluando o hasta
la fecha del ultimo 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).
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Muestras

Se realizd una sola toma de muestra por paciente,
antes de la administracion del tratamiento. Las
muestras de sangre se obtuvieron por puncién
venosa, recolectadas en tubos estériles sin
anticoagulante, para la obtencion del suero
se centrifugaron a 2500 rpm por 10 min. Las
muestras se procesaron inmediatamente para la
determinacidn de la albimina sérica y las enzimas:
Lactato deshidrogenasa (LDH), Aspartato amino
transferasa (AST), Alanino amino transferasa
(ALT) y Fosfatasa Alcalina (FALC). Las muestras
correspondientes para la determinacion de CA125,
B2 Microglobulina (B2M), Proteina C Reactiva
(PCR) e Interleuquina-6 (IL-6), se almacenaron a
-70° C hasta su procesamiento.

Determinacion de los marcadores biologicos

o AST, ALT Y FALC: Se analizaron por métodos
cinéticos UV, utilizando un autoanalizador
de quimica sanguinea (Hitachi modelo 704
Roche): ALT (Valor referencia: <38 u/l, Roche
catalogo N° 851121); AST (Valor de referencia:
<41 u/l, Roche catalogo N° 851132); FALC
(Valor de referencia: < 290 u/l, Roche catalogo
N° 816388).

o LDH: Valor de referencia: 80-285 u/l, Invelab
catdlogo N° 89289.

Segun lo establecido por el IPI en pacientes con
LNH (27), la actividad de la LDH se considerd
anormal para valores >570 U/L, correspondiendo
al 100% del valor superior del rango de referencia.

« PCR: se aplico el método de aglutinaciéon
directa semicuantitativo (Wiener Lab. catalogo
N° 006531). Valor de referencia: < 6 mg/I.

e B2M: Se determiné mediante el método
de inmunoensayo enzimadtico sobre
microparticulas (MEIA), sistema IMX. (Abbot,
cat N° 69-2197/R11). Valor de referencia: <3,4
mg/dl.

« AntigenodeCancer125:EICA 125 sedetermind
mediante la  tecnologia de inmunoensayo
enzimdtico sobre microparticulas (MEIA)
empleando el sistema IMX  (Abbott
Laboratorios Catalogo N° 69-4123/R3). Valor
referencia: < 35 u/ml.

o IL-6: Se emple6 un ensayo inmunoenzimatico
(ELISA), modalidad siandwich. (Quantikine
Catalogo N° D6050 RD Systems). Se aplico el
valor referencia: 0 - 1.99 pg/ml, basados en
estudios anteriores (17).
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Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd utilizando los

siguientes programas:

o Statgraphics Statistical Graphics
Version 6. Graphpad Software V2 052.

Systems

Basic Statistics, Inc.

Pruebas estadisticas no pardametricas: Test
U-Mann-Whitney para determinar las diferencias
en el comportamiento del marcador entre los
grupos, expresados por la mediana (M) y el
coeficiente de correlacién de Spearman rank-
sum (r) para determinar la correlacidon entre los
factores pronosticos.

Para las curvas de sobrevida se aplico el método
de Kaplan-Meier, la prueba de Log-rank para el
analisis univariado y la regresién de Cox para el
analisis multivariado.

La significancia estadistica se establecié como
p=0,05

Resultados

Caracteristicas clinico-patolégicas y bioldgicas
de los pacientes con LNH: En la Tabla I se
muestran las caracteristicas clinico-patoldgicas
de los pacientes evaluados. De acuerdo a los
factores de mal prondstico, 33% de los pacientes
presentaron edades mayores de 60 afios, 58% de
sexo femenino, 60% con estadio clinico III-IV
(enfermedad avanzada), 9% estado funcional
alterado, 66% con afectacion extraganglionar
>1 region, 43% presentaron sintomas B, 66%
enfermedad voluminosa mayor de 10 cm., y el
21% y 59% presentaron compromiso de médula
6sea y enfermedad abdominal respectivamente.
Segun la histologia del tumor, el 60% correspondid
al subtipo histolégico Linfoma Difuso de Células
Grandes tipo B, 12% al subtipo Linfoma Folicular,
el 9 % al Linfoma linfocitico pequefio y 19% otros
subtipos. En relacidn a las categorias prondsticas,
el 73% correspondieron a LNH agresivos y el 27%
a LNH indolentes. Con respecto al IPI, el 90% de
los pacientes se categorizaron de bajo riesgo y el
10% de alto riesgo.

En relacién a los marcadores bioldgicos, en la
poblacién estudiada 9(13%), 17(25%), 8(12%),
8(8%), 11(16%), 30(45%) y 38(66%) de los
pacientes presentaron respectivamente valores
elevados de LDH, B2M, AST, ALT, FALC, PCR
e IL-6 y 16(24%) de los pacientes cursaron con
concentraciones disminuidos de albumina sérica.

Niveles séricos del CA 125 en pacientes con LNH:
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Tabla I. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes con LNH

Caracteristicas CA 125
N=67 9%(100)

Edad (mediana 55, rango 18-79 afos) < 60 afos 46 (67)
> 60 afios 21 (33)
Sexo Masculino 39 (42)
Femenino 28 (58)
Clasificacion Histologica Difuso de células grandes 40 (60)
Células del manto 1 (1)
Parecido Burkitt 1 (1)
Células grandes anaplésicas T 3 (5)
Células T periféricas 2 (3)
Inmunoblastico 2 (12)
Folicular 8 9)
Linfocitico pequefio 6 (3)
Tipo maltoma 2 (3)
Micosis fungoide 2 (3)
Categorias prondsticas Agresivos 49 (73)
Indolentes 18 (27)
Estadio Clinico I-1I 27 (40)
-1V 40 (60)
Estado funcional Karnosfky <70% 6 9)
> 70% 61 (91)
Enfermedad extraganglionar <1 23 (34)
44 (66)
Sintomas B No 38 (57)
Si 29 (43)
Enfermedad voluminosa <10 cm 23 (34)
> 10 cm 44 (66)
Compromiso de médula dsea No 53 (79)
Si 14 (21)
Enfermedad abdominal No 27 (41)
SI 40 (59)
IPI Bajo riesgo 60 (90)
Alto riesgo 7 (10)

IPI: Indice Prondéstico Internacional

Bajo riesgo (bajo e intermedio bajo)

Alto riesgo (intermedio alto y muy alto riesgo)

Los niveles séricos del CA 125, al momento
del diagndstico, correspondieron a un valor de
mediana de 9,8 u/ml (rango 0-822 u/ml). De los
67 pacientes estudiados 16(24%) presentaron
niveles de CA 125(> 35 u/ml) significativamente
aumentados respecto al grupo de 51(73%) de
pacientes con valores del marcador inferiores a
35u/ml, p< 0,001. (Tabla II)
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Asociaciéon de los niveles séricos de CA 125
con las caracteristicas clinico-patoldgicas y
biologicas de los pacientes con LNH: En la tabla
ITI, observamos que los pacientes con estadio
clinico III-IV cursaron con valores del CA 125
significativamente superiores comparados con
el grupo de pacientes con estadio clinico I-II,
p=0,02. El grupo de pacientes con enfermedad
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Tabla I1. Niveles séricos del CA 125 en pacientes
con LNH.

CA 125 <35u/ml  >35u/ml  *p
Ne pacientes= 67 51(76) 16(24)
Mediana 7.3 94.4 <0,001
Rango 0-32.2 35-822

p significativa = 0,05 * p: Prueba U-Mann-Whitney.
CA 125: Antigeno de cédncer 125

voluminosa >10cm presenté niveles del CA
125significativamente superiores (p=0,05) respecto
al grupo con enfermedad voluminosa <10cm. Los
niveles del CA 125 fueron significativamente
elevados en el grupo de pacientes que presentaron
sintomas B (fiebre, sudoraciéon nocturna y pérdida
de peso) respecto al grupo con ausencia de los
sintomas, p< 0,0001.

Los valores elevados del CA 125 se asociaron

significativamente (p<0,0001) con el grupo de
pacientes que presenté enfermedad abdominal
en comparaciéon con el grupo de pacientes que
no presentd dicha condicién. No se obtuvieron
diferencias significativas relacionadas con la edad,
las categorias prondsticas, el estado funcional, la
enfermedad extraganglionar, el IPI y compromiso
de médula ésea.

En cuanto a los marcadores bioldgicos (Tabla
IV), observamos niveles elevados del Ca 125
significativamente asociados con el grupo de
pacientes que expresaron actividad anormal de
LDH (>570UI/L) respecto al grupo de pacientes
con valores de LDH < 570 UI/L, p=0,04. Valores
elevados de CA 125 se asociaron significativamente
con el grupo de pacientes que expresaron valores
alterados de B2M en comparacion con el grupo de
pacientes con valores normales de B2M, p=0,01. No
se obtuvieron resultados significativos asociados a
los valores de AST, ALT, FALC, albumina sérica,
IL-6 y PCR.

Tabla ITI. Asociacion de los niveles séricos del CA 125 con las caracteristicas
clinico-patologicas en pacientes con LNH.

Caracteristicas N CA 125 Rango *p
(M) u/ml
Edad <60 afhos 46 10,8 0-822 0,84
>60anos 21 8,5 2,8-175
Categorias Pronosticas Agresivos 49 13,8 0-783 0,08
Indolentes 18 6,9 1,2-822
Estadio Clinico I-II 27 6,3 0-783 0,02
III-1v 40 15,8 1,2-822
Estado Funcional Karnofsky <70 % 6 6,7 0-101 0,40
>70% 61 9,8 1,8-822
Enfermedad Extraganglionar <1 23 17,2 2,8-783 0,27
>1 44 8,4 0-822
Enfermedad voluminosa <10 cm 23 6,8 1,21- 696 0,05
>10 cm 44 14,0 0-822
IPI Bajo riesgo 60 9,6 0-822 0,40
Alto riesgo 7 23,0 4,2-32,2
Sintomas B No 38 7,3 0-255 <0.0001
Si 29 27,3 1,2-822
Enfermedad Abdominal No 27 6,8 0-783 <0.0001
Si 40 17,9 1,2-822
Compromiso de médula dsea No 53 10 0-783 0,20
Si 14 13 3,0-822
IPL: Indice pronostico Internacional M: mediana

CA 125: Antigeno de cancer 125
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*p significativa = 0,05. Prueba U-Mann-Whitney
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Tabla I'V. Asociacion de los niveles séricos del CA 125 con los marcadores
bioldgicos en pacientes con LNH

Variables N CA 125 Rango p*
(M) u/ml
LDH* <570 UI/L 58 9,7 1,73-822 0,04
>570UI/L 9 35,1 0-167
B2M <3.4 mg/l 50 8,4 0-783 0,01
>3.4 mg/l 17 18,3 5,9-822
AST <38 U/L 59 5,5 0-822 0,28
>38 U/L 85,5 15,7 6,2-696
ALT <41 U/L 59 9,8 0-822 0,83
>41 U/L 8 9,4 3,9-696
FALC <290 U/L 55 9,6 0-822 0,76
>290 U/L 12 11,6 1,21-696
Albdmina sérica <3,4g/dl 12 20,5 5,9-106 0,80
> 3,4 g/d] 54 9,0 0-822
IL- 6 < 1,99 pg/ml 23 6,8 1,73-167 0,15
> 1,99 pg/ml 38 9,7 0-783
VD 6
PCR <6 mg/l 37 9,5 1,7-783 0,32
>6 mg/l 30 13,6 0-822

CA 125: Antigeno de Céncer 125
B2M: Beta 2 microglobulina
IL-6: Interleukina-6

VD: valor desconocido

Correlacion de los niveles séricos de CA 125
con las caracteristicas clinico- patoldgicas y
marcadores biologicos en los pacientes con
LNH: Los niveles del CA 125 correlacionaron de
forma directa y significativa con el estadio clinico
de los pacientes (r=0,29 p=0,02), enfermedad
voluminosa (r=0,25 p=0,05), sintomas B (r=0,33
p=0,01) y enfermedad abdominal (r=0,30 p=0,02).
(Tabla V).

El andlisis de correlacién de los niveles del
CA 125 con los marcadores biolégicos (Tabla
Ne VI), mostré una correlaciéon significativa
y directa con los valores de LDH (r=0,24
p=0,04), B2M (r= 0,32 p=0,05) y AST (r=0,27
p= 0,045). También observamos una correlaciéon
inversa estadisticamente significativa con las
concentraciones de albumina sérica (r = - 0,30
p=0,02).

Evolucidon clinica: Se estudiaron 67 pacientes
durante un tiempo promedio de seguimiento de
30 meses (rango 3-48 meses). De acuerdo a la
evolucidnclinica,27(40%) delos pacientesentraron
en remisiéon completa, 29(44%) respondieron
parcialmente, siendo la respuesta global de
56(84%). Del grupo de pacientes estudiados,
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PCR: Proteina C Reactiva
ALT: Alanina amino transferasa
LDH?*: Lactato deshidrogenasa (100% del limite superior del valor de referencia)
p significativa = 0,05 p*: Prueba U-Mann-Whitney

FALC: Fosfatasa alcalina
AST: Aspartato amino transferasa

11(16%) progresaron y 24(36 %) fallecieron.

Analisis de la sobrevida de los pacientes con
LNH: En la tabla VII observamos el analisis
univariado de la sobrevida global de acuerdo a los
marcadores bioldgicos considerados en el estudio,
para el tiempo de seguimiento de 4 afios.

Tabla V. Correlacion de los niveles séricos del CA
125 con las caracteristicas clinico-patologicas en
pacientes con LNH.

Caracteristicas r *p

Edad 0,15 0,27
Estadio clinico 0,29 0,02
Estado funcional Karnofsky 0,08 0,54
Enfermedad extraganglionar 0,18 0,17
Enfermedad voluminosa 0,25 0,05
IPI 0,16 0,24
Sintomas B 0,33 0.01
Enfermedad abdominal 0,30 0.02
Compromiso de médula dsea 0,13 0,27
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Los pacientes con LNH agresivos y valores elevados
de CA 125 (>35 u/ml) presentaron una probabilidad
de sobrevida global significativamente inferior (50%)
comparada con la probabilidad de sobrevida global
(71%) del grupo de pacientes con valores normales del

CA 125, p = 0,030 (Figura N° 1).

La probabilidad de la sobrevida global de los pacientes
con LNH resulté significativamente disminuida en
el grupo de pacientes con niveles elevados de LDH

(p=0,048) (Figura N° 2) y B2M (p=0,02) (Figura Ne° 3).

En el andlisis multivariado de la sobrevida global
(Tabla VIII), observamos
significancia como marcador prondstico independiente,

que el CA 125 perdi6 su

los marcadores bioldgicos que demostraron ser
estadisticamente independientes de la sobrevida

correspondieron a LDH (p=0,04) y B2M (p=0,003).

El tamaifio de la muestra y la distribucién 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).

Tabla VI. Correlacion de los niveles del CA 125
con los marcadores biologicos en pacientes con
LNH.

Variables r p*
LDH 0,24 0,04
B2M 0,32 0,02
AST 0,27 0,045
ALT 0,01 0,91
FALC 0,11 0,4
Albumina sérica -0,30 0,02
IL-6 0,22 0,1
PCR 0,1 0,41

PCR: Proteina C Reactiva FALC: Fosfatasa alcalina
B2M: Beta 2 microglobulina AST: Aspartato amino transferasa
LDH: Lactato deshidrogenasa ALT: Alanina amino transferasa
NS: no significativo CA 125: Antigeno de cancer 125
p significativa = 0,05 p*: Correlaciéon Spearman
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Tabla VII. Analisis univariado de la Sobrevida
Global segun los marcadores biologicos en los
pacientes con LNH.

Variables Condicion LNH Agresivos
n=49 SG
p*
CA125 <35U/ml vs >35U/ml 0,03
LDH <570 U/L vs >570U/L 0,048
B2M <3.4mg/l vs >3.4mg/l 0,02
AST <38U/L vs >38U/L ns
ALT <40U/L vs >40U/L ns
FALC <290U/L vs >290U/L ns
PCR <6 mg/l vs >6mg/1 ns
IL-6 <1.99pg/ml vs>1.99pg/ml ns
Albumina
sérica <3.4g/dlvs >3.4g/dl ns

SG: Sobrevida global

CA 125: Antigeno de cincer 125 LDH: Lactato deshidrogenasa
B2M: Beta 2 microglobulina AST: Aspartato amino transaminasa
ALT: Aspartato amino transferasaa ~ FALC: Fosfatasa alcalina

PCR: Proteina C Reactiva IL-6:Interleuquina-6 ns: No
significativo p*: Prueba Log Rank
| L P T = T T T
o
o
_ 8
Te.a | et JOUT IO 4
Sy b
oo f ij J
@.4 ['
i p*=0.03 ]
——> 35U/L n=14 Eventos=7
e.2 — —g35U/L n=235 Eventos=10
CA'125
R B AR i 1= i i
e 1@ zo 3a a0 sa

CA 125: Antigeno de céncer 125
Eventos: N° fallecidos Tiempo de seguimiento: 3 a 48 meses

N: Numero pacientes,

p significativa = 0.05
Rank

p*: Analisis univariado Prueba Log

Figura No. 1 Curva de la Sobrevida global de
acuerdo alos niveles del CA 125 en pacientes con
LNH agresivos. Método Kaplan Meier.
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p*=0.048

> 570 U/L

S B0
N

n=6 Eventos=4 |
n =43 Eventos = 10
LDH !

MESES

*p significativa = 0.05 p*: Andlisis univariado Prueba Log
Rank LDH: Lactato deshidrogenasa. N: Numero pacientes
Eventos: FallecidosLNH: Linfoma No Hodgkin Tiempo de
seguimiento: 3 a 48 meses

Figura 2. Curva de la sobrevida global de
acuerdo a los niveles de LDH en pacientes con
LNH agresivos. Método Kaplan Meier

@.8 L 2y ;
2 ek —
& p*=0.02
e > 34mg/l n=13 Eventos=6
_ _— <34mg/l n=36 Eventos=11
¥ B2M |
a = g 39 “Ad S

p significativa= 0.05 p*: Analisis univariado Prueba Log
Rank B2M: Beta 2 Microglobulina Tiempo de seguimiento:
3 a 48 meses N: Numero pacientes Eventos: FallecidosLNH:

Linfoma No Hodgkin

Figura 3. Curva de la Sobrevida global de
acuerdo a los niveles de B2M en pacientes con
LNH agresivos. Método Kaplan Meier

Discusion

El CA 125 ha sido considerado un nuevo factor
prondstico en pacientes con LNH en base a
sus niveles séricos al momento del diagndstico
(15,16,18-23).

En el presente estudio evaluamos la significancia
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Tabla VIII. Analisis Multivariado dela Sobrevida
Global segun los marcadores biologicos en los
pacientes con LNH.

Variables Condicién SG
p*
CA125 <35U/ml vs >35U/ml ns
LDH <570 U/L vs >570U/L 0,04
B2M <3.4mg/l vs >3.4mg/1 0,003

CA125: Antigenodecancer 125 LDH: Lactato deshidrogenasa
B2M: Beta 2 microglobulina  p significativa = 0,05
p* : Regresion de Cox  SG: Sobrevida Global

de los niveles séricos del CA 125 en un grupo
de 67 pacientes con LNH, al momento del
diagnoéstico y antes de iniciar el tratamiento,
observando valores elevados en el 24% de los
pacientes, siendo este valor inferior al rango de
prevalencia (34%-72%) reportado por otros autores
(15,16,18,19,22,23,29,30). Esta variabilidad
podria reflejar la gran heterogeneidad clinica
y bioldgica que caracteriza a esta patologia, asi
como probablemente la influencia de la respuesta
inflamatoria del organismo afectado frente al
tumor.

El CA 125 no es producido por las células
linfomatosas sino por las células mesoteliales
(19,30-33) y estudios inmunohistoquimicos
recientes sugieren que no pareciera ser secretado
directamente por las células del linfoma (29).
Las citoquinas inflamatorias (IL-1, TNFa, IL-
6, IL-8) producidas por los macrofagos y células
del linfoma podrian estimular la secrecién del
Ca 125(10, 18, 20,24). La presencia de derrames
(peritoneo, pleura, pericardio) podria aumentar la
produccion del Ca 125 por las células mesoteliales
(15, 19,34). Debido a que la produccién del CA
125 se origina por células diferentes de la célula
linfomatosas, sus niveles séricos serian mas un
reflejo de la respuesta inflamatoria del paciente
frente a la enfermedad que del propio tumor
y dado que la producciéon de las citoquinas es
proporcional a la masa tumoral, no es sorpresivo
la asociacion del CA 125 con varias caracteristicas
de la enfermedad avanzada (17,24).

La mayoria de los pacientes presentaron
enfermedad avanzada, afectacion de mas de un
sitio extranodal, enfermedad voluminosa> 10
cm y compromiso abdominal, caracteristicas que
reflejan la extension del tumor y su potencial
invasivo, factores asociados con una disminucién
de la respuesta al tratamiento y sobrevida (27,35).
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De acuerdo a nuestro analisis, los niveles elevados
del CA 125 se asociaron y correlacionaron
significativamente con las caracteristicas clinico
patoldgicas expresion de enfermedad avanzada,
enfermedad voluminosa>10cm, sintomas B y
enfermedad abdominal, coincidiendo con los
reportes de otros estudios (16,19,20,21,33,35).
Adicionalmente a estas caracteristicas otros autores
han reportado la asociacién con enfermedad
extranodal, compromiso de medula 6sea, estado
funcional e IPI score (16, 18, 20,27-30). Aun
cuando las célula linfomatosas no secretan CA
125, algunos investigadores han reportado niveles
elevados del marcador en aproximadamente
40% de los pacientes con LNH, particularmente
en presencia de derrame peritoneal, pleural o
pericardico (34).

No observamos asociacién entre el CA 125 y las
categorias pronosticas por lo que no se relaciona
con la histologia del tumor, tampoco con la edad y
sexo, informacioén que coincide con otros reportes
en la literatura (21,22).

Evaluamos el comportamiento del CA 125 respecto
a los marcadores bioldgicos y observamos niveles
elevados del CA 125 asociados significativamente
con valores incrementados de la LDH y B2M,
coincidiendo con los reportes de otros autores
(15, 18,19, 20,29). Adicionalmente obtuvimos una
correlacion significativa y directa con los valores
de LDH y B2M coincidiendo con los reportes de
otros investigadores (20, 23,33), pero no asi con
los trabajos de Ozguroglu y col. (16) y Benboubker
y col. (18).

Es interesante sefialar que la informacion bioldgica
que provee el CA 125 es diferente a la que aportan
los marcadores LDH y B2M, los cuales son
liberados por las células linfomatosas y por otras
células del organismos, reflejando una medida de
la carga tumoral y de la actividad proliferativa del
tumor, mientras que el CA 125 seria un indice de la
respuesta del paciente frente al potencial invasivo
del tumor y por ende de su actividad infiltrante.

Observamos una correlacion estadisticamente
significativa e inversa entre los niveles del CA 125
y la albumina sérica, ambos factores asociados
con la reaccion del organismo frente al tumor y
la respuesta inmune inflamatoria. La liberacién
de las citoquinas podria explicar la disminucién
de los niveles de la albumina sérica, la presencia
de sintomas B, la velocidad de sedimentacidén
globular (VSG) elevada y la anemia en pacientes
con LNH agresivos y el TNF y la IL-6 estdin muy
relacionadas con estas manifestaciones. La IL-6
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es un inductor de la sintesis de fibrinégeno en
el higado, el mayor determinante de la (VSQ)
e inhibe la sintesis hepatica de la albimina
causando  hipoalbuminemia (17,35). No
obtuvimos resultados significativos de asociacion
y correlacion entre los niveles del CA 125, IL-6y
PCR, aunque la expresion del CA 125 sea reflejo
de la respuesta inflamatoria del organismo frente
al tumor (33).

El analisis univariado de la sobrevida global de
los pacientes con LNH agresivos de acuerdo a los
niveles del CA 125 al momento del diagnoéstico,
indic6 que el grupo de pacientes con niveles
aumentados presenté una sobrevida global
significativamente disminuida en comparacién
con la sobrevida global de los pacientes con
niveles normales del marcador, para un tiempo de
seguimiento entre 3 - 48 meses, sin embargo el CA
125 no reflejo su valor pronostico independiente
en el andlisis multivariado. Niveles elevados del
CA 125 se han asociado con el empeoramiento
de la evoluciéon de los pacientes con LNH (18-
20,30). Bairey y col. (20) observaron una peor
sobrevida global en pacientes con LNH agresivo
y niveles aumentados del CA 125, pero en el
analisis multivariado este marcador bioldgico
perdid su significancia bioldgica. Zacharos y col.
(19) observaron una sobrevida a 5 afios del 65% y
20% en pacientes con LNH agresivos con niveles
normales o elevados de CA 125 respectivamente,
manteniéndose la significancia estadistica de esta
diferencia en el analisis multivariado. Benboubker
ycol. (18) reportaron una mayor sobrevidaasociada
con LNH de bajo grado y niveles normales de CA
125, pero los resultados del analisis multivariado
son desconocidos. Zidan y col. (23) mostraron una
disminucién de la sobrevida global en pacientes
con LNH agresivos con valores anormales de
CA 125. Segun El Gawad y col (29) los niveles
elevados de CA 125 fueron predictivos de una
menor sobrevida global.

En nuestro estudio sobre el analisis univariado
de la sobrevida global en los pacientes con LNH
agresivos respecto a la LDH y B2M, pudimos
confirmar lo reportado por otros autores (30,36-
38,40) respecto a la asociaciéon de sus niveles
elevados con una peor sobrevida global, asi como
su valor prondstico independiente en el analisis
multivariado.

Algunos autores han propuesto que el valor
prondstico del IPI pudiera mejorarse con la
inclusiéon de niveles elevados del CA 125 y B2M
en la categorizacion de los pacientes con LNH
(41).
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Es importante tomar en consideracion los factores
que influyen enlavariabilidad delos resultados yen
consecuencia la dificultad de comparar los trabajos
publicados. Estos factores estarian relacionados
con el tamafo de muestra, la heterogeneidad
de las poblaciones de los pacientes estudiados y
los esquemas de tratamientos, por lo que seria
recomendable realizar estudios multicentricos
incluyendo un mayor numero de pacientes,
recibiendo el mismo tratamiento, homogeneidad
histolégica y caracteristicas clinicas, ademas la
estandarizaciéon metodologica.

Los resultados del presente trabajo sugieren Ila
utilidad de la determinacion de los niveles séricos
del CA 125 al momento del diagndstico, antes de
iniciar el tratamiento y también han permitido
profundizar sobre el comportamiento bioldgico
del tumor, asociandose con la agresividad de la
enfermedad. La determinacién del CA 125 pudiera
proveer importante informacién pronoéstica al ser
incorporado en la evaluacién clinica inicial del
paciente con LNH.
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DESARROLLO DE UNA PROPUESTA PARA LA IMPLEMENTACION DE
UN SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD EN UN LABORATORIO CLINICO EN
CARACAS - VENEZUELA
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RESUMEN:

Los Laboratorios Clinicos requieren Sistemas de Gestién de la Calidad (SGC) para operar de manera 6ptima y eficiente.
Actualmente pocos laboratorios en Venezuela, trabajan con SGC formales, por ello se planted elaborar un diagndstico para
generar propuestas del SGC actual en un Laboratorio Clinico a través de una Lista de Verificacion (LV) elaborada segun la
Norma COVENIN/ISO:15189-2007. La LV fue completada a través de entrevistas con el coordinador del Laboratorio y la
demostracién de evidencias de cumplimiento de los requisitos del SGC descritos en la norma seleccionada. Se tabularon los
resultados obtenidos y se elabor6 un diagrama de causa-efecto y un diagrama de Pareto para jerarquizar y determinar las
causas de las no conformidades en el SGC actual. Los resultados obtenidos reflejaron la carencia de un SGC adecuado, ya
que se obtuvo que un 77% de los requisitos no estan implementados ni documentados, un 11,4% estan documentados pero
no implementados y solo un 3,4% estan implementados y documentados (8,2% de las clausulas no aplican al laboratorio
estudiado). De acuerdo a estos resultados se concluyé que no existe un Sistema de Gestién de la Calidad adecuado en el
Laboratorio y para favorecer su progreso se redactaron propuestas acordes al laboratorio para la implementacién del mismo
en este centro de salud.

Palabras claves: Gestion de la Calidad, Lista de Verificacién, Documentacidn.

DEVELOPMENT OF A PURPOSE FOR THE IMPLEMENTATION OF A QUALITY
MANAGMENT SYSTEM IN A CLINICAL LABORATORY IN CARACAS - VENEZUELA

SUMMARY

The clinical laboratories require quality management systems (QMS) to operate in an optimal and efficient way. Actually only
a few laboratories work with formal QMS, due this fact, we established to elaborate a diagnosis in order to create purposes
over the present QMS through a verification list (VL) that was performed in accordance with the COVENIN/ISO:15189-
2007 normative. The VL was completed through interviews with the laboratory coordinator and the demonstration of the
evidence of fulfillment for the requirements of the QMS described in the standard. The data was tabulated and a cause-effect
diagram was elaborated, also a Pareto diagram to give hierarchy to the results obtained and to determine the causes of the
non conformities in the actual QMS. The results reflected the lack of an adequate QMS, cause 77% of the requirements are
not implemented nor documented, a 11,4% are documented but not implemented, and only a 3,4% are implemented and
documented (8,2% of the requirements do not apply for this lab). According to these results we conclude that it does not exist
an adequate QMS in this laboratory, and in order to promote its progress we wrote purposes in agreement with the laboratory
for the implementation in this health center.

Key words: Quality Management, Verification List, Documentation
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Desarrollo de una propuesta para la implementacion de un sistema de gestion de la calidad en un laboratorio clinico

INTRODUCCION

Los laboratorios clinicos (LC) han sido concebidos
como entes de ayuda y orientacidn diagnostica para
los clinicos. En ellos se desarrollan actividades
asistenciales, docentes, de investigacién entre
otros, y dada la trascendencia que tienen los
informes y resultados que estos emiten para la
atencion al paciente, resulta evidente que todos
los laboratorios deben disponer de un sistema que
asegure la calidad de sus resultados.

Se entiende por aseguramiento de la calidad al
conjunto de acciones sistemdticas encaminadas
a proporcionar la adecuada confianza en los
servicios que suministra el laboratorio para
satisfacer las necesidades de atencidn al pacientel.
En estos sistemas se han introducido conceptos de
gestion de la calidad, tal como los que se reflejan
en la norma ISO 9000:20052, asi como otras, las
cuales son estandares de sistemas de gestion de la
calidad que definen como una organizacién debe
manejar, gestionar y sistematizar sus procesos en
lo relativo a la calidad.

Los modelos de sistemas de aseguramiento y de
gestion de la calidad de laboratorio basados en
normas han tomado auge internacionalmente en
los ultimos anos. Sin embargo, en nuestro pais
aun no se han implementado de manera regular ni
son exigidos por ninguna instituciéon o autoridad
competente.

Desde febrero del afio 2003, los LC alrededor del
mundo tienen una norma por implementar en sus
operaciones para el mejoramiento continuo de la
calidad de los resultados, la norma ISO 151893:
“Laboratorios Clinicos: Requisitos particulares
para la calidad y la competencia”. Esta norma fue
oficializadaporel Comité Técnico212(CT212)dela
Organizacidn Internacional para la Normalizacién
(ISO), y posee un conjunto de requerimientos
que se dividen en dos categorias, la primera se
relaciona con el sistema de gestion, donde se
evalua al sistema de la calidad relacionado con
la estructura organizativa y la gestiéon de calidad
del LC, y la segunda con los requisitos técnicos
que contemplan los lineamientos a ser cumplidos
por el personal, las instalaciones y condiciones
ambientales, los equipos de laboratorio, los
procedimientos de pre-anadlisis y procedimientos
de andlisis, el aseguramiento de la calidad de
procedimientos de analisis, el proceso de post-
analisis e informe de resultado, actualmente
estd disponible la version 2007 de esta norma.
Ademas existen otros documentos bajo los cuales
un laboratorio puede diseflar e implementar un
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sistema de gestion, tal como las buenas practicas
de laboratorio (BPL)4 que se implementan en
otros paises de Latinoamérica y el mundo, sin
embargo, no estan establecidos como un requisito
en Venezuela.

Tanto la ISO 15189 como las BPL y otras, han
servido de base paralaelaboracion de cuestionarios
de autoevaluacién que permiten realizar un
diagnostico general del sistema de gestién del
laboratorio, y asi mismo conocer el grado de
cumplimiento de la norma o el documento con
el fin de desarrollar planes y politicas dirigidas a
lograr la conformidad con los requisitos exigidos.

De las normas mencionadas, solo se ha adaptado
como norma Venezolana a la ISO 15189. Esta
norma fue adoptada en Venezuela como norma
COVENIN (COVENIN/ISO 15189:2004) por el
instituto de normalizacién nacional Fondonorma,
y en el momento que se disponga, SENCAMER
(Servicio Auténomo Nacional de Calibracién,
Metrologia y Reglamentos Técnicos), sera el
encargado de acreditar laboratorios venezolanos
bajo esta norma, entendiendo que un laboratorio
clinico que logre acreditarse con COVENIN/ISO
15189:2007 asegura a sus clientes que provee no
solo resultados confiables, sino un buen servicio
de atencidn clinica.

Actualmente existe a nivel internacional un
interés creciente entre los laboratorios clinicos
de obtener la acreditacién de sus servicios bajo el
enfoque de ISO 15189 debido a que la norma ha
ganado aceptacion por los cuerpos de acreditacion
a nivel mundial. Este es un estandar de calidad
desarrollado exclusivamente para laboratorios
clinicos y tiene su base sobre las normas ISO
170255 e ISO 90012.

En Venezuela, ademds de esta norma que es de
aplicaciéon voluntaria, existen leyes y decretos
de obligatorio cumplimiento en el drea del
Bioandlisis, como por ejemplo la Ley del Ejercicio
del Bioandlisis (Gaceta Oficial N° 30160 del 23
de Julio de 1973)6; la Gaceta Oficial N° 36595,
del Jueves 3 de diciembre de 19987, en donde se
establecen los requisitos para obtener el permiso de
funcionamiento del laboratorio clinico, incluidas
las responsabilidades del Director del Laboratorio
y por tltimo, la Gaceta Oficial N° 37144 del 20
de febrero de 20018, en donde se establecen los
requisitos para conformar la estructura fisica del
laboratorio clinico. Sin embargo, la supervision
de su cumplimiento por parte de las autoridades
competentes no es estricta.
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La introduccién de sistemas de gestion de la
calidad representa una oportunidad importante
para los laboratorios clinicos de Venezuela, ya
que estos elevarian los estandares de calidad y
de desempefio actuales y lograrian la unificaciéon
de criterios clinicos en pro de generar calidad e
impacto positivo en los usuarios.

El primer paso para la implementacion de estos
sistemas debe ser establecer un diagnostico del
estado del laboratorio, a fin de determinar en
qué grado o a qué nivel se encuentra el sistema
de gestién y a partir de alli, establecer una
planificacién gradual que tenga como objetivo la
construccion del sistema de gestion del laboratorio.

En ese sentido, en este trabajo se plantea como
primer paso realizar un diagnostico inicial
segun la norma COVENIN/ISO 15189:2007 del
sistema de gestion de la calidad de un laboratorio
clinico. Para ello se emplearda un cuestionario
de autoevaluacién o lista de verificacion (LV)
(Checklist ISO/FDIS 15189) elaborada siguiendo
la estructura de la norma, para definir el grado de
conformidad con la norma citada, y asi conocer
las fortalezas y debilidades del sistema de gestion
actual. Una vez completada la LV, con los datos
obtenidos a partir de esta, se buscard establecer
la base sobre la que se disefiara un plan de accién
coherente dirigido a mejorar y fortalecer el sistema
actual.

Hasta ahora no existen registros en Venezuela
de laboratorios acreditados con la norma ISO
15189:2007, de donde se hace necesario que
las instituciones responsables del ejercicio del
Bioanalisis, promuevan y exijan la implementacion
de sistemas de gestiéon de la calidad basados en
normas, y asi mismo verifiquen el cumplimiento
de estdndares minimos de calidad9, los cuales
deben ser de obligatorio cumplimiento dada la
importancia que tiene el producto o resultado de
un laboratorio para las decisiones diagnosticas
y terapéuticas de los clinicos que se reflejan
directamente en la calidad de vida de los pacientes.

METODOLOGIA

Para definir el grado de cumplimiento de
la norma COVENIN/ISO 15189:2007 en el
laboratorio objeto de estudio, se empled una
lista de verificacion (LV) (Checklist ISO/FDIS
15189). Este formulario una vez completado,
permite obtener una aproximaciéon del grado de

cumplimiento de los requisitos que contempla la
COVENIN/ISO 15189:2007. La LV esta agrupada
por secciones (clausulas y subclausulas) en un
orden que coincide con el de presentacion de la
norma y esta disefiada de tal forma que junto a
cada requisito, se encuentra un espacio vacio
previsto para dar respuesta al item evaluado. El
modo de responder la LV debe definirse a fin de
facilitar el andlisis de los resultados, en este caso
la LV se completé de acuerdo con el modelo de
respuestas del cuestionario de autoevaluacion del
cumplimiento de la norma ISO 17025 de la ENAC
(Entidad Nacional de Acreditacién - Espafa)l0.
Segun ello, el tipo de sistematica utilizada fue:

DI: Sistematica definida Documentalmente e
Implantada eficazmente .

DNI: Sistematica definida Documentalmente pero
no Implantada eficazmente.

NDA: Sistematica No definida Documentalmente,
pero existen Actuaciones que pretenden resolver
la cuestion.

NDNA: No se ha definido Sistematica alguna, ni se
realizan Actuaciones relativas a la cuestion.

NA: No es de Aplicacion en el laboratorio

Se selecciond este modo de respuestas debido
a que permite considerar opciones dentro del
grado de cumplimiento, ya que si se utiliza un
modo cerrado tal como Si cumple/No cumple, es
predecible, dado lo incipiente que es la aplicacion
de sistemas de la calidad en laboratorios clinicos
en Venezuela, que cerca del 100% de las opciones
sean respondidas con No cumple cuando pueden
haber requisitos con cumplimiento parcial. De esta
manera, se permite identificar aquellos aspectos
para los cuales existen actuaciones y aquellos para
los cuales no existen actuaciones, estableciéndose
entonces con mayor claridad cuales son las areas
mas criticas del laboratorio que requieran atencién
inmediata.

Se completd la LV (Checklist ISO/FDIS 15189)
a través de entrevistas entre el coordinador del
laboratorio y los autores del trabajo, en las cuales
se solicitaba al coordinador del laboratorio que
demostrara a través de evidencias la conformidad
conlosrequisitos de la norma. Segun las evidencias
mostradas en cada clausula, se clasificé el grado
de cumplimiento de acuerdo a la sistematica
sefialada.

*El grado de definicion y extension de la sistematica definida puede ser motivo de diferentes interpretaciones.
“Se entiende por eficazmente implantada cuando se aplica regularmente y se consigue el objetivo que pretende.

“Que sea de aplicacion o no puede ser motivo de diferentes interpretaciones
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Una vez culminada la aplicacién de la LV, se
procedié a tabular la frecuencia de las categorias
empleadas para calificar el cumplimiento de las
clausulas de la norma y asi establecer el grado de
conformidad del sistema actual del laboratorio
entrevistado con la norma COVENIN/ISO
15189:2007.

Posteriormente a partir de los datos obtenidos,
se construyeron los diagramas de Ishikawall
y Paretol2, los cuales son herramientas de
mejoramiento continuo que ayudan a identificar
y determinar las posibles causas y fuentes de no
conformidades derivadas de la LV. La construccién
de estos diagramas se logra a través de tormenta
de ideas, andlisis y participacién de todos los
integrantesdeltrabajoydellaboratorio,yserealizan
con el objeto de proponer coherentemente, sobre
la base de su analisis algunas mejoras que estén
dirigidas a optimizar el sistema de gestion actual y
con lo mismo aumentar el grado de cumplimiento
de la norma COVENIN/ISO 15189:2007.

Finalmente, con los resultados obtenidos de los
diagramas mencionados se formulan de acuerdo a
los problemas identificados, propuestas las cuales
al ser aplicadas e implementadas proporcionan

Ho hay eoigencias pala

una mejora a la competencia del laboratorio.

Este proceso de diagnostico, analisis y propuesta e
implementaciéon de mejoras debe ser ciclico a fin
de incrementar cada vez mas el estandar de calidad
y de desempeio de la organizacion.

Resultados

50 1 44,4

32,6

%30*

11.4

8,2
10 )
3,4

DI DNI NDA NDNA NA
DI: Documentado e Implementado. DNI: Documentado No
Implementado. NDA: No Documentado pero con Actuaciones.

NDNA: No Documentado No actuaciones. NA: No Aplica

Grafico 1.- Diagnodstico del Sistema de Gestion
de la Calidad en un Laboratorio Clinico segin
resultados de la Lista de Verificacion. Caracas,
Octubre 2009.
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Figura 1.- Diagrama de Ishikawa (Causa-Efecto). Causas de la Carencia de Documentacion Detectada en
el Laboratorio Clinico. Caracas, Octubre 2009.
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Los resultados del diagnéstico derivado de la
lista de verificacion, muestran que existe un
predominio en las categorias que se refieren a la
no documentaciéon, donde se concentra un 77%
de las respuestas (NDA, NDNA). De acuerdo
a este resultado y tomando en cuenta que la
documentacién constituye la base de todo Sistema
de Gestion de la Calidad, establecemos como
deficiencia principal del Sistema de Gestion de la
Calidad (SGC), la falta de documentacion, y es a
este aspecto al que deben dirigirse las propuestas
a fin de que se logre implementar un sistema
documental que sustente al SGC en el Laboratorio
Clinico estudiado.

Una vez establecida la principal deficiencia del
SGC actual, se construyé un Diagrama Causa-
Efecto, el cual se elabor¢ a partir de una tormenta
de ideas entre todos los Bioanalistas que trabajan
en el LC estudiado. En dicho diagrama se establecié
como “efecto” la carencia de documentacién y se
pidio a los participantes que senalaran las causas
de este efecto que se refieren a cada una de las “M”
(Mano de Obra, Maquina, Materiales y Método)

con las que tradicionalmente se construyen estos
diagramas. Después de la tormenta de ideas se
esquematizé el siguiente diagrama en el que se
muestran las posibles causas de la carencia de
documentacioén.

Luego de realizado el diagrama causa-efecto, se
procede a ponderar la importancia o impacto
de cada causa en el efecto estipulado. Para ello,
se le pidié a los Bioanalistas que sefalaran de
acuerdo a su criterio y su trabajo diario, cuales
causas contribuian mias al efecto establecido,
segun las condiciones actuales del laboratorio, en
cuanto a presencia y disponibilidad de la causa
mencionada. La clasificacién la debian hacer de
acuerdo a la siguiente escala en un rango entre 0 y
3, considerando:

0 = no importante, 1 = poco importante, 2 =
importante, 3 = muy importante

Posteriormente se sumaron y promediaron los
resultados y se construyo la siguiente tabla:

Tabla Ne 1.- Importancia de las Causas de la Carencia de Documentacion Detectada
en el Laboratorio Clinico. Caracas, Octubre 2009.

de Bioanalistas Especialistas

Promedio
No Hay Exigencias parala Documentacién 2.6
) . Preparacién en el Area de Documentacion 3
Sistemas de Control de Laboratorios Carentes de
Documentacion Documentacién en el Laboratorio 1.8
Mano de obra
Conocimiento de Norma Nueva 2
Desconocimiento de la Norma ISO y sus Beneficios Experiencia en el Pais con la Norma 3
Cursos a Nivel Nacional (acceso restringido y costos elevados) 24
No Hay Manuales de Control de la Calidad en los Laboratorios 2.8
Servicio Técnico disponible no requiere documentacién 0.4
Sustituye la Documentacion Interna Manual del Fabricante Disponible 0
Méquina Registro Adecuado de la Operacién del Equipo 0.3
Documentacién de la maquinaria Registro Adecuado del Control Interno 1
Programas Regulares de Mantenimiento Establecidos 1.4
Programas Regulares de Calibracion Establecidos 1
Administracion Centralizada 0.5
Lineamientos, Normas, Manuales para desarrollar Los Recursos para la Adquisicién de Materiales 0
Documentacién dependen de una Organizacién Superior
Materiales . »
Falta de Materiales para Elaborar Documentacién 0
Elaboracién de Protocolos de Trabajo Ex1genc1§s de Métodos y de Estandarizacion por medio 3
de Autoridades Competentes
Exigencias de Documentacion en los Laboratorios 2.7
Las Ni de Calidad introd C t
Se Dificulta la Aplicacion de Conceptos a Métodos as Normas fe Lalcac INrocucen »-oneepios que no 2
se Manejan en los Laboratorios Clinicos
Método Elaboracion de Formatos para la Documentacion de los Métodos que se Aplican en el Laboratorio 5
Existencia de una Politica de Gestién de los Documentos que se Generan a partir de la Ejecucion de Métodos 2.7
Los registros de la Documentacion corresponden con los Lineamientos de las Normas de Calidad 2.7
Z; Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
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De la tabla anterior se obtuvo la siguiente
tabulacion para elaborar el diagrama de Pareto:

Tabla N° 2.- Sumatoria y % Acumulado de
las Causas de la Carencia de Documentacion
Detectada en el Laboratorio Clinico. Caracas,
Octubre 2009.

CAUSA )y % % ACUMULADO
MANO DE OBRA 17.6 45,3 45,3
METODO 16.4 42,3 87,6
MAQUINA 4.3 11,1 98,7
MATERIALES 0.5 1,3 100

Con los resultados obtenidos en la tabla 2, se
elabor6 el diagrama de Pareto, en el cual se
priorizan las causas, permitiendo visualizar
el aspecto que requiere mayor atenciéon para
desarrollar propuestas para la implementacién
de un Sistema de Gestion de la Calidad en el
Laboratorio Clinico estudiado.

Grafico 2.- Diagrama de Pareto de las Causas de
la Carencia de Documentacion Detectada en el
Laboratorio Clinico. Caracas, Octubre 2009.
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Entrela Mano de Obra (45.3%) yel Método (42.3%),
se encuentra el 87.6% de las causas de la deficiencia
documental; de acuerdo a estos hallazgos, debe
dirigirse el desarrollo de propuestas hacia estos
aspectos para la implementaciéon de un Sistema de
Gestion de la Calidad en el Laboratorio Clinico
objeto de estudio.

Discusion
Lamentablemente los Laboratorios Clinicos de

Venezuela se han caracterizado por la utilizacién
insuficiente y desorganizada de los Sistemas de
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Gestion de la Calidad, situaciéon que se origina
basicamente debido a la falta de politicas de salud
dirigidas a promover el trabajo de calidad y a
establecer lineamientos de calidad en los centros
de salud, sumado a la falta de supervisién por
parte de entes competentes del cumplimiento de
estos estindares de calidad basicos en cualquier
laboratorio clinico.

La Norma COVENIN/ISO 15189:20073, asi como
cualquier estandar de calidad para los laboratorios
clinicos, pretenden armonizar los criterios y
lineamientos a seguir para lograr la uniformidad
en la implementaciéon del Sistema de Gestion de

Calidad (SGC).

En este trabajo, se detecté que la principal causa
de no conformidad es la no definicién de una
sistematicadocumental,lo que contrasta conlabase
de la norma que es la documentacién de todas las
acciones y propositos del LC, vale citar que segin
ISO 15189:2007, se define como documento a toda
informacion o instruccién, incluyendo el Manual
de la Calidad, definiciones de politicas de calidad,
libros, procedimientos, especificaciones, curvas
y tablas de calibracién, graficas, memorandums,
procedimientos de examenes, etc.; mientras
que segun ISO 9000:20052 la documentacion
contribuye a:

Lograr la conformidad con los requisitos del
cliente y la mejora de la calidad;

Proveer la formacion apropiada;
La repetibilidad y la trazabilidad;
Proporcionar evidencias objetivas, y

Evaluar la eficiencia y la educacién continua del
sistema de gestion de calidad.

La elaboracion de la documentaciéon no deberia
ser un fin en si mismo, sino que deberia ser una
actividad que aporte valor.

En relacién a los hallazgos del diagrama causa
- efecto donde se considera la contribucién de
distintas categorias al efecto observado podemos
analizar lo siguiente:

Método: No se cuenta con un sistema formal de
registro de documentos, ni protocolos de trabajo
adaptados a la norma que faciliten la elaboracion
de manuales de procedimientos, siendo esto
atribuible a la innovacién de conceptos por parte
de COVENIN/ISO 15189:2007 relacionados con el
SGC. Segun los lineamientos de la Norma deben
elaborarse una serie de manuales, procedimientos,
instrucciones, registros, entre otros, que describan
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el funcionamiento del laboratorio en su totalidad.
Sin embargo, segin lo considerado en este
laboratorio, esto no se observa, ello se debe a
la falta de exigencia, a la falta de programas de
calidad, y la falta de una politica de gestién de los
documentos que se generan a partir de la ejecucion
de métodos.

Mano de obra: el desconocimiento de la norma
COVENIN/ISO 15189:2007 y de sus beneficios
es atribuible a que la norma es relativamente
nueva, lo cual incide sobre la disponibilidad de
cursos de capacitacion, y a su vez ambos influyen
en la preparacién y experiencia del personal en
la realizacidon de los documentos. Por otra parte
también es importante la iniciativa, tiempo y
motivacion del personal, en los que existe el
deseo de mejora del Sistema de Gestion de la
Calidad, mas no el compromiso de la directiva lo
cual impide el desarrollo de un SGC adecuado.
Actualmente observamos acciones basadas en los
manuales del equipo y en las recomendaciones
descritas por los trabajadores del centro, lo que
desplaza la documentacion de sus acciones.

Maéquina: en este aspecto observamos que no
existen politicas dentro del laboratorio para llevar
un sistema documental tal como se establece
en los SGC, ello debido a que los manuales del
fabricante sustituyen a la documentacién interna,
lo cual es una no conformidad ya que en el
manual estan las caracteristicas del equipo mas
no los procedimientos bajo los cuales funciona
el laboratorio. Por otra parte no se encuentran
documentados los programas de calibracién ni
de mantenimiento de los equipos, ni se lleva
un registro adecuado de la operacién ni del
control interno, los cuales serian la evidencia del
cumplimiento de los requisitos relacionados.

Materiales: la administracién y provision de
recursos estd centralizada lo que afecta en algunas
ocasiones la disponibilidad de los mismos, asi
como la consideraciéon de aprobacién de los
recursos para contratar servicios de asesorias que
orienten en la elaboracién de los documentos.

Segiin el Diagrama de Pareto (Gréfico 2) se
priorizaron las causas de las no conformidades
mostradas en el Diagrama de Ishikawa (Figura
1) observandose que los principales aspectos
por resolver son el método y la mano de obra, es
decir, hacia estos aspectos debe estar dirigido el
Plan de Mejora de la Calidad. En relacién a lo
anteriormente expuesto y segun lo establecido
en la Norma ISO 15189:2007 se propusieron las
siguientes acciones para la implementacién de un

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
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SGC que establezca una sistemdatica documental
aplicable al LC.

A corto plazo (dentro de un lapso de tiempo no
mayor a 1 alo) se propuso:

« Realizar programas de calibraciones y control
interno de todos los equipos del LC que se
editen en un libro control, para obtener un
reporte continuo de la correcta operatividad
del LC que refleje un control interno continuo
y eficaz, para verificar que la calidad alcanzada
sea la especificada.

o Estimular al personal a participar en cursos
de presentaciéon de la normas COVENIN/
1SO:15189:2007, asi como en cursos de
documentacion para hacer de su conocimiento
el alcance, objetivos, contenido y beneficios de
las mismas.

o Destacar la importancia de destinar recursos
economicos para el adiestramiento del personal
del Laboratorio en el area de calidad, asi como
para la contratacién de asesoria en al area.

Elaborar manuales de procedimiento que
contemplen las etapas del proceso analitico (desde
la fase pre-analitica hasta el informe de resultados).

A mediano plazo (dentro de un lapso de tiempo no
mayor a 2 ailos) se propuso:

o La elaboracién de un Manual de la Calidad
accesible a todo el personal elaborado segtn
la norma COVENIN/ISO:15189:2007, donde
se describa el sistema de gestion de la calidad
y la estructura de la documentaciéon usada en
él. Incluir o hacer referencia a los documentos
que lo soportan, incluso los técnicos. Debe
describir la estructura de la documentacién del
sistema de la calidad y deben estar definidos
los roles incluyendo responsabilidades con el
cumplimiento de esta norma internacional.

o Instruiratodoel personal enelusoyaplicacién
del mismo, y de todos los documentos a los
que se hace referencia en él y de los requisitos
para su implementacion. El Manual de la
Calidad debe ser actualizado, bajo la autoridad
y responsabilidad de una persona designada
como responsable de la calidad por Ila
direccion del laboratorio. (ver cldusula 4.2.3
de la Norma).

« Elaborar un sistema de registro y control de
todos los documentos contenidos en el Manual
de la Calidad del Laboratorio.

143




Desarrollo de una propuesta para la implementacion de un sistema de gestion de la calidad en un laboratorio clinico

A largo plazo (dentro de un lapso de tiempo no
mayor a 5 afos), se propuso:

o Participar y documentar la participaciéon en
programas de evaluacion externa de la calidad.

« Elaborar programas de revisién continua
del SGC para fortalecer el plan de mejora y
plantearse acciones correctivas y preventivas,
las cuales deberdan ser implementadas
oportunamente.

Con este trabajo se logré diagnosticar el Sistema
de Gestién de la Calidad actual del Laboratorio
Clinico, lo que permiti6 obtener un estimado de
la situacion real del mismo referente a la calidad.
De igual manera se logré jerarquizar resultados
de este diagnodstico lo que permitié establecer
las principales causas de las no conformidades
detectadas para la implementacién de un SGC en
el LC y en base a estas se logr6é proponer acciones
y actividades para iniciar la implementaciéon del
mismo con la finalidad de obtener en el tiempo
mejoras en su operatividad y en la calidad del
servicio que ofrece a sus usuarios.
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RESUMEN:

Las gastroenteritis representan una causa importante de morbimortalidad en el mundo y en Venezuela. Su etiologia en infantes
es principalmente viral, encontrando a los Norovirus como agentes asociados. Considerando la escasa documentacién al
respecto, se realizo este estudio para evaluar la prevalencia de Norovirus en nifios de 0 a 10 afios con diarrea aguda que
acudieron a la Policlinica Metropolitana en Caracas; verificando su asociacién con otros factores etioldgicos y demograficos.
102 muestras fecales fueron sometidas al analisis bacteriologico, parasitolégico y viral, utilizando para la detecciéon de
Norovirus un ensayo ELISA RIDASCREEN® Norwalk-like-Virus. El analisis estadistico incluyé los indices O.R, y Chi-
Cuadrado para analizar las frecuencias de los agentes etioldgicos, permitiendo ademas verificar si la diarrea por Norovirus era
independiente de otros patdgenos, del sexo y grupos etareos. Se utilizé Excel y el paquete estadistico SPSS 1.0. Los resultados
sugirieron que el riesgo de diarrea por Norovirus se sextuplico en los nifios de 1-2 afios en comparacién con los mayores a 5
afnos (O.R 5,8842 p:0,0070; x210,879 p:0,012). En los casos positivos, la prevalencia de Norovirus fue del 68,9%, y 30% de ellos
presento coinfeccidn con otros patogenos, pero la asociacién no fue significativa (p>0,05). Considerando los casos de diarrea
que quedan sin diagnosticar, seria légico pensar que Norovirus circularia con una alta frecuencia en Venezuela, ya que la
prevalencia fue superior a la reportada en otras poblaciones (39,2% vs 5-33%). El impacto de las infecciones por Norovirus
en Venezuela se desconoce completamente y debe ser estudiado con mayor profundidad.

Palabras claves: Gestion de la Calidad, Lista de Verificacion, Documentacion.

PREVALENCE OF NOROVIRUS LIKE GASTROENTERITIS ETIOLOGIC AGENT IN
VENEZUELAN CHILDREN

SUMMARY

Gastroenteritis is a very important cause of mobility and mortality in Venezuela and the rest of the World. Their etiology on
children is mainly caused by viruses, including Norovirus. Considering the lack of related documentation in Venezuela, we
performed a study in order to calculate the prevalence of Norovirus on children between 0 to 10 years old, with acute diarrhea
treated on the Policlinica Metropolitana, Caracas; also we analyzed his association with other etiological and demographic
factors. 102 stool samples were tested for bacteria parasitic and viruses. For Norovirus we used the ELISA RIDASCREEN®
Norwalk-like-Virus, (r-biopharm, Germany). The statistical calculations included O.R. and Chi Square ratios, in order to
analyze the frequency of the different etiological agents and also to verify if the diarrheas for Norovirus were independent
from other pathogenic agents, sex or age groups. We used Excel ® and SPSS °© 1.0 software for statistical calculations. The
results suggested that that the risk of getting a diarrhea caused for Norovirus was 6 times higher on children from 1 to 2 years
old than those older that five years old. (O.R 5,8842 p:0,0070; x210,879 p:0,012). The prevalence for Norovirus was 68,9%, and
30% of them presented simultaneous infection with other pathogenic agents, but this association wasn’t significative (p>0,05).
Considering the high number of diarrhea cases that lack of a proper etiological diagnostic, it’s possible that the Norovirus are
circulating with a high frequency in Venezuela, due the prevalence reported on this study is above the reported in other
population studies (39,2% vs 5-33%). The actual impact of Norovirus in Venezuela is still unknown and must be study with
more detail.
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Introduccion

Las gastroenteritis representan una causa
importante de morbimortalidad en el mundo,
especialmente en paises en desarrollo (1). Los nifios
y ancianos constituyen los grupos mas susceptibles
a estas enfermedades. En Venezuela se estima
que anualmente ocurren aproximadamente 1,32
millones de casos de diarrea (2), representando
en los altimos afios la novena causa de muerte en
la poblacion general y la segunda en menores de
4 afnos (3), considerandose asi como uno de los
principales problemas de salud publica en nuestro
pais.

La mayoria de las diarreas infecciosas en nifios son
de etiologia viral, encontrando a los Rotavirus,
Adenovirus, Astrovirus y Calicivirus como
agentes asociados a estos cuadros. Investigaciones
recientes han sugerido que los Calicivirus juegan
un papel en salud publica mucho mas importante
de lo que inicialmente se sospechaba.

Esta familia de virus se caracteriza por una gran
diversidad antigénica y genética, y se encuentra
conformada por cuatro géneros:

Vesivirus, Lagovirus, Norovirus (antiguamente
llamado  Norwalk-like-virus) y  Sapovirus
(antiguamente  llamado  Sapporo-like-virus).
Debido a que las relaciones antigénicas entre
los Calicivirus permanecen aun poco claras, la
mayoria de ellos han sido denominados segun la
localidad geografica de su primer descubrimiento.

Asi el prototipo de virus Norwalk debe su
nomenclatura a los hallazgos correspondientes a
un brote de gastroenteritis aguda en 1968 en una
escuela de Norwalk Ohio, Estados Unidos (4).
Con el progreso de las técnicas moleculares hoy
se sabe que es un virus pequefo, redondeado, con
un genoma de ARN de cadena simple y sentido
positivo.

Actualmente se considera a los Norovirus como
principales agentes virales asociados a brotes
de diarrea en humanos, y se perfilan como
causa importante de diarreas endémicas (1,5).
Estudios hechos en paises desarrollados y en
desarrollo estiman que entre el 20% y el 30% de
las gastroenteritis infantiles son causadas por
Norovirus (6). Los sintomas asociados a este
cuadro clinico incluyen vomitos, diarrea acuosa
no sanguinolenta, dolor abdominal, fiebre y
nauseas, con un periodo de incubacién entre 1 y
4 dias. Generalmente la recuperacién es completa
y sin complicaciones. Las muertes asociadas a este
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tipo de infecciones son infrecuentes, aunque se
han descrito algunos casos en ancianos.

Considerando estos hallazgos, y conociendo que
hasta el momento la documentacién existente en
nuestro pais en el area es limitada, se realizé este
estudio con el fin de evaluar la prevalencia de
Norovirus en una poblacién de nifios venezolanos
de 0 a 10 anos afectados con diarrea aguda
que acudieron al servicio de Emergencia de la
Policlinica Metropolitana en Caracas, Venezuela;
asi como verificar si existe asociacidn significativa
con otros agentes etioldgicos y ciertos factores
demograficos.

Materiales y Métodos
Poblacidn en estudio

Se analizaron un total de 102 muestras fecales
provenientesdeindividuos de edadesinferioresa10
afios, ambos sexos (48 femeninos, 54 masculinos),
no relacionados entre si, con un cuadro de diarrea
aguda de evolucién no superior a 72 horas, sin
antibioticoterapia durante las primeras cuatro
semanas anteriores al episodio, sin desnutricién
ni alteraciones congénitas.

Se defini6o el cuadro de diarrea aguda como
la presencia de tres evacuaciones liquidas o
semiliquidas, o una evacuaciéon de consistencia
alterada y/o sanguinolenta en 24 horas.

Luego de informar al representante del nifio de los
objetivos del estudio y obtener su consentimiento,
se registraron los datos al momento del ingreso
a la Emergencia de la Policlinica: Edad, sexo,
procedencia, fecha de consulta, fecha de inicio
de los sintomas e ingesta de alimentos previos
al episodio. En la historia clinica del paciente
se incluyeron las manifestaciones clinicas
(fiebre, vomitos, nimero de evacuaciones, dolor
abdominal, fiebre, cefalea, deshidratacion) y las
caracteristicas de las evacuaciones (consistencia,
presencia de sangre y/o moco).

Procesamiento de las muestras

Las muestras fueron obtenidas por emision
espontanea o mediante el uso de cucharillas
rectales, y transportadas bajo condiciones
apropiadas al laboratorio7. La conservaciéon se
realiz6 en medio de Cary Blair para el estudio
bacteriolégico; a temperatura ambiente durante
un periodo no mayor a 1 hora para el estudio
parasitoldgico, y no mayor a 5 horas para el
estudio viral. Se realiz6 el estudio parasitolégico,
bacteriolégico y viral (Adenovirus, Rotavirus y
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Norovirus) para cada una de ellas. Los métodos
de diagndstico para la deteccion de parasitos
intestinales incluyeron examen macroscépico de
las heces y examen microscépico por el método
directo (7).

Para el estudio bacterioldogico, las  muestras

fueron sembradas en agar MacConkey, agar
Levine, agar Salmonella-Shigella, agar de
xilosa-lisina-desoxicolato, caldo Selenito y

agar Preston suplementado con cefoperazona
para la investigacion de Campylobacter. Los
microorganismos aislados fueron identificados
por métodos estandarizados (8).

La detecciéon de Rotavirus y Adenovirus se
realizé utilizando el ensayo rapido RIDA®Quick
Rotavirus/Adenovirus (r-biopharm) (9). La
metodologia utilizada para la deteccion de
Norovirus incluyé un ensayo inmunoenzimatico
tipo ELISA RIDASCREEN® Norwalk-like-Virus
(r-biopharm AG Germany) que permitié bajo
condiciones apropiadas, el diagndstico in vitro
mediante la identificacidn cualitativa de los virus
Norwalk-like del genogrupo I y II (10).

Analisis estadistico

Se realizé un estudio descriptivo de las variables
en estudio y se obtuvieron los indices de Odd Ratio
(O.R) para cada caso. Se aplico la prueba de Chi-
Cuadrado a fin de realizar el analisis comparativo
de las frecuencias de los agentes etioldgicos.
Igualmente, la prueba estadistica permitio verificar
si la diarrea por Norovirus fue independiente de la
presencia de otros agentes patdgenos, del sexo y de
los grupos etareos en la poblacién estudiada, para
un intervalo de confianza del 95%.

Seutilizé Excel yel paquete estadistico SPSS version
1.0 para crear la base de datos correspondiente y
se ejecutaron los procedimientos estadisticos para
su posterior analisis. Seran excluidos del analisis
de O.R y Chi-Cuadrado aquellos individuos cuyo
resultado de Norovirus fue indeterminado.

Resultados
Caracteristicas de la poblacidon estudiada

La distribuciéon de los individuos por grupos
etareos se resume en la Tabla 1, utilizando el
grupo de 5-<10 afios como punto de comparacion.
Al evaluar los O.R y su respectiva significacion, se
obtiene especificamente que el riesgo de diarrea
por Norovirus casi se sextuplica en la subpoblaciéon
de nifios con edades comprendidas entre 1 y 2 afios
en comparacion a la subpoblacién de nifios con
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edades superiores a 5 afios, siendo estos resultados
estadisticamente significativos (p<0,05)

Tabla 1. Edades de la poblacidon infantil estudiada
y valores O.R de la presencia de Norovirus en
diarrea aguda. Servicio de Emergencia de la
Policlinica Metropolitana. Caracas, Venezuela.

Grupo etareo Casos  Porcentaje O.R p-valor
(afios) (n) (%)
0-<1 12 1,8 4.3590 0.0510
1-<2 39 38,2 5.8842 0.0070
2-<5 21 20,6 1.2260 0.6922
5-<10 30 29,4
Total 102 100

Al aplicar la prueba de Chi-Cuadrado para
contrastar la independencia entre la presencia
de Norovirus y factores demograficos, se obtuvo
en relacion al sexo, que aun cuando los varones
predominaron sobre las hembras, los grupos
no presentaron diferencias estadisticamente
significativas respecto a la presencia del virus
como agente etioldgico de diarrea aguda (p>0,05).
Por el contrario, si se presentaron diferencias
significativas en relaciéon a la edad del individuo
(p<0,05), tal como se evidencia en la Tabla 2.

Tabla 2. Valores de Chi-Cuadrado de la
presencia de Norovirus en nifios afectados con
diarrea aguda segun su asociacion a factores
demograficos. Servicio de Emergencia de la
Policlinica Metropolitana.Caracas, Venezuela.

Factor c2 p-valor
Sexo 2,002 0,157
Edad 10,879 0,012

Frecuencia de los agentes etiolégicos

En una elevada proporcion de los casos (54,9%)
no se identific6 ningun agente patdgeno. La
frecuencia de Norovirus para el total de muestras
analizadas se determiné tanto de forma absoluta
como porcentual, tal como se muestra en la Tabla
3 y la Figura 1.
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Tabla 3. Frecuencia de Norovirus en nifios
afectados con diarrea aguda. Servicio de

Indeterminado

Emergencia de la Policlinica Metropolitana.
Caracas, Venezuela.

Norovirus Casos (n) Porcentaje
(%)
Positivo 40 39,2
Negativo 56 54,9
Indeterminado 6 5,9
Total 102 100
5,9%
),2%
54,9%
[ Positivas
[J Negativas

H Indeterminadas

Figura 1. Distribuciéon de la frecuencia de
Norovirus en nifos afectados con diarrea
aguda. Servicio de Emergencia de la Policlinica
Metropolitana. Caracas, Venezuela.

Los agentes etiologicos detectados con mayor
frecuencia en nifos afectados con diarrea aguda
fueron Norovirus (68,9%), seguidos de Rotavirus
(20,7%), Shigella sonei (10,3%), Shigella flexneri
(6,9%), Salmonella species (5,2%), Campylobacter
laridis (5,2%). Los parasitos enteropatdgenos
desempefaron un papel poco importante como
causa de diarrea: Blastocystis hominis (6,9%),
Giardia duodenalis (1,7%). Adenovirus entérico
igualmente presenté poca importancia (1,7%)
(Figura 2).

Delas 40 muestras positivas para Norovirus, el 30%
present6 coinfeccion con otros patégenos (Tabla 4),
sin embargo la asociacién no fue estadisticamente
significativa (p>0,05). Norovirus fue aislado como
unico agente etioldgico en el 56,5% de los casos,
tal como se muestra en el Figura 3.
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Giardia duodenalis

Blastocystis hominis
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Figura 2. Frecuencia de los agentes etiologicos
en diarrea aguda. Servicio de Emergencia de la
Policlinica Metropolitana. Caracas, Venezuela.

Tabla 4. Coinfeccion de Norovirus y otros
patogenos en nifios con diarrea aguda. Servicio
de Emergencia de la Policlinica Metropolitana.
Caracas, Venezuela.

Clasificacion de coinfecciéon Casos (n)

Norovirus-Rotavirus 4

Norovirus-Shigella sonei 4

Norovirus-Shigella flexneri 1

Norovirus-Campylobacter laridis 1

Norovirus-Salmonella species 2

Norovirus-Shigella sonei-Rotavirus 1

Norovirus-Salmonella

species-Shigella sonei 1

Total de casos 14
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Figura 3. Distribucion de la frecuencia de
Norovirus en nifnos con diarrea aguda. Servicio
de Emergencia de la Policlinica Metropolitana.
Caracas, Venezuela.
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Al comparar la frecuencia de Rotavirus,
Adenovirus, bacterias y parasitos enteropatégenos
como agentes etioldégicos de diarrea aguda, se
observo que no hubo diferencias estadisticamente
significativas, segun se evidencia en la Tabla 5.

Tabla 5. Valores de O.R y Chi-Cuadrado de la
presencia de Norovirus en nifios con diarrea
aguda segun su asociacion a agentes etiologicos.
Servicio de Emergencia de la Policlinica
Metropolitana. Caracas, Venezuela.

Factor O.R. P c2 P
Parasitos

enteropatdgenos 0,4540  0,5009 0,638 0,490
Rotavirus 1,0000 1,0000 0,000 1,000
Adenovirus 0,0028 0,7914 0,722 0,396
Bacterias

enteropatdgenas 2,7777  0,0709 3,429 0,064

Discusion

Es sabido que la diarrea constituye un problema
de salud publica en el mundo, especialmente en
los paises en desarrollo donde representa una
importante causa de morbimortalidad en nifios
menores de 5 afios.

Multiples episodios de diarrea en el primer afo
de vida pueden deteriorar en forma importante
el estado nutricional del individuo y dejar serias
secuelas. En Asia, Africa y América Latina
anualmente mueren aproximadamente 3,3 millones
de nifios menores de 5 afios, y ocurren mas de mil
millones de episodios (1,3). En Venezuela se estima
que ocurren 2,2 episodios de diarrea por nifio
y afo, cifra similar a la registrada en el mundo:
2,5 episodios por niflo y afo. Su etiologia no estd
bien determinada en el pais debido a que los datos
que se registran en las estadisticas nacionales solo
corresponden al numero de casos clinicos y grupos
etareos afectados. Considerando que la mayoria
de las diarreas infecciosas en la edad pediatrica
son de etiologia viral, muchos son los estudios
que demuestran la importancia de Rotavirus
como causa de diarrea y deshidratacion durante
los dos primeros anos de vida. Sin embargo,
investigaciones recientes aportan evidencias que
sugieren fuertemente que Norovirus podria ser
causa importante de diarrea aguda en nuestros
nifios. En base a estos hallazgos y considerando
que numerosos casos de diarrea en el pais quedan
sin diagnosticar, seria l6gico pensar que Norovirus
circularia con una alta frecuencia en Venezuela. En
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nuestro estudio, realizado en la ciudad de Caracas,
se evaluo la presencia de este agente viral en una
poblaciéon de nifos afectados con diarrea aguda,
obteniéndose una prevalencia de 39,2%; siendo
superior a la reportada por otros autores en otras
poblaciones, donde la prevalencia oscila entre un
5yun 33% (10,11).

En el 56,5% de los casos positivos se identifico
Norovirus como unico agente etioldgico, mientras
que en otro 30,4% de los casos se obtuvo una
coinfeccién con otros patdgenos, aunque en
ninguno de ellos la asociacién fue estadisticamente
significativa (p>0,05). Debido a la significancia
estadistica obtenida (x2 3,429 p: 0,064) y al
numero de pacientes evaluados, seria interesante
realizar estudios posteriores con mayor numero
de casos que permitiera obtener mas informacion
de la asociaciéon de Norovirus con bacterias
enteropatogenas. Adn cuando la proporciéon de
individuos varones fue ligeramente superior a
la de las hembras, no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas respecto al sexo
(x2 2,002 p: 0,157). La edad representd el unico
factor determinante en la prevalencia de Norovirus
como agente etiologico de diarrea aguda, lo cual
ha sido demostrado con anterioridad tanto a nivel
nacional como internacional (2,5). La mayor
incidencia fue observada en el grupo etareo
de 1 a 2 afos, con diferencias estadisticamente
significativas respecto a los otros grupos (O.R
5,8842 p: 0,0070; x2 10,879 p: 0,012). Nuestros
resultados demuestran que el riesgo de diarrea
por Norovirus casi se sextuplica en este grupo de
nifios, tal como lo refieren diversos autores para
otras poblaciones (12).

Las caracteristicas epidemioldgicas de la diarrea
aguda presentan una gran variabilidad regional
particularmente acentuada entre los paises en
desarrollo y desarrollados, debido a que estan
relacionadas con las condiciones de vida de la
poblacién. Sin embargo, segun los resultados
obtenidos en nuestra investigacion se podria
afirmar que las cepas de Norovirus detectadas en
el pais parecen ser de circulacidn universal.

Aunado a ello, nuestros resultados coinciden con
los obtenidos para otras poblaciones. Teniendo en
cuenta que la deteccidn y caracterizacion de estos
agentes se ve complicada por la alta variabilidad
genética que presentan, es probable que esto
explique el porcentaje de muestras indeterminadas
obtenidas, ya que podrian tratarse de otras
variantes diferentes al genogrupo I y II. Lo que si
queda claro a través de este estudio es la existencia
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y circulacién del virus en nuestro medio y por
tanto la importancia de su investigaciéon en la
etiopatogenia de la gastroenteritis.

Conclusiones

Los resultados de nuestra investigacion arrojaron
una prevalencia de Norovirus de 39,2%, lo cual
demuestra que estos agentes virales circulan en el
pais. Cerca de la mitad de los casos de diarrea que
ocurren en Venezuela queda sin ser diagnosticado,
es probable que estos virus sean responsables de
un porcentaje significativo de ellos.

El impacto de las infecciones por Norovirus como
agentes etiologicos de gastroenteritis en Venezuela
se desconoce completamente y debe ser estudiado
con mayor profundidad.
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de la(s) institucién(es) donde fue
realizado, y sefialar con numeros
consecutivos la que corresponde a
cada autor.

Los articulos originales deben
guardar la siguiente estructura:

Titulo en espaifiol e inglés (corto,
no mas de 15 palabras, 75
caracteres), Titulillo en espanol
Resumen y Palabras Clave en
espafiol e inglés), Introduccién,
Metodologia, Resultados, Discusion,
Agradecimientos, Referencias.
Cuadros e Ilustraciones. Cada
seccion debe comenzar en hoja
aparte, asi como también los cuadros
e llustraciones con sus respectivos
pies o epigrafe.

Resumen debe establecer los objetivos
del estudio, los procedimientos
basicos  (seleccion, métodos de
observacion y andlisis) los hallazgos
mds importantes, proporcionar datos
especificos y, significacién estadistica
y las conclusiones principales sobre la
base de los resultados del estudio. No
debe contener referencias ni siglas
que no estén identificadas. El limite
maximo son 250 palabras y no debe
ser estructurado. Al final del resumen
deben estar 3 a 10 palabras clave, que
incluyan descriptores en inglés, de la
lista del “Medical Subject Headings
(MeSH) y en espaiol de la lista de
“descriptores en Ciencias de la Salud”
(DECS).

Introduccion  expresa el propdsito
del  articulo, los  antecedentes
internacionales y nacionales,

mediante referencias actualizadas. En
el dltimopérrafo de la introduccién
debe aparecer en forma clara y
precisa el objetivo del estudio.

Metodologia  describa  claramente
como se seleccionaron los sujetos que
participaron en el estudio, edad, sexo
y otras caracteristicas importantes. En

los manuscritos de revision se incluira
una secciéon en la que se describan
los métodos utilizados para localizar,
seleccionar o extraer los datos.

Los estudios con humanos deben
dejar  constancia escrita de la
aprobacion por parte del Comité
de Ftica de la institucién donde se
realizé la investigacion, asi como el
consentimiento de los individuos que
participaron y, evitar en todo momento
que puedan ser identificados, tener
especial cuidado con las fotografias.
Cuando se trate de experimentos con
animales, mencione si se cumplieron
las normas de la institucién acerca
del cuidado y uso de animales en el
laboratorio.

Describa los métodos estadisticos con
detalle suficiente para que puedan
verificarse los resultados. Defina
los términos, las abreviaturas y los
simbolos estadisticos. Cuando sea
posible, cuantifique los resultados y
preséntelos con indicadores apropiados
de medicién de error o incertidumbre
(como intervalos de confianza).

Resultados. Presente los resultados en
el texto, cuadros, ilustraciones y figuras
en una secuencia légica. No repita en
el texto la informacién que contienen
los cuadros y figuras, solo destaque lo
mads importante. Utilice en esta seccién
el tiempo pretérito.

Discusion. Destaque los aspectos
nuevos e importantes del estudio y
las conclusiones que se derivan de
los resultados. Cuidese de no repetir
la informaciéon ya presentada en
las secciones anteriores. Relacione
las observaciones con la de otros
estudios internacionales y nacionales,
incorporando en la discusién el
andlisis de las referencias bibliograficas
actualizada relacionadas con el
estudio. Establezca el nexo entre
las conclusiones y los objetivos del
estudio , y cierre la discusién con
la conclusion mdas importante del
estudio o con la propuesta de nuevas
hipétesis, cuandoestén justificadas.

Las Revisiones pueden ser solicitadas
por el Editor preferentemente a
especialistas sobre un tema de
importancia cientifica en la actualidad,

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas



pero también se aceptan revisiones de
autores, las cuales seguirdn el proceso
de arbitraje externo.

En la revista también se publican
reportes cortos de hallazgos de interés
para el ambito de la revista, asi como
casos clinicos cuya ocurrencia sea un
verdadero hallazgo.

Las cartas al editor, por lo general estan
referidos a comentarios de articulos
recientes publicados en la revista y
su extension no debe ser mayor a dos
paginas.

Cuadros. Cada cuadro debe escribirse
a doble espacio, sin lineas verticales
ni horizontales internas y en hoja
aparte. Numérelos consecutivamente
con numeros arabigos y asigne un
titulo breve en minuascula. Cada
columna llevard un encabezamiento
corto o abreviado. En las notas al pie
se explicardn todas las abreviaturas
no usuales empleadas en el cuadro. Si
incluye datos publicados o inéditos o
de otra fuente, obtenga la autorizacién
para reproducirlos y conceda el
reconocimiento al autor. No incluya
mas de 5 cuadros, maximo de 5
columnas y 8 filas.

Hlustraciones (Figuras)  Las figuras
deben estar dibujadas en forma
profesional (archivos electrénicos de
las figuras en formato JPEG o GIF).
Se numeran en forma consecutiva
con numeros arabigos. Las fotografias
deben ser en blanco y negro, con buen
contraste, en papel satinado con las
siguientes medidas 127x173 mm, sin
exceder 203x 254 mm. Ubicar una por
pagina, titulo breve y una leyenda que
facilite la comprension del contenido.

Agradecimientos Aparecen al final del
texto, alli se incluyen las colaboraciones
que deben ser reconocidos pero
que no justifican la autorfa, ayuda
técnica, apoyo financiero y material
y las relaciones que puedan suscitar
conflicto de intereses.

Referencias

Las referencias bibliograficas dan el
soporte cientificoal estudio realizado,
por lo tanto deben ser recientes,
preferiblemente de los ultimos cinco
afos. Las referencias internacionales
y nacionales constituyen antecedentes

de Bioanalistas Especialistas

Informacion para los autores

del estudio que se esta publicando, de
esta manera, también reconocemos
la labor de los investigadores
venezolanos que han aportado al tema
en estudio. Numere las referencias
consecutivamente siguiendo el orden
como se mencionan por primera vez en
eltexto. Cite cuidadosamente en el texto,
cuadros y figuras todas las referencias
con un numero entre paréntesis. Cuide
que la escritura reproduzca fielmente
el articulo original y vigile la escritura
en inglés, para evitar cometer errores al
transcribir la informacion.

Las referencias bibliograficas en Acta
Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas, siguen
el estilo de las normas de Vancouver.
(http://www.icmje.org.). Abrevie los
titulos de las revistas de acuerdo con
el estilo del Index Medicus y consulte
la lista de revistas indizadas en (http://
www.nlm.nih.gov). No se aceptan
como referencias resumenes. Los
articulos aceptados pero que todavia
no se han publicado, se indican como
“en prensa’, con la informacién de la
revista donde fue aceptado.

Ejemplos de referencias:

Articulos de revista

Enumere los primeros seis autores y
afiada la expresion ‘et al”

1. Articulo de revista ordinario

Bremer AA, Byrd RS, Auinger P. Racial
trends in sugar-sweetened beverage
consumption among US adolescents:
1988-2004. Int ] Adolesc Med Health
2011; 23(3):279-86.

Libros

2. Individuos como autor:

Casademunt ]. Sobrepeso y obesidad
infantil. Barcelona: Editorial Océano;
2005.

3. Editores como autor:

Alemdn M, Bernabeu-Mestre B,
editores. Bioética y Nutricion. Alicante.
Universidad de Alicante: Editorial Agua
Clara; 2010.

4. Capitulo de libro:

Lopez de Blanco M, Landaeta-Jiménez
M. Los estudios de crecimiento y
desarrollo fisico en Venezuela. En: Fano
V, Del Pino M, Cano S, compiladores.
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Ensayo sobre crecimiento y desarrollo
presentado al Dr. Horacio Lejarraga por
sus colegas y discipulos. Buenos Aires:
Paidos; 2011. p. 431-454.

Material electrénico
5. Articulo de revista en Internet:
Vazquez de la Torre MJ, Vazquez
Castellanos JL, Crocker Sagastume R.
Hipertension arterial en nifios escolares
con sobrepeso y obesidad. Respyn
[Serie en Internet] 2011 Jul-Sep [citada
5 nov 2011]; 12(3): [6 pantallas]. Se
consigue en: URL: http://www.respyn.
uanl.mx/xii/3/articulos/Hipertension_
arterial.htm

Para otros ejemplos de formato de
referencias bibliograficas, los autores
deberian consultar la pagina web:
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_
requirements.html. Para cualquier
otro tipo de informacién se sugiere
consultar: Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals: Writing and Editing for
Biomedical Publication Updated April
2010. http://www.icmje.org.

Antes de enviar el articulo, revise
cuidadosamente las instrucciones a
los autores y verifique si el articulo
cumple con los requisitos editoriales
de la revista Acta Cientifica de Ia
Sociedad Venezolana de Bioanalistas
Especialistas
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