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EDITORIAL

La revista Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas finaliza este afo
con gran satisfaccion gracias al arduo trabajo del Comité editorial y de redaccion y por supuesto a
la excelente labor de los arbitros cuyas sugerencias permitieron mejorar la calidad de los articulos
aqui publicados.

Deseamos que la revista Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas
continte siendo el foro ideal donde los profesionales del Bioandlisis y ramas afines de Ciencias
de la Salud encuentren el espacio necesario para actualizarse, publicar sus productos y seguir
contribuyendo con la salud en el pais. Invitamos a todos los lectores a colaborar con nuestra revista,
ya sea con sus trabajos originales, revisiones o articulos de historia.

En esta oportunidad es un placer felicitar al Comité organizador del XVI Congreso de Bioanalisis
especialmente a su Presidenta la licenciada Lenis Garcia por el éxito obtenido. Todos sabemos
lo dificil que es, en estos dias comprometerse a realizar esta mision, pero gracias al apoyo de
los Bioanalistas, casas comerciales lograron su objetivo. En este nimero publicamos junto a los
trabajos cientificos recibidos, los trabajos correspondientes a los premios: “Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas”, Estudiantes “Dra. Franca Billi", ademas premio al mejor cartel que
fueron otorgados en el mencionado evento cientifico.

Es un orgullo para los Bioanalistas y para todos los investigadores del area de la Salud, contar con,
Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas, una revista cientifica unica
del gremio, que fue dirigida excelentemente por la Dra. Ana Monzén de Orozco (+) y que hoy en
dia continua con su misién haciendo honor a las ensefianzas de nuestra querida Anita. Nuestra
revista esta indizada en Lilacs y Asereme, lo que le da la altura necesaria para garantizar la lectura
internacional de nuestros trabajos cientificos. Esperamos contar, como siempre con su apoyo al
enviar sus trabajos de investigacion para ser publicados en préximos numeros.

Nuestros mas cordiales saludos y afectos

Dra. Maria Fatima Garcés
Editora.

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2014; Vol 17(2): 1 &




ARTICULO ORIGINAL

3 PREMIO SOCIEDAD VENEZOLANA DE BIOANALISTAS ESPECIALISTAS 2014
ANALISIS DE POLIMORFISMOS GENETICOS DE GLUTATION S-TRANSFERASA:
GSTM1 Y GSTT1, EN PACIENTES VENEZOLANOS CON LEUCEMIA

Sabrina Ferraz'?, Marycarmen Chacin', Johana Angulo', Verénica Araujo', Martha Bravo' y Anabel Arends'
! Laboratorio de Investigacion de Hemoglobinas Anormales, Instituto Anatémico “Dr. José Izquierdo”, 2 Catedra de Bioquimica “B,
Escuela de Bioanalisis, Facultad de Medicina. Universidad Central de Venezuela.

Recibido para publicacion el 15 septiembre 2014. Aprobado para publicacion el 15 noviembre 2014.

RESUMEN:

Las Glutation S- Transferasa (GSTs) son una familia de enzimas de fase Il involucradas en la desintoxicacion de
un amplio rango de agentes quimicos xenobiéticos, incluyendo carcindgenos ambientales, asi como farmacos
quimioterapéuticos. Variaciones inter individuales en los loci de GSTM1 y GSTT1 han sido asociadas a diversos tipos
de cancer, incluyendo leucemias. Previa aprobacion del consentimiento informado, se estudiaron 102 pacientes
con diagnoéstico de diferentes tipos de leucemia (LLA, LLC, LMA, LMC y tricoleucemia) y 322 controles sanos. Se
realizé el genotipaje de GSTM1 y GSTT1 por la técnica PCR Multiplex. La frecuencia de polimorfismos genéticos
determinados en GSTM1 nulo en pacientes con leucemia fue de 34.3% en comparacién con los controles 41%
(OR: 0.7519, 95% IC: 0.4722 - 1.1972, P value: 0.2296), para GSTT1 nulo los pacientes tuvieron una frecuencia
de 28.4% y los controles 15% (OR: 2.1895, 95% IC: 1.2851 - 3.7302, P value: 0.0039). Se encontr6 una asociacion
estadisticamente significativa del genotipo nulo de GSTT1 como un factor de riesgo incrementado para desarrollar
leucemia, el genotipo GSTM1 nulo no present6é dicha asociacién. El genotipo combinado GSTM1-/GSTT1- no
represent6 una relaciéon como factor predisponente a leucemia. Los tipos de leucemia con mayor frecuencia del
genotipo GSTM1 nulo fueron LLC y LLA, y para el genotipo GSTT1 nulo la mas frecuente fue LMA. Los resultados
obtenidos en este estudio permitieron conocer la susceptibilidad incrementada a desarrollar leucemia debido a la
presencia del polimorfismo genético GSTT1 nulo en la poblacidn venezolana.

Palabras claves: Polimorfismos, Glutation S-transferasa, leucemia.

ANALYSIS OF GENETIC POLYMORPHISMS OF GLUTATHIONE S-TRANSFERASE:
GSTM1 AND GSTT1 IN VENEZUELAN PATIENTS WITH LEUKEMIA.

SUMMARY

Glutathione S-transferase (GSTs) are a family of enzymes involved in phase Il detoxification of a wide range of
xenobiotic chemicals including environmental carcinogens, as well as chemotherapeutic drugs. Inter-individual
variations in GSTM1 and GSTT1 loci have been associated with several types of cancer, including leukemias. After
accepting the informed consent 102 patients with diagnosis of different types of leukemia (ALL, CLL, AML, CML and
HCL) and 322 healthy controls. The GSTM1 and GSTT1 genotyping was performed by Multiplex PCR. The frequency
of certain genetic polymorphisms GSTM1null genotype in leukemia patients was 34.3% compared with controls 41%
(OR 0.7519, 95% CI: 0.4722 - 1.1972, P value: 0.2296) for GSTT1 null genotype patients had a frequency of 28.4%
and 15% of controls (OR 2.1895, 95% CI: 1.2851 - 3.7302, P value: 0.0039). A statistically significant association of
GSTT1 null genotype was found as a risk factor for developing leukemia increased, GSTM1 null genotype showed no
such association. The combined genotype GSTM1-/ GSTT1- not represent a relationship as a predisposing factor for
leukemia. The types of leukemia with increased frequency of GSTM1 null genotype were CLL and ALL, and GSTT1
null genotype was the most frequent AML. The results of this studies provide insight increased susceptibility to
develop leukemia because of the presence of GSTT1 null genetic polymorphism in the Venezuelan population.

Key words: Polymorphism, Glutathione S-transferase, leukemia.

Introduccion

Glutation S- transferasa (GST), pertenece a la
superfamilia de enzimas citosdlicas de fase II,
involucradas en la conjugacién y desintoxicacién de
un amplio rango de xenobidticos, asi como especies
reactivas de oxigeno (ROS) (1,2). Esta familia de enzimas
(E.C.2.5.1.18) se encuentra codificada por cuatro

Solicitar copia a: Sabrina Ferraz. (e-mail: Sabrina.ferraz28@gmail.com)

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2014; Vol 17(2): 44-50.

genes que a su vez forman subfamilias que han sido
designadas: GSTa, GSTy, GSTO y GSTT, en las cuales se
han encontrado polimorfismos genéticos (3). Las GSTs
forman un complejo dimérico que tiene la capacidad de
catalizar la conjugacion de compuestos electrofilicos,
pesticidas,  carcinégenos = medioambientales e
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) (4). Este
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proceso de conjugacion de componentes electrofilicos
de glutation, ocurre por una reaccion que suele ser
el primer paso en el proceso de desintoxicacion
que conduce a la formacién de acido mercapturico.
GSTs también contribuyen a la desintoxicacion de
hidroperoxidos y aldehidos insaturados, incluyendo
bases de purina y pirimidina reactivas y peroxidasas
lipidicas producidas por el dafio oxidante al ADN
y los lipidos, respectivamente, que son inducidos
en condiciones de estrés oxidativo; adicionalmente
estas enzimas participan en la desintoxicacion de
los metabolitos reactivos de drogas citotoxicas como
doxorubicina, vincristina y etopésido, asi como otros
agentes alquilantes, pudiendo conllevar a la resistencia
a farmacos (1, 5).

Dos miembros de esta superfamilia, GSTM1 y GSTT1,
exhiben polimorfismos genéticos distribuidos con
importantes diferencias étnicas en la poblacién, con
gran proporcion de individuos que presentan deleciones
homocigotas en los genes (6, 7). Los alelos de GSTM1*0
(GSTM1 nulo) y GSTT1*0 (GSTT1 nulo) representan
las deleciones completas de los genes GSTM1 y GSST1
respectivamente, resultando la pérdida de la actividad
enzimdtica y confiriendo mas susceptibilidad a dafos
en el ADN (8)(9)(10). Estas variantes delecionadas han
sido usadas para estudios epidemioldgicos moleculares
del cancer porque permiten dividir a los sujetos en
estudio en dos clases de susceptibilidad bien definidas:
los que son capaces y los que no tienen la capacidad
de desintoxicacion de carcindgenos potenciales a
través de las vias metabolicas reguladas por GSTM1 y
GSTT1 (8). GSTM1 es relevante particularmente en
la desintoxicacion de intermediarios carcinogénicos
de hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH), tales
como benzo(a)pireno (8). GSTT1 ha sido altamente
conservado durante la evolucién, y juega un papel
importante en reacciones de biotransformacion de fase
II de un variado grupo de drogas y quimicos industriales,
por ejemplo, drogas citotoxicas, hidrocarburos reactivos
mas pequeios, como hidrocarburos halogenadosy 6xido
de etileno (7)(11). Las deleciones de GSTM1 y GSTT1
han demostrado ser un factor de riesgo importante para
el desarrollo de tumores sélidos, incluyendo cancer de
pulmon, laringe, vejiga, prostata, estdmago y neoplasias
hematoldgicas como leucemia, particularmente cuando
estan asociados a la ausencia de otras enzimas o frente
a exposicion prolongada de agentes carcindgenos
(6,12,13). Estas evidencias encontradas como
consecuencia de la pérdida de la actividad enzimatica a

Andlisis de polimorfismos genéticos de Glutation S-Transferasa:
GSTM1 y GSTT1, en pacientes venezolanos con leucemia

través de genotipos nulos de GSTM1 y GSTT1 muestran
la afectacion global del metabolismo de carcindgenos
sumando un alto riesgo de padecer cancer.

La leucemia es una patologia neoplasica del sistema
hematopoyético que prolifera inicialmente en la médula
Osea y posteriormente se disemina a la sangre periférica
e incluso a otros tejidos. Esas células muestran defectos
en su maduracion y su acumulacién en la médula ésea
determinando el detenimiento de una hematopoyesis
normal, a la que acaban sustituyendo, llegando a ser
inmaduras la mayor parte de las células linfoides o
mieloides que pasan a la sangre (14). Dependiendo de
su agresividad y el grado de diferenciacion de las células
neoplasicas, la leucemia se puede clasificar en dos tipos
principales: aguda y crénica.

Estudios preliminares han indicado una posible
asociacion entre genotipos nulos de GSTM1 y/o GSTT1
y la susceptibilidad de padecer leucemia linfoblastica
aguda (LLA), leucemia mieloide aguda (LM A), leucemia
mieloide crénica (LMC) y leucemia linfocitica crénica
(LLC), considerandolos un factor de riesgo importante
(6,11,15,16,17,18). Sin embargo, estos resultados varian
de acuerdo a la ubicacién geografica y los tipos de
grupos étnicos, tanto en pacientes con leucemia como
en la poblacion control (7).

En Venezuela, segun el ultimo boletin epidemiolégico
del cancer del MSDS del ano 2005 (19), el cancer se
encuentra dentro de las primeras cinco causas de
mortalidad en ambos géneros ocupando la segunda
posicion con el 14,93%. Para ambos sexos las leucemias
ocupan el sexto lugar de incidencia en cancer, ademas,
dentro de las diez primeras causas de mortalidad por
cancer, las leucemias ocupan el quinto lugar en hombres,
con 422 (4,65%) individuos afectados y el séptimo lugar
en mujeres, con 352 (2,88%) casos. Por otro lado, la
incidencia anual de casos de céncer en nifos y jovenes
menores de 15 afos es dominada por las leucemias
(mas de 600 casos anuales), representando el 40% para
la fecha citada.

Siendo la leucemia una de las neoplasias que cursan con
una incidencia importante tanto en la poblacion infantil
como adulta, surge la iniciativa de investigar la presencia
y frecuencia de los polimorfismos genéticos de GSTM1
y GSTT1 en pacientes venezolanos diagnosticados con
leucemia, para analizar si estos genotipos pueden ser
considerados un factor de riesgo para el padecimiento
de la enfermedad por los motivos antes expuestos.

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2014; Vol 17(2): 44-50.
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Materiales y Métodos

Declaracién de ética

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del
Hospital Universitario de Caracas, y se llevé a cabo de
acuerdo con los principios expresados en la Declaracion
de Helsinki, todos los sujetos participantes firmaron
en términos de consentimiento después de haber sido
informados sobre los objetivos del estudio.

Poblacién de estudio

Pacientes

La muestra poblacional consistiéo en 102 pacientes de
ambos sexos, de diferente edad y origen étnico con
diagnéstico de leucemia. Dichos pacientes asistieron a
la consulta en el Servicio de Hematologia en el Hospital
Universitario de Caracas (HUC).

- Criterios de inclusion: Fueron incluidos en el
estudio pacientes con diagndstico de cualquier tipo
de leucemia en cualquier fase de la enfermedad,
que se encontraban o no bajo un protocolo de
tratamiento farmacoldgico para el momento de la
toma de la muestra.

- Criterios de exclusion: Fueron excluidos del estudio
individuos sanos e individuos con diagnéstico de
otra patologia diferente a la leucemia.

Controles
El grupo en 322
voluntarios sanos de diferentes regiones y grupos

control consistid individuos
étnicos de Venezuela. Todos los voluntarios no estaban

relacionados.
Muestras

Se recolectaron 5 ml de sangre periférica a través de
puncion venosa en la region del antebrazo, utilizandose
un tubo al vacio con EDTA como anticoagulante,
en pacientes y controles. En algunos pacientes se
recolectaron 1 ml de aspirado de médula dsea, obtenido
por puncién y extraccion de sangre de la cresta iliaca

Andlisis de polimorfismos genéticos de Glutatién S-Transferasa:
GSTM1 y GSTTI, en pacientes venezolanos con leucemia

postero-superior, bajo condiciones de asepsia y anestesia
local. Posteriormente se realiz6 la extraccion de ADN a
partir de los globulos blancos por el método de Welsh y
Bunce modificado (20).

Genotipificacion

Fue realizado a través del método PCR-multiplex
para detectar la presencia de genes GSTM1 y GSTT1,
siguiendo el protocolo empleado por Arand et al,(21).
Para ello se utilizaron iniciadores a 20pmol xpl-1 a fin
de lograr la amplificaciéon separada de los fragmentos
genémicos de GSTM1, GSTT1 y otro par de iniciadores
de albimina (Alb) a 20pmol xpl- (Promega, Madison,
WI. USA) que fue usado como control interno positivo
(Tabla 1). Las condiciones de PCR-multiplex fueron las
siguientes, se prepard un stock de mezcla: buffer 1X (KCI,
Tris-HCI, pH 8,4. Promega), 25 mM MgCl2 (Promega),
10 mM dNTP's (Promega), iniciadores a 20pmol xpl-
1 (Promega), 1,5 p/pl Taq polymerase (Promega), agua
destilada libre de nucleasas, 100 ng de ADN gendmico,
para obtener un volumen final de 50 pl. Las condiciones
de PCR-multiplex se llevé a cabo de acuerdo al siguiente
protocolo: desnaturalizacion inicial de 94°C durante
5 minutos, luego se continud con 35 ciclos a 94°C por 30
segundos de desnaturalizacién, 58°C por 45 segundos
de alineacién y 72°C por 30 segundos de elongacion.
El paso de elongacion final se llevo a cabo a 72°C por
otros 30 segundos, en un termociclador GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems).

Los productos de amplificacion fueron corridos en
una electroforesis en gel de agarosa 2%, a 150V por 20
minutos, se usd el marcador de peso molecular (ADN
ladder) de 100 pb y fueron visualizados con luz UV en
el equipo de foto documentacioén (Digi Doc-IT imaging
system UVP) a través de la tinciéon con Bromuro de
Etidio. Se clasificaron los genotipos observados M1+/
T1+ (homocigoto normal), M1-/T1- (homocigoto doble
nulo), M1+/T1- y M1-/T1+ (heterocigotos).

Andlisis estadistico
Se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas

TABLA 1. Secuencias de los iniciadores para amplificacion de los genes GSTM1, GSTT1 y Alb.

Iniciadores Secuencia Tamano
GSTM1 -F 5"GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC 3’

GSTM1 -R 5'GTTGGGCTCAAATATACGGTGG 3’ 215 pb
GSTT1 -F 5'TTCCTTACTGGTCCTCAATCTC3’

GSTT1 -R 5" TCACCGGATCATGGCCAGCA 3’ 480 pb
Alb - F 5'"GCCCTCTGCTAACAAGTCCTAC 3’

Alb-R 5"GCCCTAAAAAGAAAATCGCCAATC 3" 350 pb
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por contaje directo. Se utiliz6 el test de Fisher para
evaluar la asociacion entre presencia y ausencia del alelo
nulo en casos y controles. El riesgo relativo fue calculado
por odds ratio (OR), considerando un IC de 95%.

Resultados

Los pacientes fueron clasificados en base al tipo de
leucemia que padecen (Tabla 2), y de esta manera
se procedié a determinar las frecuencias alélicas y
genotipicas de GSTM1 y GSTT1.

Los genotipos de GSTM1 y GSTT1 determinados
en pacientes con leucemia se pueden observar en la
figura 1, evidenciandose la presencia de genotipos M1+/
T1+, M10/T1+ y M1+/T10.

Se obtuvieron las frecuencias alélicas y fenotipicas de
GSTM1 y GSTT1 respectivamente, sin distincion del
tipo de leucemia. Las frecuencias alélicas de GSTM1
en pacientes con leucemia fueron GSTM1+ 65.7% vy
GSTM1- (nulo) 34.3%, para GSTT1 fueron GSTT1+
71.6% y GSTT1- (nulo) 28.4%, observandose un
predominio de los alelos wild type con respecto a los
alelos nulos. En la tabla 3 se representan las frecuencias
de genotipos nulos de GSTM1 y GSTT1 encontrados en
pacientes con leucemia y controles, se puede apreciar
que los genotipos nulos son menos frecuentes en ambos
grupos. Se observo que la frecuencia de GSTT1 nulo
en pacientes con leucemia es mayor en comparacion
con la poblacién control, encontrandose una diferencia
estadisticamente significativa (P value: 0.0039) y
sugiriendo que este genotipo puede ser considerado
un factor de riesgo para el desarrollo de leucemia (OR:
2.1895, 95% IC: 1.285 - 3.7302).

Andlisis de polimorfismos genéticos de Glutation S-Transferasa:
GSTM1 y GSTTI, en pacientes venezolanos con leucemia

TABLA 2. Distribucion poblacional de pacientes
segun el tipo de leucemia en el HUC.

Tipo de Leucemia Nro. de individuos (%)

LLA 51 (50%)
LLC 4 (4%)
LMA 25 (24%)
LMC 19 (19%)
Tricoleucemia 3 (3%)

Lo ol GSTT1 (480 pb)
L Alb (350 pb)
s 4 GSTMI1 (215 pb)

FIGURA 1. Electroforesis en gel de agarosa 2%,
observandose diferentes genotipos obtenidos por PCR
Multiplex para GSTM1 y GSTT1 en pacientes con
leucemia: genotipo M1+/T1+ en las muestras 3,5,7,8,9
y 10. Genotipo M1-/T1+: muestras 1 y 4. Genotipo
M1+/T1- : muestras 2 y 6. PM: marcador de tamafio
molecular y C-: control negativo de la reaccion.

La distribucion de las frecuencias genotipicas de
GSTM1 y GSTT1 encontradas en pacientes con
leucemia y controles sanos se representa en la tabla 4,

TABLA 3. Distribucién de genotipos nulos de GSTM1 y GSTT1 en pacientes con leucemia y controles sanos.

Genotipo  Casos (n=102) Controles (n=322) Odds Ratio (OR) 95% IC (intervalo de confianza) P value
GSTM1

nulo 35 (34.3%) 132 (41%) 0.7519 0.4722 - 1.1973 0.2296
GSTT1

nulo 29 (28.4%) 48 (15%) 2.1895 1.2851 - 3.7302 0.0039*
*P<0.05

TABLA 4. Distribucién de frecuencias genotipicas de GSTM1 y GSTT1 en pacientes con leucemia y controles sanos.

Genotipo Casos Controles Odds Ratio 95% IC (intervalo P value
(n=102) (n=322) (OR) de confianza)
GSTM1+/GSTT1+ 48 (47.0%) 157 (49%) 1 - -
GSTM1-/GSTT1+ 25 (24.5%) 94 (29%) 0.8699 0.5035-1.5030 0.6174
GSTM1+/GSTT1- 19 (18.6%) 55 (17%) 1.1299 0.6117-2.0871 0.6964
GSTM1-/GSTT1- 10 (9.9%) 16 (5%) 2.0443 0.8705 4.8005 0.1007
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observandose que presentan similitud entre ambos
grupos estudiados. No se encontrd asociacion en las
diferentes combinaciones de genotipos como factor de
riesgo de padecer leucemia.

Se estimaron las frecuencias alélicas de los genotipos

TABLA 5. Distribucién de frecuencias alélicas de
genotipos nulos de GSTM1 y GSTT1 en base
al tipo de leucemia de los casos estudiados.

Alelo LLA LLC LMA LMC Tricoleucemia
GSTM1

Nulo 41% 50% 36% 11% 25%
GSTT1

Nulo 25% 25% 44% 21% Nd

Nd: no se determino.

nulos de GSTM1 y GSTT1 por cada tipo de leucemia,
encontrandose que el genotipo nulo GSTM1 fue mas
frecuente en pacientes con LLA y LLC, y el genotipo
nulo de GSTT1 es mas frecuente en pacientes con LMA
(tabla 5).

Discusion

La etiologia de los tipos de cancer que aparecen con mds
frecuencia no puede explicarse por la variabilidad alélica
en un solo locus. En cambio, la mayor carga de cancer
en la poblacién general probablemente es el resultado de
la compleja interaccion de multiples factores genéticos
y ambientales. La comprensiéon de la interaccién
de las exposiciones a xenobidticos, su metabolismo
enddgeno, y la variabilidad genética en multiples loci
facilitara el conocimiento sobre la etiologia del cancer
y la identificacién de las personas que estan en mayor
riesgo de desarrollar cancer. Se han hecho intentos
para estudiar diversos factores hereditarios que pueden
predisponer al individuo a desarrollar un tipo particular
de malignidad.

Diversos estudios de epidemiologia molecular indican
que los individuos que carecen de los genes GSTM1 y
GSTT1 son mas propensos a desarrollar cancer que los
que tienen estos genes (8). Esto estd asociado porque
una delecion polimoérfica de estos genes puede influir
en la actividad de la enzima que codifican, y finalmente,
una mayor vulnerabilidad al dafio genotdxico (9, 16, 22).

Considerando estos postulados, se llevo a cabo este
estudio para evaluar si los polimorfismos encontrados
de los genes GSTM1 y GSTT1 de la superfamilia de
glutation S- transferasa podian considerarse un factor
de riesgo para el desarrollo de leucemia en individuos
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venezolanos. Tomando en cuenta la alta heterogeneidad
de los polimorfismos de GSTM1 y GSTT1 que ha
sido reportada en estudios poblacionales clasificados
por region geografica y grupos étnicos en diferentes
tipos de leucemia (4, 23, 24, 25, 26), es necesario el
conocimiento de la presencia y la estimacién de las
frecuencias de estos polimorfismos en pacientes con
leucemia venezolanos, debido a que la poblacidn actual
de Venezuela es el producto de una poblacién amerindia
original la cual ha recibido genes europeos y africanos
en distinta proporcién, de acuerdo al area geografica
que se considere (27).

Los resultados obtenidos del genotipaje de GSTM1 en
pacientes con leucemia mostraron para el alelo GSTM1
nulo, una frecuencia de 34.3% y 41% en controles,
observandose que la delecién de este alelo es mads
frecuente en la poblacién control venezolana, y no se
encontr6 una asociacion de este alelo como factor de
riesgo para el padecimiento de leucemia. GSTM1 nulo
fue mas frecuente en pacientes con LLA y LLC (41%
y 50%, respectivamente), este hallazgo es semejante al
encontrado en otros estudios (23), en el cual este genotipo
es mas frecuente en pacientes infantiles con LLA. Sin
embargo, no es considerado como factor de riesgo
para el desarrollo de LLA en los pacientes estudiados,
en coincidencia con otros estudios (1, 10, 17, 28), asi
como para LMC (9) y LMA (29). Otros estudios si han
determinado la asociacién significativa del genotipo
GSTM1 nulo como factor de riesgo incrementado para
el desarrollo de leucemia, en pacientes con LLA del
norte de Portugal (30), y otro estudio de meta-analisis
de diferentes poblaciones asiaticas (12).

La determinaciéon de polimorfismos de GSTT1 nulo
en pacientes con leucemia analizados en este estudio
arroj6 un predominio estadisticamente significativo con
respecto a los controles sanos (28.4% vs 15%), ademas
indico la existencia de riesgo relativo incrementado
de este genotipo para el padecimiento de leucemia
(OR= 2.1895, 95% IC= 1.2851 - 3.7302). De acuerdo
a la distribucién de GSTT1 nulo en los diferentes tipos
de leucemias, se observd mas frecuente en pacientes
con LMA (44%). En otras poblaciones, estudios del
genotipo GSTT1 nulo lo han considerado como factor
de riesgo para el desarrollo de LMA en pacientes chinos
(29), coincidiendo con los resultados obtenidos en este
estudio. Asi mismo, otras investigaciones han encontrado
una asociaciéon positiva considerando este genotipo
GSTT1 nulo un factor de riesgo para el desarrollo de
LMC (7, 9), en otros casos este genotipo no representa
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un factor de riesgo para pacientes con LLA (1, 12, 28,
30), descartando su asociacion en la leucemogénesis.
Un estudio en leucemia aguda no linfoide (LANL)
encontraron que la presencia de GSTT1 nulo puede
conferir proteccion, reduciendo el riesgo a padecer ese
tipo de leucemia (10).

Los genotipos combinados de GSTMI1 y GSST1 se
determinaron en pacientes y controles con el fin de
conocer si existia una asociacion considerada un factor
de riesgo para el desarrollo de leucemia. Los resultados
obtenidos en este estudio no reflejaron una relacion
estadisticamente significativa con el padecimiento de
la enfermedad, fueron similares entre ambos grupos
estudiados, como se aprecia en la tabla 4. La asociacion
de genotipos GSTM1 y GSTT1 nulos combinados han
sido considerados factor de riesgo para el desarrollo de
LLA (9, 17) y para LMA (31).

La ausencia de las enzimas de glutation S- transferasa
puede conducir a estrés oxidativo y dafio al ADN, debido
a la incapacidad de desintoxicacion de compuestos
electrofilicos, lo que resulta en la inestabilidad
genomica, uno de los causantes del proceso de
leucemogénesis (32). Por tanto, los genotipos GSTM1
y GSTT1 nulos traen como consecuencia la falta de
actividad enzimadtica, relaciondndolos causalmente
en las neoplasias hematoldgicas (6). La deficiencia en
actividad de las enzimas GST también puede resultar
en niveles elevados de glutation, debido a la reduccion
del consumo del mismo. Esto, a su vez, podria afectar
a la proliferacion celular y la apoptosis. Por ejemplo, la
inhibicién de la apoptosis y el aumento de proliferacion
de los linfocitos T podria resultar de niveles elevados de
glutation (11).

Cabe destacar la importancia adicional del
conocimiento de la presencia de los polimorfismos de
GSTM1 y GSTT1 nulos en leucemia, es la relacion de
estos con prondsticos de evolucién y respuesta a los
farmacos de los protocolos de tratamiento. Las formas
activas de GSTM1 y GSTT1 son necesarias para una
proteccion optima del sistema hematopoyético contra
toxicos ambientales que pudieran inducir el desarrollo
de leucemia.

Los tipos de leucemias con mayores frecuencias de
genotipos nulos de GSTM1 y GSTT1, fueron LLA,
LLC y LMA, esto resulta interesante debido a que
algunos farmacos administrados en los protocolos de
quimioterapia son metabolizados por estas enzimas,
sugiriendo una posible susceptibilidad de presentar
eventos desfavorables en cuanto a la respuesta
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farmacoldgica; sin embargo, se requiere la ampliacion de
la poblacion de estudio para establecer esta asociacion.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion
permitieron conocer la susceptibilidad incrementada
a desarrollar leucemia debido a la presencia del
polimorfismo genético GSTT1 nulo en la poblacién
venezolana. Dado el nimero de polimorfismos, la
complejidad de la exposicién a los carcindgenos
quimicos, yla variabilidad en la expresion y la diversidad
de las enzimas implicadas en su metabolismo, los
resultados presentados representan un primer paso en
nuestro esfuerzo por comprender los factores genéticos
que condicionen la susceptibilidad de padecer leucemia
en la poblacion venezolana.
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RESUMEN:

La condicion celiaca es una enteropatia multisistémica inducida por el gluten de la dieta, con afectacion variable del
epitelio intestinal y amplio espectro clinico. Objetivo: Evaluar la utilidad diagndstica, sensibilidad y especificidad
de nuevos biomarcadores seroldgicos para el diagnostico de la condicion celiaca. Materiales y Métodos: Se realiz6
determinacion seroldgica de anticuerpos IgA/IgG anti-gliadina y anti-DPG por ELISA y determinacion de IgA total por
inmunodifusion radial. Se estudiaron 84 pacientes celiacos previamente diagnosticados con edades entre 11 meses
y 48 afios; 19 familiares en primer grado de consanguinidad de los pacientes celiacos y 37 individuos aparentemente
sanos (grupo control). Resultados: La especificidad IgA e IgG anti-gliadina fue del 76% con una sensibilidad de 36%
para IgA 'y 63% para IgG. La sensibilidad y especificidad de IgA anti-DPG fue de 18% y 92% respectivamente. Para
IgG anti-DPG la sensibilidad fue de 29% y la especificidad de 95%. No se encontraron diferencias significativas al
compararlosvalores de IgA anti-gliadina de pacientesy controles. Resultados significativos se obtuvieron al comparar
valores de IgG anti-gliadina entre pacientes y controles. Con respecto a IgA e IgG anti-DPG no se hallaron diferencias
significativas. Se observé una prevalencia de 87,5% (14/16) de familiares de primer grado de consanguinidad de
pacientes celiacos con al menos una prueba positiva del perfil celiaco, en su mayoria para anticuerpos anti-DPG.
Conclusion: Este estudio sugiere que los anticuerpos IgG anti-gliadina e IgG anti-DPG representan biomarcadores
diagndsticos de la condicion celiaca.

Palabras claves: Condicién celiaca, inmunodiagndstico, anticuerpos anti-DPG IgA/IgG, anticuerpos anti-gliadina IgA/IgG.

SEROLOGICAL BIOMARKERS FOR IMMUNODIAGNOSIS OF CELIAC DISEASE

SUMMARY

Celiac condition is a multisystem enteropathy induced by gluten from the diet, with variable involvement of the
intestinal epithelium and broad clinical spectrum. Objective: To evaluate the diagnostic utility, sensitivity and
specificity of new serological biomarkers for the diagnosis of celiac condition. Materials and Methods: serological
determination of anti-gliadin IgA / IgG and anti-DPG was performed by ELISA and determination of total IgA
by radial immunodiffusion. A number of 84 patients with celiac disease previously diagnosed among ages of 11
months and 48 years old were studied;19 first-degree relatives of celiac consanguinity and 37 apparently healthy
individuals (control group). Results: The specificity anti-gliadin IgA and IgG was 76% with a sensitivity of 36% to
IgA and 63% for IgG. The sensitivity and specificity of anti-DPG IgA was 18% and 92% respectively. For anti-DPG
IgG sensitivity was 29% and specificity of 95%. No significant differences were founded when comparing the values
of anti-gliadin IgA on patients and controls. Significant results were obtained by comparing values of anti-gliadin
IgG between patients and controls. Regarding to anti-DPG IgA and IgG no significant differences were found. There
was a prevalence of 87.5% (14/16) relatives of the first-degree of consanguinity of celiac patients with at least one
positive test for celiac profile, mostly for antibodies anti-DPG. Conclusion: This study suggests that anti-gliadin IgG
and anti-DPG IgG antibodies represent biomarkers diagnoses of celiac condition.

Key words: Celiac condition, immunodiagnostic; anti-DPG IgA/IgG antibodies; anti-gliadin IgA/IgG antibodies.

ARTICULO ORIGINAL

Introduccion

La enfermedad celiaca (EC) o también conocida como
condiciéon celiaca o celiaquia, es una enteropatia,
caracterizada por una respuesta inflamatoria crénica
que se desencadena en individuos genéticamente
susceptibles al ingerir gluten, especificamente a una
de sus proteinas constituyentes encontradas en el
trigo, la cebada, el centeno y la avena, denominadas

Solicitar copia a: Josefa Villasmil (e-mail: jomavillas10@hotmail.com)

gliadina, hordeina, secalina y avenina, respectivamente
(1). Su causa es multifactorial y los factores genéticos,
ambientales y dietéticos tienen una significacion
importante en su aparicion. Se ha demostrado que la
EC se presenta principalmente en pacientes que estan
genéticamente predispuestos, es decir presentan los
alelos que codifican las moléculas HLA-DQ2/DQ8 (2).
La expresion de los alelos HLA-DQ2 o HLA-DQ8 estd
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asociada a un mayor riesgo a desarrollar la EC (3, 4). La
EC tiene una amplia gama de presentaciones clinicas,
que van desde pacientes asintomaticos, sintomaticos
tipicos que cursan con alteraciones gastrointestinales
como diarreas, estrenimiento, distensién abdominal,
reflujos, etc; hasta individuos con sintomatologia atipica
como anemia, dermatitis herpetiforme, osteoporosis,
abortos recurrentes, trastornos neuroldgicos y otros
sin variaciones en el tracto digestivo. La principal
complicacion clinica que presentan estos pacientes es
una lesion intestinal con atrofia vellositaria, hiperplasia
de las criptas e infiltrado celular inflamatorio (5,6).
Como consecuencia se produce la inadecuada
absorcion de los nutrientes con repercuciones clinicas
y funcionales variables dependiendo de la edad y
condicion del paciente (1,7,8,9). En las ultimas décadas
la epidemiologia de la EC ha sido replanteada. Esta
enteropatia tiene una incidencia del 0,5-1% en la mayoria
de los paises, aumentando en algunos paises europeos
(5,10). La EC afecta tanto a nifios como a adultos y la
relacién mujer/varoén es de 2:1 (11) .

Estudios recientes comparan la epidemiologia de la
EC con un iceberg, donde solo la punta del mismo
son los casos diagnosticados por su sintomatologia
tipica, y la profundidad del iceberg es el resto de los
individuos afectados que pasan inadvertidos, pues no
tienen una sintomatologia clara o no la poseen (12).
Entre las dificultades para confirmar el diagndstico, se
mencionan: casos asintomaticos, mala praxis médica
al confundir esta condiciéon con otra patologia con
sintomatologia similar, la gran cantidad de examenes
que se le deben realizar al paciente, entre ellos, biopsia
de duodeno/yeyuno que es la prueba diagnéstica
confirmatoria. Esta ultima, es un método invasivo que
anteriormente debia ser repetido tres veces en caso
de que el resultado de la primera muestra mostrara
alteraciones histoldgicas en la mucosa intestinal
compatibles con el diagndstico de EC (12,13) .

En Venezuela la incidencia de esta condicién
probablemente sea similar al resto del mundo, sin
embargo, los datos estadisticos posiblemente no estan
acorde con la realidad, debido al sub-registro que existe
de los casos clinicamente diagnésticados como otras
patologias. Estudios recientes sugieren una importante
prevalencia de esta condicion en el pais, siendo necesario
ampliar estas investigaciones (14). En 1990 el comité de
expertos de la Sociedad Espafola de Gastroenterologia,
Hepatologia y Nutricion Pediatrica (ESPGHAN, por sus
siglas en ingles), propone realizar al paciente solamente
una biopsia para confirmar el diagnéstico y otra al
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afo para monitorear el progreso de la EC. Asi mismo,
este comité plantea que las biopsias solo se realizaran
en caso de pacientes con un perfil seroldgico positivo
previamente establecido (15). En 2012, la ESPGHAN
en una nueva guia expone que la serologia constituye
una herramienta fundamental para el diagnostico de la
EC, y considera que deberian ser las primeras pruebas a
realizar en pacientes con sintomatologia clinica previo a
la biopsia intestinal (16).

El perfil serolégico incluye la determinaciéon de
anticuerpos anti-gliadina (AAG) IgA e IgG; anticuerpos
anti-transglutaminasa tisular (AtTG) IgA e IgG,
anticuerpos anti-endomisio (EMA), los cuales se
consideran marcadores inmunolégicos asociados a
la EC. Actualmente, se ha demostrado que la utilidad
diagnostica de estos marcadores tienen sus limitaciones,
entre estas se menciona la baja sensibilidad de los AAG
de tipo IgA, que va de 75-95%, obteniéndo asi, una gran
cantidad de resultados falsos negativos, y los de tipo IgG
con baja especifidad dando elevados falsos positivos
pues se detectan también en otras patologias intestinales
(17). De acuerdo a las recientes investigaciones que
han evaluado la sensibilidad y especificidad de estos
marcadores séricos, algunos autores proponen realizar
pruebas mas especificas, como la investigacion de
anticuerpos anti-péptidos deaminados de gliadina
(anti-DPG) IgA e IgG. Investigaciones recientes
han revelado que la transglutaminasa tisular (tTG)
desamina los péptidos de gliadina que atraviesan el
borde de la mucosa de los pacientes celiacos, lo que
los convierte en mucho mas inmunogénicos que los
péptidos de gliadina sin procesar. Por lo tanto, los
péptidos de gliadina desaminados representan blancos
mas especificas para los anticuerpos anti-gliadina que
se producen en los pacientes celiacos. Las pruebas
para determinar anti-DPG han mostrado tener una
alta sensibilidad y especificidad que en conjunto con
otros marcadores, como los nombrados anteriormente
y podrian representar mayores ventajas para apoyar
un diagndstico presuntivo de EC; sugerir el momento
que se debe realizar la biopsia intestinal y monitorear el
cumplimiento de una dieta exenta de gluten (18).

El objetivo de este estudio fue evaluar la utilidad,
sensibilidad y especificidad de los biomarcadores
serologicos IgA-IgG anti-gliadina y los recientemente
descritos anticuerpos IgA e IgG anti-DPG, como prueba
diagnostica y de seguimiento en pacientes asintomaticos
y sintomaticos tipicos con EC.
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Materiales y Métodos

Poblaciéon y muestra: se evaluaron 140 muestras de
suero, las cuales fueron divididas en tres grupos : a) 84
muestras provenientes de pacientes con diagndstico
clinico de EC en edades comprendida entre 11 meses y
48 anos. Estas muestras fueron evaluadas por medio dela
determinacién de anticuerpos IgG e IgA especificos del
perfil celiaco; con estudio de alelos HLA por técnicas de
Biologia Molecular y mediante estudios histologicos en
biopsia de duodeno/yeyuno; b) 19 muestras provenientes
de familiares en primer grado de consanguinidad de los
pacientes (padres, madres y hermanos). Las muestras de
pacientes y familiares relacionados fueron gentilmente
donadas por el Laboratorio de Fisiopatologia del Centro
de Medicina Experimental en el Instituto Venezolano
de Investigaciones cientificas (IVIC) y; ¢) 37 muestras
obtenidas de individuos aparentemente sanos (grupo
control), comparables en edad y sexo provenientes de la
comunidad universitaria que asistieron voluntariamente
al Laboratorio de Investigaciones Basicas y Aplicadas,
Catedra de Bioquimica, de la Escuela de Bioanalisis,
Universidad Central de Venezuela. Las muestras de
sangre del grupo control se tomaron por puncién
venosa (5 mL-7mL) del antebrazo previa asepsia,
utilizando tubos vacutainer sin anticoagulante. Las
muestras de sangre total permanecieron a temperatura
ambiente por 30 min hasta la retracciéon del coagulo, se
centrifugaron a 3.500 rpm, se separon los sueros en tres
alicuotas y se conservaron a -20°C hasta ser procesadas
en los diferentes ensayos. A todos las muestras objeto
del estudio se les realiz6 determinacién de IgA e IgG
anti-gliadina e IgA e IgG anti-DPG por ELISA. Se
realiz6 adicionalmente la determinacion de IgA total a
45 pacientes celiacos a objeto de valorar este parametro
y discutir sobre la posible asociacién con una deficiencia
selectiva de IgA en esta condicion, como ha sido descrito
por otros autores.

Determinacion de anticuerpos IgA-IgG anti-gliadina:
fueron determinados en pruebas separadas con el
estuche comercial QUANTA Lite™ Gliadin IgG o IgA
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ELISA indirecto (INOVA diagnostics, Inc. United
States of America) para detectar anticuerpos contra
antigeno de gliadina purificado. El punto de corte
(cut-off) establecido por la casa comercial fue de
20U/mL, considerando muestras positivas débil aquellas
que presentaron un valor entre las 20-30 U/mL y
positivas fuertes a valores mayor o igual a 30U/mL
(=30U/mL)ynegativasconresultadosmenoresa20U/mL
(£20U/mL).

Determinacion de anticuerpos IgA e IgG anti-DPG:
fueron determinados en pruebas separadas por ELISA
indirecto, conel estuche comercial ORG 551G Anti-DPG
(ORGENTEC Diagnostika Gmbh, Mainz-Germany)
para detectar anticuerpos frente a proteinas de gliadina
deaminada. El punto de corte (cut-off) establecido porla
casa comercial fue de 10U/mL, considerando muestras
positivas aquellas que presentaron un valor mayor o
igual a 10U/mL (=10U/mL) y negativas con resultados
menores a 10U/mL (£10U/mL).

Determinacion de IgA total:1a determinacion de IgA total
se realizd por medio de la técnica de inmunodifusion
radial, con un estuche comercial IgA RID (LTA s.rl
Milano, Italy). Los valores de referencia para esta prueba
son de 90-450 mg/dL.

Andlisis estadistico: se determinaron los pardmetros
estadisticos, Media (x), mediana (Md), Moda (Mo),
Error estandar (ES), Riesgo Relativo (RR) Odds Ratio
(OR), valores minimos y valores maximos, sensibilidad
y especificidad diagndstica e intervalo de confianza (CI)
de 95%, con la finalidad de evaluar el comportamiento
de los marcadores seroldgicos descritos en el grupo
de pacientes y grupo control. Estos datos fueron
calculados por el programa www.umbeuc.d/utilidades_
herramientas.html. Para tomar en cuenta todas las
problaciones en estudio, lo cual presenta la ventaja de
detectar diferencias significativas mas pequefas y de
incluir la variabilidad total de universo estudiado se
realizd una prueba de andlisis de varianza (ANOVA)
con el empleo del programa Sigma Plot estableciendo

TABLA 1. Sensibilidad y especificidad diagndstica del ensayo IgA anti-gliadina.

IgA anti- n=84 n=37

GLIADINA PACIENTES CONTROLES SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD VPP VPN
+/n 30/84 35,71% 9/37 24,32% 36% 77%

-/n 54/84  64,28% 28/37 75,68% 76% 34%

RR: 1,47 IC 95% (0,78-2,278)

VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo, RR: Riesgo relativo
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un nivel de significancia de p<0.05.

Resultados

Sensibilidad y especificidad diagnéstica del ensayo IgA
anti-gliadina.

En la tabla 1 se muestra que de los 84 pacientes con
condicidn celiaca 30 (35.71%) dieron positivos para IgA
anti-gliadina y 9 individuos del grupo control (24,32%)
resultaron positivos para esta prueba. Se obtuvo
resultados negativos en 54 (64,28%) de los pacientes y
28 (75,68%) de los controles. La sensibilidad diagnostica
del ensayo fue de 36% vy la especificidad diagnostica fue
de 76%. El valor predictivo positivo y negativo obtenido
fue de 77% y 34% respectivamente con un riesgo relativo
de 1,47 y un CI (0,78-2,278).

Sensibilidad y especificidad diagnéstica del ensayo IgG
anti-gliadina.

Biomarcadores serolégicos en el inmunodiagndstico
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La tabla 2 muestra que 53 (63,09%) pacientes con
condicién celiaca fueron positivos para IgG anti-gliadina
y 9 individuos del grupo control (24,32%) resultaron
positivos. Asi también, 31 (36,91%) de los pacientes y
28 (75,68%) de los controles fueron negativos en esta
evaluacion. La sensibilidad y especificidad diagnostica
del ensayo fue de 63% y 76% respectivamente. Se obtuvo
un valor predictivo positivo de 85%; un valor predictivo
negativo del 47% y un riesgo relativo de 2,59 con un CI
(1,44 - 4,49).

Sensibilidad y especificidad diagnéstica del ensayo IgA
anti-DPG.

En la tabla 3 se muestra que para IgA anti-DPG 15
(17,85%) pacientes y 3 (8,10%) del grupo control
resultaron positivos. Asimismo, 69 (82,14%) de los
pacientesy 34 (91,89%) de los controles fueron negativos
para este marcador. De esta forma, la sensibilidad
diagnoéstica del ensayo fue de 18% y la especificidad

TABLA 2. Sensibilidad y especificidad diagndstica del ensayo IgG anti-gliadina.

IgG anti- n==384 n=37
GLIADINA PACIENTES CONTROLES  SENSIBILIDAD  ESPECIFICIDAD VPP VPN
+/n 53/84  63,09% 9/37 24,32% 63% 85%
-/n 31/84 36,91% 28/37 75,68% 76% 47%
RR: 2,59 IC 95% (1,44-4,49)
VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo, RR: Riesgo relativo
TABLA 3. Sensibilidad y especificidad diagnoéstica de IgA anti-DPG.
IgA anti- n=84 n=37
DPG PACIENTES CONTROLES  SENSIBILIDAD  ESPECIFICIDAD VPP VPN
+/n 15/84 17,85% 3/37  8,10% 18% 83%
-/n 69/84  82,14% 34/37 91,89% 92% 33%
RR: 2,2 CI(0,68-7,15)
VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo, RR: Riesgo relativo
TABLA 4. Sensibilidad y especificidad diagnostica de IgG anti-DPG.
IgG anti- n=84 n=37
DPG PACIENTES CONTROLES  SENSIBILIDAD  ESPECIFICIDAD VPP VPN
+/n 24/84  28,57% 2/37  5,40% 29% 92%
-/n 60/84  71,42% 35/37 94,59% 95% 37%

RR: 2,2 CI(0,68-7,15)

n: muestra, VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo, RR: Riesgo relativo
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diagdstica fue de 92%. En esta prueba el valor predictivo
positivo y negativo fue de 83% y 33% respectivamente,
con un riesgo relativo de 2,2 con un CI (0,68-7,15).

Sensibilidad y especificidad diagnéstica del ensayo IgG
anti-DPG

La tabla 4 muestra los resultados para IgG anti-DPG.
Encontramos que 24 (28,57%) pacientes con condicién
celiaca y 2 (5,40%) fueron positivos para este marcador.
Asi también 60 (71,42%) de los pacientes y 35 (94,59%)
de los controles fueron negativos para este anticuerpo.
Se obtuvo una sensibilidad y especificidad diagnoéstica
de 29% y 95% respectivamente. Obteniéndose, ademas,
un valor predictivo positivo de 92% y valor predictivo
negativo del 37% con un riesgo relativo de 2,2 con un
CI (0,68-7,15).

Al analizar los resultados de los valores obtenidos para
las concentraciones IgA e IgG anti-gliadina y anti-DPG

Biomarcadores serolégicos en el inmunodiagndstico
de la condicion celiaca

entre pacientesy controles, no se encontraron diferencias
significativas para IgA anti-gliadina e IgA/IgG anti-
DPG en el grupo de estudio (datos no mostrados).
Unicamente se obtuvo diferencias estadisticamente
significativas (p<0,001) al comparar los valores de la
concentracion de IgG anti-gliadina en los pacientes y los
controles (Tabla 5). Los valores fueron expresados como
Media (x) y Error estandar (ES),

Determinacion de IgA total en pacientes celiacos.

Se realiz6 la determinacion de IgA total en 45 pacientes
celiacos, quienes resultaron IgA anti-DPG e IgA
anti-gliadina negativos. De los 45 pacientes, 4 (8,8%)
presentaron una concentracion de IgA por debajo de
los valores de referencia, mientras que la mayoria de
los pacientes (91.2%) mostraron resultados normales
(Tabla 6).

Determinacion de IgA e IgG anti-gliadina y anti-DPG en

TABLA 5. Relacion de los valores de IgG anti-gliadina de pacientes y controles.

Marcador sérico PACIENTES CONTROLES p
n= 84 n= 37
IgG anti-GLIADINA
(Valor de referencia 20-30 U/mL) 69,79+9,66 16,42+3,57 0,001+**

Valores expresados como X +ES

**#*p<0.001 prueba de andlisis de varianza (ANOVA).

TABLA 6. Determinacién de IgA total
en pacientes celiacos.

IgA Total
(Valor de referencia +/n %
90-450 mg/ml)

Pacientes celiacos con

valores bajos de IgA 4/45 8.8
Pacientes celiacos con
valores normales de IgA

41/45 91.2

TABLA 7. IgA e IgG anti-gliadina y anti-DPG en
familiares de individuos celiacos.

Marcador sérico 19 FAMILIARES

+/n % -/n %
IgA anti-GLIADINA 6/19 31,57% 13/19 68,43%
IgG anti-GLIADINA 9/19 47,37% 10/19 52,63%
IgA anti-DPG 6/19 31,57% 13/19 68,43%
IgG anti-DPG 4/19 21,1% 15/19 78,90%

familiares de individuos celiacos.

En la tabla 7 se muestra que 6 (31,57%) de los familiares
estudiados resultaron positivos para IgA anti-gliadina y
13 (68,43%) fueron negativos. Con respecto a la IgG
anti-gliadina se detectaron 9 (47,37%) positivos y 10
(52,63%) con resultados negativos. Con respecto a los
anticuerpos IgA anti-DPG, 6 (31,57%) de los familiares
estudiados resultaron positivos y 13 (68,43%) negativos.
Para IgG anti-DPG, 4 (21,1%) de los familiares fueron
positivos y 15 (78,9%) negativos.

Discusion

Los avances de la ultima década y el desarrollo de
pruebas de deteccién precisas han dado un impulso
notable al diagnostico precoz no invasivo de la EC.
Diversas investigaciones han evaluado la sensibildad y
especificidad de las pruebas serologicas del perfil celiaco
para lograr mejores resultados en términos de costo-
beneficio para el paciente. En este trabajo se estudiaron
anticuerpos IgA e IgG anti-gliadina y anti-DPG para
evaluar sus ventajas como pruebas diagnoésticas al
utilizarlos en conjunto con otros marcadores seroldgicos
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de la EC. La especificidad diagnoéstica para IgA e IgG
anti-gliadina obtenida fue del 76% en ambos casos
(Tablas 1y 2), comparable con la de otros estudios, los
cuales reportan una especificidad del 80% para IgA y
de 75% para IgG (19). En cuanto a la sensibilidad de
esta prueba se encontraron valores bajos para la IgA e
IgG. Esto podria deberse en parte, que la mayoria de
los pacientes se encontraban en dieta libre de gluten
de 6 meses a 5 afios, lo cual de acuerdo a la literatura,
contribuye a disminuir o negativizar los valores para
este ensayo. La gliadina es el antigeno encontrado en
el gluten y por el cual se desencadena la respuesta de
anticuerpos, si este antigeno es eliminado de la dieta
los anticuerpos disminuyen, principalmente los de la
clase IgA pues son de fase aguda, en tanto se obtendria
mayor sensibilidad para los valores de IgG pues esta
inmunoglobulina demuestra la respuesta inmunitaria
de memoria e indica que el paciente tuvo una reaccion
previa a la gliadina que permanecera por cierto tiempo
en circulacion (19).

Algunos autores han reportado que la baja sensibilidad
también podria deberse a que dentro de este grupo se
encuentren pacientes celiacos latentes, los cuales, aun
siendo celiacos no necesariamente resultan positivos
en las pruebas serologicas indicadas para el diagnéstico
de EC (20) . Los anticuerpos anti-gliadina han sido
estimados como una herramienta serologica ttil en el
diagnéstico de EC, no obstante, se ha comprobado que
no son especificos. De acuerdo a estudios recientes,
dichos valores podrian deberse a que estos anticuerpos
pueden hallarse en otras condiciones clinicas, como
es el caso de la sensibilidad al gluten sin poseer la EC
(21); enfermedades no gastrointestinales e incluso en
individuos sanos con una dieta rica en gluten (22, 23).

Los anticuerpos anti-DPG se consideran una prueba
especifica para el diagnéstico de ECy para el seguimiento
de pacientes con dieta libre de gluten. En el presente
estudio obtuvimos una especificidad del ensayo para
IgA e IgG de 92 y 95% respectivamente (Tabla 3 y 4),
lo cual es comparable con otras investigaciones que
reportan una especificidad con rangos de 97 a 99% (21,
24). En cuanto a la sensibilidad para estos marcadores
séricos encontramos valores por debajo de los valores
de referencia lo cual podria atribuirse al cumplimiento
de una dieta libre de gluten en los pacientes como lo
mencionamos anteriormente. Asi tambien, se obtuvo
un VPP mayor al 80% tanto para la IgA como IgG
anti-DPG, esto indica una alta probabilidad de tener
la condicién celiaca si se obtiene un resultado positivo
para este marcador, estos resultados son comparables
a los obtenidos por otros autores. Al respecto Sugai y
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col, en 2006 (25), realizaron un estudio prospectivo,
investigando los anticuerpos anti-DPG en pacientes
con diagnostico de EC y los resultados de ese estudio
muestran que la sensibilidad y especificidad de las
pruebas para anti-DPG IgA e IgG fueron superiores al
90%. Asi tambien, Rashtak y col, 2008 (26), compararon
la determinaciéon de anticuerpos anti-DPG con la de
anticuerpos anti-AtTG y anti-gliadina para establecer
su importancia en el diagnoéstico clinico de la EC,
analizando muestras de pacientes celiacos tratados y no
tratados. Sus resultados muestran que la sensibilidad,
especificidad y exactitud de los anticuerpos IgA e IgG
anti-DPG, en conjunto, fueron superiores a los de
anticuerpos anti-gliadina IgA e IgG y similares a los
anticuerpos anti-AtTG antes del tratamiento de EC.

Se ha reportado que individuos con deficiencia de
IgA tienen 10-15 veces un riesgo incrementado de
desarrollar EC y estos sujetos no son detectdos por
serologia convencional de IgA. La presentacion clinica
general de EC no difiere entre pacientes deficientes de
IgA y otros pacientes, sin embargo, una sobreexpresion
de sintomas atipicos y silentes han sido observados entre
pacientes deficientes de IgA (27, 28, 29). Por lo tanto,
es importante y recomendable solicitar la valoracion
de IgA total junto a las pruebas especificas del perfil
serologico para el diagnéstico de EC. En este estudio
se determinaron valores de IgA total en los pacientes
celiacos que resultaron negativos para IgA anti-
gliadina y anti-DPG. Se detecté un 8% de los pacientes
celiacos con valores de IgA total por muy por debajo
de los valores de referencia (Tabla 5). Estos resultados
son comparables a lo descrito por otros autores (30)
y sugieren que la deteccion de valores bajos de IgA
pudiesen estar asociados a la deficiencia selectiva de
este anticuerpo, sin embargo, es necesario incrementar
la data y realizar otras pruebas clinicas y diagndsticas
que pudieran avalar tal presuncion.

La prevalencia de la condicion celiaca en los familiares
de primer grado de pacientes celiacos oscila, entre 5
a 13%, siendo mayor en los familiares que comparten
los mismos alelos de riesgo (HLA). Al analizar los
resultados de las pruebas del perfil celiaco realizadas a
un grupo de familiares en primer grado de los pacientes
con condicion celiaca, se obtuvo 14 individuos con por
lo menos una prueba seroldgica positiva, de los cuales 10
resultaron positivos para anticuerpos anti-DPG. Estos
resultados son comparables alos obtenidos por Landaeta
y col en el 2009 (31), quienes realizaron un estudio
de prevalencia en 16 familiares celiacos obteniendo
valores similares, sin embargo, para tener conclusiones
mads precisas se requiere realizar estudios adicionales
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incrementando el nimero individuos a evaluar. La
exactitud diagnostica de la serologia para la EC ha
aumentado progresivamente con el desarrollo de pruebas
de alta precision, tales como la deteccion de anticuerpos
IgA anti- AtTG, anti-EMA y anticuerpos IgG anti-DPG.
El uso rutinario de estos marcadores serolégicos ha
permitido a los investigadores diagnosticar un niimero
considerable de casos subclinicos que se caracterizan
por serologia positiva y biopsias intestinales normales o
con lesiones leves. En conjunto, los resultados obtenidos
en esta investigacion sugieren que la determinacion de
anticuerpos anti-gliadina y anti-DPG son pruebas ttiles
para hacer un diagnéstico diferencial entre individuos
verdaderos celiacos e individuos potenciales celiacos,
parte oculta del iceberg de la EC.
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HONGOS FILAMENTOSOS PATOGENOS Y EMERGENTES EN EL DEPARTAMENTO DE
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RESUMEN:

Los hongos filamentosos patdgenos verdaderos junto con los hongos filamentosos emergentes que se comportan
como contaminantes ambientales han pasado a ser causantes de infecciones invasoras o sistémicas, asociandose a
una alta tasa de mortalidad, por lo que se pretende determinar la frecuencia de hongos filamentosos, patégenos y
emergentes en el departamento de Microbiologia del Instituto Médico la Floresta. Se realiz6 un estudio retrospectivo
y transversal de este tipo de hongos durante 9 afios. Se utiliz6 el examen directo como indicador de positividad en
las muestras analizadas, los medios utilizados para el crecimiento fueron agar sabouraud, agar sabouraud mas
gentamicina, agar mycosel, agar papa dextrosa, posteriormente examen directo para definir las caracteristicas
morfolégicas compatibles de cada hongo. Se identificaron 104 especies. El mayor aislamiento fue para Histoplasma
capsulatum (23), seguido de Aspergillus spp. (21), Fusarium spp. (17), complejo Paracoccidioides brasiliensis (15),
entre otros. Con el advenimiento de nuevas patologias como el VIH, enfermedades neoplasicas, enfermedades
autoinmunes y la exposicidn en zonas endémicas, se hace indispensable identificar hasta especie este tipo de hongos
para contribuir en el tratamiento de la terapia antifingica adecuada, ademas de incrementar la data epidemiolégica
como aporte al sistema de salud publica.

Palabras claves: Hongos filamentosos, examen directo, epidemiologia.

FILAMENTOUS FUNGI AND EMERGING PATHOGENS IN THE DEPARTMENT OF
MICROBIOLOGY MEDICAL INSTITUTE FLOREST. CARACAS-VENEZUELA

SUMMARY

True pathogenic filamentous fungi with emerging filamentous fungi behave as environmental pollutants have
become invasive or cause systemic infections, associated to a high mortality rate, which is intended to determine
the frequency of filamentous fungi, pathogens and emerging in the Department of Microbiology Medical Institute
Florest. A retrospective cross-sectional study of this type of fungi was performed for nine years. Direct examination
was used as an indicator of positivity in the samples analyzed, the cultures media used for growth were sabouraud
agar, sabouraud agar + gentamicin, mycosel agar, potato dextrose agar, then direct examination to define consistent
morphological characteristics of each fungus. 104 species were identified. The greater isolation was for Histoplasma
capsulatum(23), followed by Aspergillus spp. (21), Fusarium spp. (17), Paracoccidioides brasiliensis complex (15),
among others. With the advent of new diseases such as HIV, neoplastic diseases, autoimmune diseases and exposure
in endemic areas need to be identified to species such fungi to help in the treatment of appropriate antifungal
therapy, and increase the epidemiological data as contribution to the public health system.

Key words: Filamentous fungi, direct examination, epidemiology.

Introduccion la profilaxis antifungica y disminucién del sistema
inmunosupresor que acarrea pérdida del injerto (1).
Tradicionalmente se observaba que los hongos con
caracteristicas levaduriformes eran los causantes de
enfermedades superficiales, subcutaneas e infecciones

fungicas invasoras, pero en los ultimos afos hay

Los hongos filamentosos catalogados como patégenos
verdaderos junto con los hongos filamentosos
emergentes que se comportan como contaminantes
ambientales, han pasado a ser causantes de infecciones
invasoras o sistémicas, asocidndose a una alta tasa

de morbimortalidad. Estos sucesos pueden estar
asociados a la dificultad en hacer un diagndstico precoz,
tratamiento ineficaz, toxicidad e interaccion de algunos
antifiingicos con otras drogas, desconocimiento de

Solicitar copia a: Xiomara Moreno Calder6n (e-mail: x. morenoc@hotmail.com)

un ascenso de infecciones producidas por hongos
filamentosos que pueden ir desde especies de Aspergillus
hasta especies de los géneros Mucor, Rhizopus, asi como
agentes etioldgicos dimorfotermales como Histoplasma
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capsulatum (H. capsulatum) (2,3). Esta nueva
epidemiologia cambiante de los hongos esta causando
preocupacion en el ambito clinico debido al tipo de
pacientes con factores de riesgo y la escasa alternativa
terapéutica con que se dispone para su tratamiento.
Debido a estos cambios epidemioldgicos en los agentes
causantes de infecciones fungicas nos planteamos
determinar la frecuencia de hongos filamentosos,
patégenos y emergentes en el departamento de
Microbiologia del Instituto Médico la Floresta.

Materiales y Métodos

Se realiz6 un estudio retrospectivo, transversal y
descriptivo de este tipo de hongos durante 9 afios en
la seccion de Micologia del Dpto. de Microbiologia del
Instituto Médico la Floresta. Caracas-Venezuela.

Se utiliz6 el examen directo (hidroxido de potasio al
10% con tinta parker y coloraciéon de Giemsa) como
indicador de positividad en las muestras. Este tipo
de examen se tom6 como patréon patognomonico en
todas las historias revisadas y muestras analizadas
para cerciorarnos de que el agente aislado era causal de
infeccién y no un contaminante.

Losmedios utilizados para obtener su crecimiento fueron
agar sabouraud, agar sabouraud mds gentamicina, agar
mycosel y agar papa dextrosa; se incubaron a 35°C, otros
fueron incubados a temperatura ambiente dependiendo
de la impresion diagndstica aportada por el clinico,
sobre todo con sospecha de hongos dimorfotermales.
Los cultivos fueron observados de manera periddica
durante 4 semanas y, hasta dos semanas mas para los
dimorfotermales para poder observar el crecimiento del
hongo en su maxima esporulacién. Una vez obtenido su
desarrollo, se realizd nuevamente examen directo con
azul de Cotton para observar las estructuras fungicas
compatibles con el hongo causante de la infeccién.
Los que no se pudieron identificar con exactitud se les
hizo la técnica de microcultivo en agar papa (4) para
conseguir el desarrollo de las estructuras caracteristicas
y asi determinar el género y especie correspondiente
siguiendo las claves de identificacion para este tipo de
hongos (5).

Para el andlisis descriptivo y estadistico se elabor6 una
base de datos en Excel, para el célculo de porcentajes y
medidas de tendencia central.

Resultados

Ciento cuatro aislados de hongos filamentosos
fueron identificados en un periodo de 9 afnos (2006-
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2014), todos presentaron examen directo positivo,
cumpliendo con el criterio de inclusion establecido.
Los aislados obtenidos en esta investigacion provienen
de la categorizacion de los pacientes en: pacientes
oncoldgicos 25 (24%), pacientes con virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) 9 (8.7%) y pacientes
no cancer y no VIH 70 (67.3%), en estos pacientes
se incluyen pacientes con diabetes, traumatismos,
consumidores de esteroides por otro tipo de enfermedad
diferente cancer y VIH, enfermedades autoinmunes,
enfermedad broncopulmonar obstructiva cronica
(EBOC), pacientes con un determinado oficio y
provenientes de areas endémicas del pais. La media de
edad del total de pacientes fue de 66,9 afos, con un
rango de edad que va de 5 a 84 afios

El tipo de muestra con la cantidad de aislados de
agentes fungicos causantes de infeccion se detallan en
la tabla 1. El hongo mas comunmente identificado fue
H. capsulatum con 23 aislados, seguido de Aspergillus
spp., con 21 aislados, los cuales observamos en el
grafico 1; los aislados de Aspergillus spp. provenientes
de muestras respiratorias se procesaron por triplicado
para verificar la presencia del hongo y descartar
contaminacion. En tercer lugar se presenta Fusarium
spp., con 17 aislados, 12 pertenecen a complejo
E solani de los cuales 5 provienen de ulceras corneales,
1 de muestra respiratoria la cual se evalu6 de la misma
manera que en Aspergillus y las restantes provenian
de secreciones y abscesos. 4 aislados pertenecian al
complejo E oxysporum, uno de ellos aislado de tlcera
corneal y 3 de heridas y lesiones. Finalmente 1 aislado
de E chlamydosporum proveniente de un pie diabético
(Tabla 1). La sintomatologia y los hallazgos radiologicos
de la fusariosis son indistinguibles de la AI, presentan
una alta tasa de resistencia a los antifungicos disponibles.
Su aislamiento de hemocultivos puede alcanzar un
60% lo que predice un diagnostico de fusariosis (6).
Seguidamente se presenta complejo Paracoccidioides
queinvolucralas especies brasiliensis y lutzii (complejo P
brasiliensis) (7) con 15 aislados de pacientes provenientes
de lugares demograficamente definidos como reservaria
de este hongo, bien sea con estadia permanente o casual.
Los demas aislados son hongos que habitan en el medio
y que debido a las diversas condiciones inmunoldgicas
del paciente o antecedentes de traumatismos se estan
convirtiendo en causantes de infecciones fungicas,
confiriendo mal pronéstico y adquiriendo relevancia
importante en el dambito clinico (8).
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TABLA 1. Aislamientos de hongos filamentosos y dimérficos de acuerdo a su lugar de procedencia.

Hongo Mfédula Sangre Secrecién  Ulcera Sec.  Secrecion Total Enfermedad de Base
Filamentoso Osea Respiratoria Corneal Otica vy Tejidos Céncer VIH No Cancer/No VIH
H. capsulatum 15 2 6 23 8 9 6
Aspergillus spp. 1 13 2 4 1 21 7 14
Fusarium spp. 1 4 12 17 2 15
P, brasiliensis 10 5 15 15
Curvularia spp. 4 4 8 1 7
Scytalidium spp. 3 1 4 4

Penicillium spp. 2 2 4 2 2
A. alternata 1 1 2 2
S. schenckii 3 3 3
S. apiospermun 2 2 2
A. kiliense 1 1 2 2

R. arrihizus 1 1 1

N. brasiliensis 1 1 1

Scopulariosis spp. 1 1 1

Total 18 3 27 15 5 36 104 25 9 70

VIH: Virus de inmunodeficiencia humana. Aspergillus spp.: A. grupo Fumigati, A. grupo Nigri, A. grupo Flavi,
A. grupo Terrei. Fusarium spp.: Complejo E solani, Complejo F.oxysporum. F. chlamydosporum. Paracoccidioides brasiliensis.
Scytalidium spp.: Neoscytalidium. dimidiatum, Scytalidium hyalinum. Alternaria alternata. Complejo Sporothrix schenckii.
Scedosporium apiospermun. Acremonium kiliense, Rhizopus arrihizus, Nocardia brasiliensis.

6
5
4
3 M A. fumigatus
oA flavus
2
= A. terreus
1 O A. niger
Esputo/ Secrecion otica Lente Tejido Médula dsea
Lavado intraocular
bronquial

FIGURA 1. Numero de aislados de Aspergillus spp.
provenientes de diferentes tipos de muestra.
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Discusion

En las ultimas tres décadas, existen investigaciones que
reportan una incidencia de infecciones invasivas por
agentes fiingico en pacientes particularmente con algin
compromiso inmunolégico, resaltando la variacion
en la epidemiologia de las micosis, donde nuevos
patégenos considerados contaminantes o colonizantes
se incrementan. También se observa especies de hongos
filamentosos con resistencia intrinseca o adquirida por
lo que se relaciona con falla terapéutica aumentando las
tasas de mortalidad en estos pacientes (6, 9), por lo que
se hace necesario llegar hasta especie en la identificacion
de este tipo de hongos.

Es importante destacar que las micosis profundas
sistémicas ylas oportunistas no se contagian de personaa
persona, se adquieren por via enddgenay via inhalatoria.
Todo vaa depender de la condicién inmune del paciente,
si es inmunocompetente la infeccién se autolimita pero
si el paciente tiene un sistema inmunocomprometido
desarrollaré la enfermedad (10,11).

La histoplasmosis es una micosis sistémica mundial,
cuyo dimorfismo es considerado un factor de virulencia,
su implantacion va a depender del estado inmune del
paciente, la edad y la cantidad de in6culo (12). Las
formas diseminadas agudas son vistas en pacientes
con una deficiencia extrema de la celularidad como;
leucemia, linfoma y especialmente en los pacientes con
VIH/SIDA (10,12). En Venezuela la histoplasmosis
es la mas frecuente en pacientes con VIH/SIDA, en
nuestra investigacion es el hongo mas comuinmente
aislado 23 (22.12%), datos que se relacionan con
estudios epidemioldgicos reportados en la literatura
nacional e internacional (13, 14,15), su distribucién por
enfermedad de base la vemos en la tabla 1.

La aspergilosis puede presentarse desde cuadros
alérgicos hasta aspergilosis invasora (Al,) de acuerdo
al estado inmunoldgico del paciente. Las personas con
predisposicion a presentar una Al son pacientes con
neutropenia prolongada, VIH avanzado, trasplantados
de progenitores hematopoyéticos o trasplantados
de pulmén (2,3). El aumento de aislamientos de
Aspergillus spp. pareciera relacionarse con la profilaxis
con fluconazol el cual activaria la expresion de ciertos
genes que aumentarian su virulencia (6). El aumento
de otras especies de Aspergillus diferentes a A. grupo
Fumigati es cada vez mas frecuente, como es el caso de
A. grupo Terrei, a pesar de que sigue siendo infrecuente
su aislamiento, en algunos estudios se ha conseguido
en un 20% de las infecciones por hongos filamentosos
(14), datos que se relacionan con nuestra investigacion
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donde se consiguieron 2 aislamientos. De igual manera
en nuestro estudio A. grupo Fumigati fue el mas aislado
como causante Al, correspondiéndose con los hallazgos
reportados por la literatura internacional (16,17).

Las especies de Aspergillus no son las unicas
causantes de hialohifomicosis, también encontramos
a Fusarium spp. que aunque es ain poco frecuente
puede causar infecciones muy severas en los pacientes
inmunocomprometidos y lo convierte en el segundo
hongo filamentoso causante de enfermedad invasora
en pacientes hematoldgicos y trasplantados de drganos
solidos (3,16,18), en nuestra investigacion encontramos
2 aislados del complejo Fusarium solani (complejo F.
solani) en pacientes oncologicos con tumores sélidos,
uno causando neumonia y el otro causando lesiones
cutaneas, resultados que se relacionan con los de
otros investigadores (19). Los demads aislados de
Fusarium spp. se observan en la tabla 1. Scedosporium
apiospermun  (S. apiosmermun) es otros hongo
productor de hialohifomicosis que va en aumento como
causante de infecciones micoticas, se ha descrito como
el segundo hongo filamentoso colonizador de las vias
respiratorias bajas después de A. grupo Fumigati. La
aspiracion de aguas contaminadas también es otra via de
contaminacion (3, 20). En la presente investigacion se
identificaron 2 aislados de S. apiospermun, 1 proveniente
de una incrustacion en el pie de una nifla por una astilla
de arbol, y otro de un drenaje pulmonar cuyo paciente
trabajaba en cavas de refrigeracion, ambos eran
pacientes inmunocompetentes. Otro hongo ambiental
causante de hialohifomicos es Penicillium spp.,
especificamente Penicillium marneffei (P. marneffei),
ocasionalmente causa infeccién en humanos, ha sido
aislado de pacientes con queratitis (post-traumatica),
endoftalmitis, otomicosis, esofagitis necrotizante,
neumonia, endocarditis, peritonitis e infecciones
urinarias. La mayoria de estas infecciones ocurren en
individuos immunocomprometidos (21). En nuestro
trabajo pudimos aislar 2 Penicillium spp. causando
neumonias en pacientes oncoldgicos y 2 provenientes
de ulceras corneales, pero no se determino la especie. P.
marneffei infecta especificamente paciente con SIDA,
no-SIDA, enfermedades hematoldgicas y pacientes con
tratamientos inmunosupresores (8).

La paracoccidioidomicosis, es la micosis endémica
maés frecuente en pacientes no VIH, a la vez es
exclusiva de Latinoamérica concretamente en el sur.
En Venezuela hasta los momentos solo existe la especie
de P brasiliensis (7). El pulmoén es el 6rgano mas
comunmente afectado en mas de un 70% de los casos
(14), estos criterios se relaciona con nuestros hallazgos
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donde obtuvimos 10 aislados del tracto respiratorio
en muestras de esputo y lavados broncoalveolares los
cuales provenian de pacientes residenciados en el estado
Miranda y el estado Vargas, lugares endémicos para
este hongo dimdrfico (22), algunos eran agricultores,
otros trabajo de oficina y amas de casa. La media de
edad en los hombres fue de 65,1 y en las mujeres de
61,1 con un rango general de edad de 31 a 80 afos. La
relaciéon entre hombres y mujeres que presentaron la
enfermedad a nivel pulmonar y diseminada fue de 1:1
(8 hombres: 7 mujeres), resultados que no se relacionan
con investigaciones nacionales e internacionales los
cuales reportan relaciones 6:1(18), 6,5:1(19) y 10:1
(20); resultados que pudieran deberse al escaso niimero
de pacientes investigados. Las mujeres parecen estar
protegidos de la enfermedad pero no de la infeccion,
probablemente debido a la supresion de estrégenos que
afecta su estado inmunoldgico razén por la cual la edad
de las mujeres en nuestro estudio haya tenido relevancia
en la adquisicion de la enfermedad (14).

Otra especie de hongo que se comporta de forma
endémica como la especie de P brasiliensis es el
complejo Sporothrix schenckii (S. schenckii), pero esta
micosis subcuténea estd difundida por todo el mundo,
citamos al sur de Africa, Japén, Australia, Brasil, Perd,
México, Colombia, Uruguay y Guatemala donde se han
presentado epidemias (26). En Venezuela este tipo de
hongo esta restringido a algunos estados como Monagas,
Carabobo, Lara, Aragua especificamente la Colonia
Tovar que es zona endémica (22), nuestros aislados no
provenian de estas localidades, pero si habian tenido
contacto con espinas de flores y arboles.

Las infecciones por feohifomicosis son caracteristicas
de hongos pigmentados o dematiaceos, que atn no se
encuentran clinicamente definidos, pero su nimero
aumenta progresivamente con el reporte de casos
clinicos aislados (19), en nuestro estudio encontramos
4 aislados de Curvularia spp., provenientes de ulceras
corneales y 4 aislados en lesiones y abscesos cutdneos
relacionados con traumatismos provenientes de
individuos inmunocompetentes. También se aislaron
2 casos de Alternaria alternata (A. alternata): 1 de vias
respitarorias bajas causando cuadro alérgicoy otro deuna
lesion en piel por traumatismo; casos que se relacionan
con lo descrito por la literatura donde en individuos
inmunocompetentes estos hongos causan infecciones
cutaneas y subcutdneas relacionadas con traumatismos
(19). En individuos inmunosuprimidos pueden causar
infecciones sistémicas, asociadas a infecciones de piel
y tejidos blandos, causando mortalidad hasta un 79%
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a pesar de la reseccién quirdrgica y el tratamiento
prolongado con anfotericina B (6).

Estudios epidemiologicos sobre infecciones causadas
por  Scitalidium  dimidiatum  (S.  dimidiatum),
actualmente denominado Neoscytalidium dimidiatum
(N. dimidiatum) y Scitalidium hyalinum (S. hyalinum)
forma mutante hialina de N. dimidiatum; son casi
inexistentes, la mayoria de los informes se limitan a la
presentacion de casos clinicos (27, 28). La presentacion
clinica es inespecifica e indistinguible de las infecciones
causadas por hongos dermatofiticos (29). La infeccion
mas comun en humanos es por transmisién geofilica
observandose en los espacios interdigitales, plantas
y ufas de los pies, rara vez en plantas y ufias de las
manos (28). En nuestro estudio se aislaron 3 casos
N. dimidiatum provenientes de ulceras corneales
causando endoftalmitis y 1 un aislado de S. hyalinum de
una lesion en piel. Se han informado casos de infecciones
subcutaneas, osteomelitis, endoftalmitis, artritis y
algunas de ellas en pacientes inmunodeprimidos, en
estos pacientes puede resultar una puerta de entrada
para una infeccion diseminada (30).

Otros tipos de hongos filamentosos menos comunes
a los mencionados cuya presentaciéon clinica puede
ser afectacion de piel y tejidos blandos, sistema
nervioso central, compromiso pulmonar y fungemias,
encontramos 5 aislados provenientes de pacientes
oncoldgicos, a pesar de que son aislados en menor
proporcidn son causantes de infecciones severas, datos
que coinciden con otros investigadores (3, 18,19), ver
resultados con mas detalle en la tabla 1.

Conclusiones

Los factores de riesgo alteran el funcionamiento del
sistema inmunoldgico, y a pesar de los grandes avances
de diagndstico y terapéutica cada vez esta en ascenso
una morbimortalidad casi inadmisible por este tipo de
hongos. Pacientes con traumatismos severos, pacientes
con VIH, pacientes bajo tratamiento antineoplasico
o los que van a ser sometidos a trasplantes de
oérganos o células hematopoyéticas, la coexistencia de
enfermedades metabdlicas como la diabetes mellitus,
pacientes en unidades de cuidados intensivos adultos
y neonatos; ademas de recibir nutriciéon parenteral,
antibidticos de amplio espectro, la presencia de catéteres
y el tiempo de hospitalizacion, son factores que hacen
al paciente susceptible a desarrollar una enfermedad
fungicas por este tipo de hongos filamentosos capaces
de producir una alta mortalidad. De ahi la importancia
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en identificar hasta especie este tipo de hongos, a pesar
de que determinadas especies estén agrupadas dentro
de un complejo, ademds de que algunas especies de
este tipo de hongos son intrinsecamente resistentes a
anfotericina B. De esta manera contribuimos con la
terapia antifungica, la cual es bastante compleja. Esta
investigacion acerca de este tipo de hongos proveniente
de un centro asistencial privado donde la mayoria de
pacientes que acuden son oncoldgicos, ademas de VIH
y otras patologias clinicas, permite evaluar la frecuencia
con que estos aislados son responsables de infecciones
fungicas, y de esta manera hacer un aporte significativo
a la epidemiologia local y nacional de este tipo de
hongos.
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RESUMEN:

Los estudiantes de la Escuela de Bioanalisis de la Universidad Central de Venezuela manifiestan con frecuencia que la
carrera es muy estresante. Sin embargo, el estrés académico no ha sido estudiado en esta Escuela. El cortisol es considerado
un biomarcador clésico de estrés y se ha reportado que la a-amilasa salival podria ser un buen marcador de estrés agudo
en humanos, ya que su secrecidn salival se incrementa por estimulacidon simpatica. Objetivos: evaluar estrés académico,
cortisol sérico y a-amilasa salival en estudiantes de los semestres 4to y 8vo de esta Escuela. Materiales y métodos: se aplicd
el Cuestionario de Evaluacion de Estrés Académico (De Pablo y col, 2004) para evaluar la intensidad y frecuencia con la
cual los estudiantes perciben 18 estresores académicos. Se determin6 cortisol sérico y a-amilasa salival en muestras de
sangre y de saliva respectivamente, recolectadas 4 (dia A) o 6 dias (dia A+) antes de un parcial teérico, el dia del parcial
(dia B) y 4 dias posteriores al mismo (dia C) entre las 7:00 y 8:00 a.m. Resultados: la intensidad de estrés académico
fue similar entre ambos semestres aunque la frecuencia de exposicion fue mayor en el 8vo semestre. 4to semestre: no
se observaron cambios significativos en la concentraciéon de cortisol sérico y actividad de a-amilasa salival entre los
dias evaluados. 8vo semestre: el cortisol disminuy6 en el dia C respecto a los dias A y B, sin variaciones en la a-amilasa.
Conclusiones: 1a mayor frecuencia de exposicion observada en el 8vo semestre podria estar asociada a una mejor respuesta
adaptativa al estrés experimentado durante la época de exdmenes. En relacion a la a-amilasa salival atn falta mucho por
investigar respecto a la hora ideal para la toma de la muestra, asi como al impacto del estrés cronico sobre su actividad y
variaciones diurnas.

Palabras claves: Estrés académico, cortisol sérico, amilasa salival.

EVALUATION OF ACADEMIC STRESS, SERUM CORTISOL AND SALIVARY a-AMYLASE
IN UCV BIOANALYSIS STUDENTS

SUMMARY

The students of Bioanalysis School from Universidad Central de Venezuela frequently express that this is a very stressful
career. However, academic stress has not been properly studied in this School. Blood cortisol has been used as a classical
stress biomarker and in recent years, it has been reported that salivary a-amylase activity could be a good acute stress
marker in humans since the sympathetic stimulation increases its secretion by salivary glands, specially the parotid.
Objectives: to evaluate academic stress, serum cortisol and salivary a-amylase in 4th and 8th semester students of this
School. Materials and Methods: Academic Stress Evaluation Questionnaire (De Pablo et al, 2004) was employed to assess
the intensity and frequency with which these students perceived 18 academic stressors. Serum cortisol and salivary
a-amylase were quantitated in blood and saliva specimens collected 4 days (day A) or 6 days (day A+) before a written
examination, the day of the exam (day B) and 4 days after the exam (day C) between 7:00 and 8:00 a.m. Results: academic
stress was perceived with similar intensity by the students of both semesters, but 8th semester students showed higher
frequency of exposition to stressors. 4th semester: serum cortisol and salivary a-amylase did not change among the
evaluated days. 8th semester: cortisol diminished in day C respect to days A and B, without modifications in amylase
activity among these days. Conclusions: the higher frequency of exposition to stress and the experience acquired during
their longer continuing time in the career could be associated to a better adaptive response to examination period stress
in 8th semester students. Salivary a-amylase must be further investigated to know the ideal time and methods to collect
samples, as well as the impact of chronic stress on its activity and diurnal pattern of secretion.

Key words: Academic stress, serum cortisol, salivary amylase.

Introduccion

Larespuestaal estrés es considerada una ventaja evolutiva
que permite a los seres vivos protegerse de situaciones
potencialmente amenazantes o que pongan en riesgo
sus vidas. Sin embargo, el estrés se ha convertido en los
ultimos afnos en un problema de salud publica, debido
a la sobreexposicion que experimentan los individuos
de las sociedades modernas a situaciones estresantes (1,
2). El estrés prolongado o cronico ha sido asociado a la
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fisiopatogenia de una serie de enfermedades, las cuales
representan causas importantes de morbi-mortalidad a
nivel mundial. Es el caso de enfermedades psiquiatricas
(3), metabdlicas, cardiovasculares (4), inmunoldgicas,
infecciosas (5) digestivas (6) y cancer (7), entre otras.

El estudio del estrés y sus efectos en humanos resulta
bastante complejo dada la diversidad de variables que
pueden modificar dicha respuesta y que son dificiles
de controlar, entre ellas la heterogeneidad genética y
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cultural, la edad, el sexo, los estresores a considerar, las
diferencias interindividuales en la forma de percibir los
estimulos estresantes (5, 8), asi como la imposibilidad
de mantener a los individuos expuestos a un unico
estresor. Es por ello que los resultados obtenidos por los
investigadores que trabajan en esta drea pueden llegar
a ser tan diferentes (9). No obstante, existen varios
paradigmas para el estudio del estrés en seres humanos.
Uno de estos modelos es el de estrés académico (10, 11).
El estrés académico es aquel que se produce en el ambito
educativo como resultado de las exigencias académicas
que se les presentan a los estudiantes durante la
prosecusion de sus estudios (12).

En el caso particular de la Escuela de Bioanalisis de
la UCV, los estudiantes manifiestan con frecuencia
que la carga horaria y académica de la carrera es
altamente estresante, lo cual podria estar asociado a
bajo rendimiento y a trastornos de salud. A pesar de
lo referido anteriormente, el estrés académico y su
impacto sobre diversos biomarcadores de estrés no
han sido apropiadamente estudiados en esta poblacién
estudiantil. El cortisol en sangre (sérico o plasmatico)
es uno de los biomarcadores clasicos empleados para
evaluar la respuesta al estrés en humanos (13). Se ha
sefialado que seria mas conveniente medir cortisol
salival como marcador de estrés (14) puesto que
representa la fraccion libre del cortisol plasmatico y la
obtencion de saliva es mucho menos invasiva (15) que la
obtencion de sangre por puncion venosa, la cual podria
constituir un estresor per se para algunos individuos
(16). No obstante, para el momento de la realizacion
de este trabajo no se pudieron ubicar en nuestro pais,
proveedores de reactivos para la determinaciéon de
cortisol salival.

En trabajos publicados durante la dltima década, se
ha reportado que la actividad de la enzima a-amilasa
salival podria ser un buen marcador de estrés agudo
(17, 18, 19), ya que la estimulacién simpdtica de las
glandulas parotidas,
aumenta la secrecion de esta enzima hacia la saliva. Sin

salivales, principalmente las
embargo, aun se encuentra en investigacion y ha sido
poco empleada en el estudio del estrés académico.

Por todo lo antes expuesto, los objetivos de este
trabajo fueron: evaluar estrés académico a través de un
cuestionario y determinar cortisol sérico y actividad de
a-amilasa salival a estudiantes de los semestres 4to y
8vo de la Escuela de Bioanalisis de la UCV en muestras
tomadas 4 dias antes, el dia de un parcial teérico y 4
dias después del mismo, a fin de evidenciar posibles
asociaciones entre estos parametros.

Evaluacion de estrés académico, cortisol sérico y actividad
de a-amilasa salival en estudiantes de Bioandlisis de la UCV

Materiales y Métodos

Sujetos. La aplicacion de wun cuestionario a 23
estudiantes voluntarios de los semestres 9° y 10° de
Bioanalisis nos permitié conocer que el 4to. y el 8vo.
semestre son considerados el semestre menos (100%) y
el mas estresante (87%) de la carrera, respectivamente.
Una vez conocida esta informacion se les dicté una
charla informativa sobre los objetivos del trabajo a
los estudiantes de 4to. y 8vo. semestre, solicitando
su participacion voluntaria en el mismo. Criterios
de Inclusion. Estudiantes de 4to. y 8vo. semestre de
la Escuela de Bioanalisis de la UCV, preferiblemente
regulares, que expresaran su deseo voluntario de
participar en el estudio y firmaran el Consentimiento
informado. Criterios de Exclusion. Cualquier patologia
o tratamiento médico que pudiera alterar la respuesta
al estrés, como esteroides, antidepresivos o ansioliticos,
padecimiento de infeccién activa o cirugia reciente,
el uso de anticonceptivos orales (éste solo para la
determinacién de cortisol total sérico) o cualquier
enfermedad inflamatoria crénica de las encias.

Recoleccion de datos y cuestionario. Se obtuvieron datos
demograficos como: sexo, edad, condicién regular
o repitiente y numero de materias electivas inscritas
y se aplico el Cuestionario de Evaluacion de Estrés
Académico (CEEA) disefiado por De Pablo y col (20)
y validado en estudiantes universitarios venezolanos
por Feldman y col (21). Este fue respondido por 27
estudiantes voluntarios de cada uno de los semestres en
estudio. El CEEA es autoaplicado y consta de 18 items o
estresores académicos los cuales son valorados a través
de una escala tipo Likert de 0 a 9, desde nada estresante
hasta muy estresante, permitiendo de este modo medir
la intensidad con la cual éstos son percibidos por los
individuos. La pregunta: "Gltimas 4 semanas SI___
NO___", permitié evaluar la frecuencia de exposicion
a cada uno de los estresores en las tltimas 4 semanas.
Los estresores evaluados fueron los siguientes: 1.
Preparar un examen inmediato, 2.- Efectuar un examen
oral, 3.-Efectuar un examen escrito, 4.- Esperar los
resultados de un examen, 5.- Suspender un examen,
6.- Ser preguntado en clase, 7.- Preparar un trabajo
individualmente, 8.- Preparar un trabajo en grupo, 9.-
Preguntar una duda al profesor en clase (en publico),
10.- Preguntar una duda al profesor fuera de la clase
(en privado), 11.- Hablar con un profesor sobre tus
problemas académicos, 12.- Participar en un seminario
(discusion de temas en grupos reducidos), 13.- Efectuar
actividades de préctica, 14.- Exponer un tema en clase,
15.- Discutir problemas académicos, 16.- Entrar o salir
del aula cuando la clase ya ha empezado, 17.- Excesiva
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cantidad de materia para estudiar, 18.- Falta de tiempo
para estudiar.

Obtencion de muestras de sangre y de saliva

Las muestras se obtuvieron entre las 7:00 y 8:00 am
con los sujetos en condicién de ayuno, previa lectura
y firma del Consentimiento Informado por cada uno
de los participantes. Las muestras se tomaron 4 dias
antes de un segundo parcial tedrico (dia A), el dia del
parcial (dia B) y 4 dias después del parcial (dia C). Un
total de 14 estudiantes del 4to. semestre (divididos en
dos grupos, 6 en el primero y 8 en el segundo) donaron
muestras de sangre y de saliva. Por razones inherentes a
su cronograma de actividades académicas y a cambios
en las fechas de los exdmenes parciales realizados a
solicitud de los estudiantes, a los sujetos incluidos en
el 2do. grupo de voluntarios del 4to. semestre, se les
tomaron las primeras muestras 6 dias antes del parcial
(dia A+). 22 estudiantes del 8vo. semestre fueron
donantes voluntarios de muestras. En este semestre se
cumplié cabalmente el esquema de toma de muestras
planteado en el presente trabajo.

Se obtuvo sangre venosa sin anticoagulante por puncién
en fosa antecubital para la obtencion de suero, el cual
fue empleado en la determinacién de cortisol sérico.
Luego de la retraccion del coagulo las muestras fueron
centrifugadas durante 10 minutos a 2000 rpm a fin
de separar el suero del paquete globular. Los sueros
fueron congelados a -20 °C hasta el momento de la
determinacion.

La saliva se obtuvo por salivacién espontianea (22)
previo enjuagado de la boca con 60 ml de agua
potable a temperatura ambiente. Las muestras fueron
centrifugadas para precipitar las células epiteliales
provenientes de la mucosa oral y el sobrenadante fue
recuperado y congelado a -20°C.

Esta investigacion conté con el Aval del Comité de
Bioética de la Escuela de Bioanalisis de la UCV.

Determinacion de cortisol sérico

El cortisol sérico fue determinado mediante un ELISA
inmunofluorescente competitivo de la marca TOSOH
segun las instrucciones del fabricante, en un equipo
TOSOH modelo aia 600ii previa calibracion del equipo
para la prueba y aceptacion de los valores obtenidos
para los sueros controles empleados, los cuales
correspondieron a dos niveles de control: normal y alto.

Determinacion de amilasa salival

La actividad de alfa-amilasa salival se determind
mediante un ensayo de tipo cinético de la marca
comercial HELFA Diagnoésticos. Este se basa en la
hidrdlisis directa del sustrato sintético 2-cloro,4-
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nitrofenil, a-maltotriésido por la amilasa presente en
la muestra para producir 2-cloro,4-nitrofenol el cual
se determina espectrofotométricamente a 405 nm. La
medicion se efectu6 en un equipo Stat Fax Millenium
III previa dilucion 1:200 de las muestras con solucion
salina fisiologica (14). Estas fueron procesadas por
duplicado, reportandose el valor promedio de ambas
lecturas. Para los controles empleados, BioRad nivel
1 y 2, siempre se obtuvieron valores dentro del rango
esperado establecido por el fabricante.

Estadistica

Los resultados se presentan como porcentajes y media
* error estandar de la media. Las medias se compararon
empleando el método estadistico t de Student del
programa Excel de Microsoft y el coeficiente de
correlacion de Pearson fue calculado para evaluar las
correlaciones estadisticas entre el cortisol y la amilasa
a través del programa estadistico SPSS 22.0. Los valores
de p<0,05 fueron considerados estadisticamente
significativos.

Resultados
Caracteristicas de la muestra en estudio

Los participantes que respondieron el CEEA fueron
principalmente de sexo femenino, 92% en el 4to. semestre
y 77,7% en el 8vo. semestre, con edades promedio de
21,07 + 0,57 afhos en 4to. y 23,0 = 0,15 afos en 8vo
semestre. La mayoria fueron estudiantes regulares,
81,4% en el 4to. semestre y 92,5% en el 8vo. Un
porcentaje similar curs6 4 materias obligatorias: 74,1%
en 4to. semestre y 70,4% en el 8vo. Sin embargo, un
81,4% de los estudiantes del 4to. semestre y s6lo un
18,6% de los estudiantes del 8vo. semestre cursaron
materias electivas.

Estrés Académico Autopercibido

El estrés académico autopercibido global fue similar
entre ambos semestres, con un valor promedio de 5,42
+ 0,21 en el 4to semestre y 5,80 + 0,14 en el 8vo, sin
diferencias estadisticamente significativas entre ambos
(Tabla 1). Estos valores se ubicaron en el rango de estrés
moderado en la escala del 1 al 9, donde la valoracion de
1 a 3 fue considerada como poco estresante, de 4 a 6,
moderadamente estresante y de 7 a 9, muy estresante.

Elestresor "efectuar un examen escrito" fue percibido con
moderada intensidad y con elevada frecuencia por los
estudiantes de 4to. y de 8vo. semestre. Esta concordancia
en cuanto a intensidad y frecuencia fue conveniente al
relacionar este estresor con los biomarcadores de estrés
evaluados en este trabajo.
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TABLA 1. Valores promedio de la intensidad
de estrés académico autopercibido global de los
semestres en estudio.

Estrés Académico Autopercibido global

8vo. Semestre
(X + EE)
5,80 + 0,14

4to. Semestre
(X £ EE)
5,42 +0,21

Los valores se presentan como la media + error
estandar de la media. n=27.

Cuando se evalud la frecuencia de exposicion a los
estresores contemplados en el CEEA, se observé que un
porcentaje igual o mayor al 80% de los estudiantes del
4to semestre estuvieron expuestos a 7 de los mismos en
las ultimas 4 semanas mientras que 80% o mas de los
estudiantes del 8vo estuvieron expuestos a 12 de estos
estresores en las ultimas 4 semanas, lo cual constituye
una exposicion 71,43% mas alta que la experimentada
por los estudiantes del 4to semestre (Figura 1).

Frecuencia de exposicion

4'° semestre
#® 51
B .
oy, g ENo
L %
123 4 56 7 8 9 101112131415 1617 18
Frecuencia de exposicion
8¥° semestre
100
20 S
80
ENo

Yo

12 34567 8 9 10111213 1415 1617 18
Estresores evaluados

FIGURA 1. Exposicion a los estresores evaluados en las
ultimas 4 semanas para los estudiantes de 4to. (grafica
superior) y 8vo. semestre (grafica inferior). Los datos se
expresan en porcentaje. n=27.
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Cortisol Sérico

4to. semestre. Los valores de cortisol obtenidos
en el ler. grupo de voluntarios fueron, el dia A:
13,15 + 1,41 pg/dL, el dia B: 16,14 + 1,86 pg/dL y el dia
C: 19,72 + 2,67 pg/dL. En el 2do grupo de voluntarios
se obtuvieron en el dia A+: 14,74 £ 1,51 pg/dL, el dia
B: 15,58 + 2,02 pg/dL y el dia C: 12,89 + 1,49 pg/dL.
Estos valores no fueron estadisticamente diferentes
entre si. Puesto que los valores obtenidos en los dias B
y C de ambos grupos de voluntarios se tomaron en las
mismas condiciones de tiempo con respecto al examen
parcial, se promediaron sus valores para compararlos
con los valores obtenidos en el 8vo semestre. El valor
obtenido al promediar los 2 grupos de voluntarios
del 4to semestre fue 15,81 * 1,35 pg/dL el dia B y
15,73 + 1,68 ug/dL el dia C.

8vo. semestre. Dia A: 13,48 + 0,99 ug/dL, dia B:
13,54 + 1,03 ug/dLy dia C: 10,96 + 0,96 ug/dL. El cortisol
del dia C fue estadisticamente menor con respecto a los
dias A (p=0,02) y B (p=0,006). Al comparar los valores
del cortisol en los dias B y C entre el 4to y 8vo semestre
no se observaron diferencias significativas entre los dias
B de estos semestres (p=0,193) pero si entre los dias C
(p=0,023) (Figura 2).

mCortisol 4to. semestre

Cortisol
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FIGURA 2. Comparacion del cortisol sérico
correspondiente a los dias B y C en estudiantes del 4to
y 8vo semestre de Bioandlisis. Los valores se muestran
como media * error estandar de la media. (*): p<0,05
respecto al dia B del 8vo. semestre, (**): p<0,05
respecto al dia C del 4to. semestre. 4to. semestre: n=12.

8vo. semestre: n=20.

Amilasa salival

4to. semestre. Los valores de amilasa obtenidos en
el ler. grupo de voluntarios fueron el dia A: 29,53 +
8,87 Ul/mL, el dia B: 21,12 + 6,08 UI/mL y el dia C:
20,82 + 5,18 UI/mL. Estos valores no fueron
estadisticamente  diferentes entre si. En el
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2do. grupo de voluntarios se obtuvieron en
el dia A+ 3580 + 1573 Ul/mL, el dia B:
26,21 £ 7,33 Ul/mL y el dia C: 36,72 + 11,37 UI/mL. Estos
valores tampoco fueron estadisticamente diferentes
entre si. El promedio de los valores obtenidos en
los dias B y C de ambos grupos de voluntarios fue
24,02 + 4,80 pg/dL el dia By 29,90 + 6,99 ug/dL el dia C.

8vo. semestre. Dia A: 35,31 + 7,53 Ul/mL, dia B:
34,13 £ 7,89 Ul/mL y dia C: 26,88 + 5,56 UI/mL. Estos
valores no fueron estadisticamente diferentes entre si. La
comparacion de los valores obtenidos en los dias By C
con el 4to. semestre, no arrojo diferencias significativas
(Figura 3). La prueba de Pearson no arrojé resultados
significativos en cuanto a la correlacién entre cortisol
y amilasa en los semestres 4to. y 8vo. para los dias
evaluados.

45 - BAmilasa 4to. semestre
Amilasa 20
53-]1?'31 il BAmilasa 8vo. semestre
(Ulml) 35 -

FIGURA 3. Comparacion de la actividad de la
a-amilasa salival correspondiente a los dias By C en
estudiantes de 4to. y 8vo. semestre de Bioanalisis. Los
valores se presentan como media + error estandar de la
media. 4to. semestre: n=14. 8vo. semestre: n=22.

Discusion

La participacion femenina fue predominante en
este estudio, lo cual se asocia a la mayor proporcién
de estudiantes de sexo femenino que constituyen la
poblacion estudiantil de la Escuela de Bioanalisis de
la UCV y que concuerda con lo observado en otras
Escuelas de Bioanalisis del pais (23) y del extranjero
(24). Las edades promedio coinciden con otros trabajos
realizados en estudiantes universitarios de 4to. y 8vo.
semestres (2do. y 4to afo. respectivamente) (23-25).

El estrés académico global obtenido en este estudio se
ubico dentro del rango de estrés moderado en los dos
semestres evaluados, resultando similar a lo reportado
por Labrador (23) en estudiantes de Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes en Mérida, Venezuela, quien
al aplicar este cuestionario obtuvo un valor promedio
de 4,98 £ 1,17. Blanco y col (25) encontraron niveles
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moderados de estrés académico en estudiantes de lero.
a 4to. ano de Terapia Ocupacional de la UCV al aplicar
el mismo instrumento.

No obstante, aunque los estudiantes de ambos semestres
percibieron los estresores evaluados con similar
intensidad, los estudiantes del 8vo semestre estuvieron
expuestos a los mismos con una mayor frecuencia que
los estudiantes del 4to. semestre.

En el 4to. semestre, las concentraciones de cortisol
sérico fueron iguales entre los dias A (o A+), By C. En
la literatura consultada se encontraron algunos trabajos
con resultados similares en relacién a los valores de
cortisol antes y después de examenes en estudiantes
universitarios. Vedhara y col (26) estudiaron una
poblacion de 60 estudiantes (36 hombres, 24 mujeres,
edad promedio de 22 afios) y encontraron un aumento
en los niveles percibidos de estrés al presentar un examen
parcial en comparacion con un periodo en donde no se
presento, sin diferencias significativas en los niveles de
cortisol salival entre ambas situaciones. Siachoque y col
(27) determinaron cortisol sérico, prolactina y titulos de
anticuerpos IgG anti Herpes simple tipo I, 15 dias antes,
durante y 15 dias después de los examenes trimestrales,
en 26 estudiantes de Medicina. Los valores promedio de
cortisol de los 3 dias evaluados no mostraron diferencias
significativas entre si, aunque si hubo aumentos
significativos de prolactina y titulos de Acs después de
los exdmenes. Takatsuji y col (28) determinaron cortisol
salival inmediatamente antes de un examen parcial e
inmediatamente y dos horas después de finalizado en
15 mujeres estudiantes de enfermeria, de 21 a 26 afos
de edad, pero no encontraron diferencias significativas
entre el cortisol promedio de estos 3 momentos. Singh y
col (15) evaluaron la concentracion de cortisol salival en
estudiantes de primer aflo de Medicina (21 hombres, 14
mujeres, edad promedio 20,4 + 1,59 afios) dos semanas
antes y el dia de un examen oral, observandose un
incremento significativo en el cortisol el dia del examen
en los hombres, mas no en las mujeres.

El comportamiento del cortisol en los estudiantes
del 4to. semestre, podria atribuirse a una inapropiada
adaptacion al estrés que representaron los examenes
parciales o la respuesta a otros estresores académicos a
los que estuvieron expuestos durante ese periodo, ya que
la intensidad de la respuesta al estrés deberia disminuir
cuando los individuos se enfrentan de manera reiterada
a un estresor, de manera que la valoracién del mismo va
cambiando a medida que estos adquieren recursos de
afrontamiento y disminuye la percepciéon de amenaza
que el evento estresor representa para ellos (29). Este
comportamiento podria estar asociado a diferentes
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factores, algunos exclusivamente académicos (Ej: exceso
de materias inscritas, sobrecarga académica, falta de
tiempo para estudiar) y a otros de diferente indole,
como circunstancias personales, familiares, econdmicas,
sociales, etc. Otra variable importante a considerar es el
tiempo, ya que cabe la posibilidad de que el cortisol de
estos estudiantes disminuya inmediatamente después
del parcial y su valor elevado a los 4 dias del parcial se
deba a estresores diferentes del examen. Por lo tanto, al
realizar las tomas de muestras a varios tiempos después
del parcial, unas inmediatas (minutos a pocas horas
después) y otras mas tardias (1, 2 y 3 dias después), se
podria estudiar mejor esta dinamica para el caso de
investigaciones futuras. De persistir este tipo de respuesta
en esta poblacion, seria necesario brindarle herramientas
en forma oportuna que le permitan mejorar el manejo
del estrés, evitando asi que la deficiente adaptacion
al mismo, sea causa de agotamiento, frustracion,
desmotivacion, bajo rendimiento o problemas de salud
en general.

Los estudiantes del 8vo semestre exhibieron
concentraciones de cortisol sérico similares en los dias
A y B. Sin embargo, la disminucion del cortisol sérico
observada en el dia C, concuerda con otros autores
que reportan la disminucién del cortisol luego de un
examen en estudiantes del drea de la salud. Elizabeth y
col (30) observaron una disminucién significativa del
cortisol sérico dos dias después de un examen parcial
en 34 estudiantes de primer afio de medicina con edad
promedio de 18,74 afos. Rachit y col (31) encontraron
una disminucién significativa de los valores de cortisol
sérico matutino dos dias después de un examen en 55
estudiantes de medicina, sexo masculino. Onyenekwe
y col (32) obtuvieron una disminucién significativa
del cortisol sérico inmediatamente después de un
parcial en estudiantes universitarios de ambos sexos
y con edad promedio de 24 afios. Martin Carreras-
Presas (33) observaron niveles elevados de cortisol
salival inmediatamente antes de un examen parcial y su
disminucién significativa minutos después del mismo
en 33 estudiantes de 4to aio de Odontologia con edad
promediode 22 afios. Estos resultadosindican queanteun
estresor académico de este tipo, generalmente se produce
una respuesta de estrés que involucra la activacion del eje
Hipotalamo Hipofisis Suprarrenales con el consecuente
aumento del cortisol y que éste disminuye una vez que
cesa el estimulo. Sin embargo, la respuesta al estrés
puede ser muy diferente de una persona a otra y ante
situaciones nuevas o a las que los individuos no estan
adaptados, la respuesta puede ser prolongada, tardando
mas en alcanzar sus niveles basales. Asi se ha observado
en estudiantes de Doctorado en los que se ha estudiado
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la activacion de multiples genes antes, durante y después
de una prueba de elevada exigencia académica como es el
examen calificador (29). Al relacionar los resultados del
cortisol con los obtenidos a partir del CEEA, se podria
inferir que los estudiantes del 8vo semestre, a pesar de
tener una intensidad de estrés académico autopercibido
similar a los del 4to, poseen una mejor capacidad de
adaptacion al estrés durante la época de examenes, lo
cual podria deberse a su alta frecuencia de exposicion al
mismo y a su mayor prosecusion académica dentro de
la carrera. Lo cual pudo haberse traducido en un menor
tiempo requerido para alcanzar los niveles basales con
la disminuciéon concomitante del cortisol 4 dias después
del parcial, en contraste con lo observado en los alumnos
del 4to semestre, tomando en cuenta que los estudiantes
de ambos semestres estin sometidos a un régimen
de evaluaciéon continua con quices, interrogatorios y
practicas de laboratorio de martes a viernes.

La actividad de la a-amilasa salival es un pardmetro
que aun se encuentra en investigacién como marcador
de estrés. Su incremento en respuesta al estrés se asocia
a una mayor actividad del sistema nervioso simpatico,
el cual inerva las glandulas salivales, estimulando una
mayor secrecion de proteinas hacia la saliva, entre ellas
la amilasa.

Existe evidencia de que esta enzima salival tiene un
patron de secrecion diurno. Nater y col, (34) cuya
investigacion llevada a cabo en 76 sujetos tuvo como
objetivo describir dicho patron, revelaron que ésta
disminuye marcadamente 60 minutos después de
despertar y va aumentando de manera constante a lo
largo del dia. Adam y col (35) al realizar un estudio en
adolescentes, demostraron valores de amilasa salival
mas bajos en la mafiana que se fueron incrementando
en el transcurso del dia.

Los valores obtenidos en el presente trabajo se aproximan
alos reportados en estudiantes de psicologia por Schoofs
y col (8) en dias sin examenes (23.75 + 4.04 Ul/ml) y a
los valores encontrados en adolescentes al levantarse por
Adamycol (35) (34,34 UI/ml). Sin embargo, son mayores
alos observados por Arhakis y col (36) en jovenes recién
graduados de Odontologia de 25 + 5,06 afos antes de
masticar chicle sin azucar (13,01 Ul/ml), pero mucho
menores a los reportados por Martin Carreras-Presas
y col (33) en estudiantes de Odontologia (141,84 UI/
ml). Es posible que la heterogeneidad en los valores
encontrados en la literatura sea producto de condiciones
diferentes en cuanto a la hora y la toma de la muestra.

En los trabajos consultados se observd ademas, gran
diversidad en cuanto alos paradigmas de estrés asociados
con la actividad de alfa-amilasa salival, como estresores
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fisicos (37, 38) o de tipo psicosocial (39, 40), pero pocos
referentes a estrésacadémico. Schoofsy col (8) estudiaron
el efecto de un examen oral sobre la actividad de amilasa
salival en estudiantes de psicologia. Estos encontraron
elevaciones significativas de la enzima inmediatamente
después del examen respecto al valor observado al inicio
del mismo o en los dias controles (7 dias antes o 7 dias
después). Martin Carreras-Presas y col (33), midieron
actividad de amilasa salival inmediatamente antes de
un examen parcial a las 8:15 a.m. e inmediatamente
después del mismo, a las 10:15 a.m. en estudiantes de
Odontologia, sin encontrar diferencias entre ambos
valores. Otros investigadores han evaluado el efecto de
pruebas estandarizadas de estrés sobre este pardametro.
Thoma y col (40), aplicaron el Trier Social Stress Test
(TSST) a 66 individuos de edad promedio de 24,3 afios
y tomaron muestras de saliva inmediatamente antes de
la prueba y 1, 20 y 45 minutos posteriores a la misma
para determinacion de amilasa. Un minuto después de
la prueba hubo una elevacion significativa de la enzima,
con un descenso a los 20 y 45 minutos, concluyendo que
existe una clara asociacion entre la respuesta al estrés
agudo y la liberacion de a-amilasa salival.

Estudios recientes han reportado que la actividad
de a-amilasa salival no sélo aumenta en respuesta al
estrés agudo (16, 41), sino también en situaciones de
estrés cronico. Vineetha y col (42) encontraron valores
significativamente mayores de amilasa salival en
pacientes con altos niveles de estrés cronico y ansiedad
(159 UI/ml) respecto a pacientes controles (98 UI/mL),
cuando las muestras fueron tomadas entre las 2 y 3 pm.

Segun Bosch y col (19) laactividad de la amilasa salival es
la suma de un gran numero de factores que contribuyen
a su secrecion, en la cual, la estimulacion simpatica de la
glandula es s6lo uno de ellos. Por tal motivo, consideran
demasiado simplista asumir que la secrecion delaenzima
sea un buen marcador de respuesta al estrés, si se toma
en cuenta que las glandulas salivales son un sofisticado
y heterogéneo grupo de 6rganos capaz de responder con
un alto nivel de especificidad a estimulos relacionados
con la digestion, el habla y la funcién inmune.

En vista de todo lo anterior, es evidente que atn falta
mucho por investigar sobre el valor dela a-amilasa salival
como biomarcador de estrés, puesto que, a diferencia del
cortisol, aiin no existe un criterio unificado en referencia
a la hora de toma de las muestras o a los métodos de
recoleccion de las mismas.

Con respecto a los resultados obtenidos en el presente
trabajo, serfa conveniente investigar a futuro, si la
valoracion de actividad de amilasa salival al principio
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del semestre, antes de iniciar cualquier tipo de
evaluacion, seria un mejor reflejo de la condicién basal
de los estudiantes (para este biomarcador) que 4 dias
antes o 4 dias después del examen parcial, en vista de la
posibilidad de que sea alterada por estrés cronico.

Conclusiones

Aungque la intensidad del estrés académico autopercibido
fue similar entre los dos semestres, los estudiantes del
8vo mostraron una aparente mejor adaptacion al mismo
durante la época de exdmenes, evidenciada por la
disminucion del cortisol sérico en el dia C, lo cual podria
deberse a la alta frecuencia de exposicion a los estresores
académicos y a su mayor prosecusion y experiencia
dentro de la carrera con respecto a los estudiantes del
4to. semestre. La ausencia de cambios en la actividad de
la a-amilasa salival entre los dias evaluados podria estar
asociada al efecto del estrés cronico sobre su secrecion.
La falta de correlacion entre los valores de cortisol sérico
y amilasa salival podria indicar que ambos marcadores
tienen comportamientos diferentes en respuesta a
los estimulos estresantes como ha sido propuesto
recientemente por otros investigadores.
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RESUMEN:

Las enfermedades fingicas invasoras (EFIs) se presentan en la actualidad como un conjunto de afecciones causantes
de una morbimortalidad de gran impacto en la medicina contemporanea. Estas EFIs son causadas por hongos
levaduriformes como especies de Candida, ademas de otras levaduras de interés clinico y hongos filamentosos como
especies de Aspergillus, entre otros. El conocimiento de estas especies de hongos causantes de EFIs, permitiran
orientar el diagndstico clinico preventivo, el tratamiento de las mismas y el incremento epidemiolégico de cada
centro de salud, el cual va a depender del tipo de pacientes con sus respectivas patologias clinicas.

Palabras claves: Epidemiologia, enfermedad fungica invasora, hongos levaduriformes, hongos filamentosos.

EPIDEMIOLOGY OF INVASIVE FUNGAL DISEASES

SUMMARY

Invasive fungal diseases (EFIs) are presented today as a set of conditions that cause a great impact on morbidity and
mortality in contemporary medicine. These EFIs are caused by yeast such as Candida species, and other clinically
relevant yeasts and filamentous fungi such as Aspergillus species, among others. Knowledge of these species of fungi
causing EFIs, help guide preventive clinical diagnosis, treatment and epidemiological them increase each health

center, which will depend on the type of patients with their clinical conditions.

Key words: Epidemiology, invasive fungal disease, yeast fungus, filamentous fungus.

Introduccion

Los hongos son organismos eucariotas, unos se
caracterizan por la formacién de estructuras
filamentosas y otros por presentar estructuras
unicelulares como las levaduras, estas estructuras van
a ser las formas invasivas patdgenas para el humano
produciendo alergias o infecciones fungicas (1). En las
ultimas décadas las infecciones por micosis invasoras se
han presentado como un importante problema de salud
publica, bien sea de origen nosocomial o asociadas a
cuidados sanitarios (2), en gran parte también por el
aumento de la poblacion en riesgo. Las enfermedades
fungicas invasoras (EFIs) estan asociadas a elevadas
tasas de morbilidad y mortalidad debido a lo dificultoso
que es hacer un diagnoéstico precoz, lo que conlleva a un
retraso en la aplicacion del tratamiento adecuado (3).

Entre los pacientes susceptibles a desarrollar una
EFI se encuentran los huéspedes inmunosuprimidos
por quimioterapia, presencia de tumores sdlidos,
hematolégicos con o sin ausencia de neutropenia y
disfuncion cualitativa de neutroéfilos, receptores de
trasplantes hematopoyéticos o de odrganos sdlidos,

Solicitar copia a: Xiomara Moreno Calder6n (e-mail: x. morenoc@hotmail.com)

los que presentan disfuncion en la inmunidad
celular debido al uso prolongado de corticosteroides
€ inmunosupresores, infectados por VIH, cirugias
de gran investidura, pacientes con enfermedades
autoinmunes, los que reciben terapias bioldgicas,
prematuros, en edad avanzada y criticamente enfermos
(2,3,4). Esta diversidad en la inmunidad y los avances
en la medicina ha conllevado a cambios significativos
en la epidemiologia de las infecciones por hongos y en
la utilizacion de los antifiingicos para la prevencion y
tratamiento empirico de estas micosis (5).

Las EFIs mas frecuentes en estos pacientes es la
causada por Candida spp., que a veces es clinicamente
indistinguible de la septicemia bacteriana, seguida
aunque en menor frecuencia de micosis respiratorias o
diseminadas causadas por hongos filamentosos como
Aspergillus, Scedosporium, Fusarium, Acremonium,
Zigomicetos y Pneumocystis, y hongos pertenecientes
a la division Zygomycota. También se encuentra
involucrado Pneoumocystis jirovecii (6). Enlaactualidad
la candidiasis invasora es la cuarta causa de infeccién
nosocomial en los EE.UU y Europa, ademas de ser el
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tercer agente microbiano en aislarse de hemocultivos
en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), su
mortalidad se ha atribuido en un 25-38%. La aspergilosis
invasora se presenta en 1,25% en paciente de UCI, pero
con una alta incidencia de mortalidad que puede ir de
un 40-100% (7). En la presente revision se analizardn
aspectos epidemioldgicos y ciertos topicos clinicos
de los agentes fingicos mas relevantes y comiinmente
aislados en las EFIs, especificamente en pacientes que
presentan una alteracion en el sistema inmunolégico.

Epidemiologia de las levaduras como causantes de
EFIs

La candidiasis de mucosa (orofarigea, vaginal vy
esofagica) han disminuido por la aparicién de los
antirretrovirales de alta eficacia. Candida albicans
(C. albicans) sigue siendo la mas identificada, pero
debido a la aplicacién preventiva con antifiingicos
se han incrementado aislamientos de Candida no
albicans entre ellas tenemos: complejo Candida glabrata
(C. glabrata), Candida krusei (C. krusei), complejo
Candida parapsilosis (C. parapsilosis), Candida tropicalis
(C. tropicalis), Candida dubliniensis (C. dubliniensis), etc
(7). El género Candida es el mas aislado como causante
de fungemias, se le atribuye una tasa de mortalidad de
un 39% en pacientes con cancer (8).

La candidiasis invasiva sigue presentandose como
la micosis mas oportunista en el mundo y una de las
principales causantes de fungemia nosocomial (5).
McNeil et al (9), en un estudio realizado en Estados
Unidos resend que las EFIs eran la séptima causa mas
frecuentes de infecciones causadas por microorgansimos
y que Candida era la cuarta causa de infeccién en
pacientes hematologicos. Arendrup et al. (10), en un
estudio sobre fungemias durante un periodo de dos
afios (2004-2006), presentaron una alta incidencia,
refiriendo 1.089 episodios que reflejan 104 casos anuales
por millén de habitantes.

En América Latina, especificamente la red Brasilefia
de candidemias report6 una incidencia global de 2.49
casos por cada 1.000 ingresos hospitalarios o 0.37
casos por 1.000 pacientes-dia (11). En los Estados
Unidos oscila entre 60 y 240 episodios por millén
mientras que en las publicaciones Europeas varia entre
unos 25 y 50 episodios por millén en un afio (12).
Canada presenta 0,45 casos por cada 1.000 ingresos
hospitalarios, Europa: 0,20 a 0.38 casos por cada 1.000
ingresos hospitalarios, Francia: 0,17 casos por cada
1.000 ingresos hospitalarios, Noruega: 0,17 casos por
cada 1.000 ingresos hospitalarios, Hungria: 0,20 a 0,40
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casos por cada 1.000 ingresos hospitalarios, Italia: 0,38
casos por cada 1.000 ingresos hospitalarios, Espafa:
0,76 a 0,81 casos por cada 1.000 ingresos hospitalarios,
una UCI pediatrica en Argentina sefialé 1.09 casos por
1.000 ingresos hospitalarios (11). En Espafia-Barcelona,
obtuvieron 51% de aislamientos de C. albicans de 345
episodios de candidemias, seguidas por C. parapsilosis
con 23% y C. tropicalis con 10%, produciendo una
incidencia anual de 4,3 casos/100.000 habitantes,
ademas de que el 89% de estos pacientes tenian catéter
venoso central (13).

Un estudio Brasilefio resefia que C. albicans represento
un 49,9%, C. tropicalis 20,9%, C. parapsilosis 20,5% y
C. glabrata solo un 4,9%; esta misma distribucion se
ha presentado y ha permanecido en Brasil, Argentina y
Chileatravés del tiempo (14). Otro estudio multicéntrico
realizado en Colombia, Ecuador y Venezuela, la
proporcién fue de 62% para C. albicans, 11% para
C. parapsilosis, 8,5% C. tropicalis'y 3,5% para C. glabrata
(15). Los resultados de estos estudios son diferentes
a los presentados por investigadores de los Estados
Unidos, donde C. glabrata es la mas aislada, mientras
que C. parapsilosis se relaciona con los recién nacidos; en
América Latina C. parapsilosis se distribuye en todas las
edades (5, 7,11). También existen otro tipo de levaduras
que no son usuales pero que se estan incrementando
especificamente en pacientes inmunocomprometidos y
con dispositivos intravasculares como son los géneros
Trichosporom spp., Geotrichum spp. y Rhodotorula spp.,
causantes de fungemias (7).

En Venezuela un estudio piloto donde participaron
centros de salud publicos y privados,
especificamente del drea metropolitana, identificaron
154 aislados provenientes del torrente sanguineo, donde
C. tropicalis (60) fue la mayormente aislada, seguida
de C. parapsilosis (40), C. albicans (29), C. glabrata, C.
lusitaniae (7), C. krusei (4) y Candida spp. (2), (16).
Moreno et al (17); en un estudio de un centro privado de
salud procesaron 14935 hemocultivos, de los cuales 125
resultaron positivos para Candida refiriendo el siguiente
orden: C. parapsilosis (55), C. tropicalis (27), C. glabrata
(18), C. albicans (14), C. krusei (6) y 5 de otras especies de
Candida. Otros estudios sobre candidemia en Venezuela
han reportado porcentajes variables de aislamientos de
Candida spp. como causantes de infeccion nosocomial.
Estos aislamientos de Candida causantes de fungemias
van a depender del centro hospitalario en estudio.
(18,19,20,21).
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La criptococosis es otro tipo de infecciéon micética,
causada por especies levaduriformes del Complejo
Cryptoccocus neoformans, que ha tenido su incremento
antes de la terapia antirreotroviral en los pacientes
con VIH y su forma diseminada afecta del 5 al 10%
en estos pacientes. La meningitis subaguda o la
meningoencefalitis es la presentacién clinica mads
comun (22).

Un estudio en América Latina sobre criptococosis donde
participaron paises como Colombia, Chile, México,
Pert, Guatemala, Argentina, Venezuela y Espaia,
con un total de 340 aislamientos clinicos, veterinarios
y ambientales, 177 aislados clinicos provenian de
pacientes con SIDA 86% eran serotipo A, 7,4% fueron
hibrido serotipo AD, 3,4% fueron serotipo D y el resto
pertenecian a los serotipos B y C (11). Un estudio
realizado durante 12 afios en Colombia, evaluaron 178
aislados clinicos, donde el 91,1% pertenecian al serotipo
A, 8,4%, al serotipo B y 0,5% al serotipo C. No se
encontraron serotipos D o AD (23).

Singh etal. (24); reportan un estudio de 111 trasplantados
hepaticos, donde la criptocococis se instauro después
de los 21 meses de haberse realizado el trasplante. 54%
(60/111) tuvieron afecciéon pulmonar, 52,2% (58/100)
presentaron afeccion en el sistema nervioso central y
8,1% (15/111) la infeccién se evidencié en piel, tejidos
blandos y sistema osteoarticular. La tasa de mortalidad
en esta investigacion a los 90 dias de instaurarse la
criptococosis fue de 14% (16/111).

Otro estudio presentado por Rees et al (25); observaron
durante un afio 178 EFIs por millon de habitantes en San
Francisco-California, describiendo 73 casos de Candida
y 65 casos de Cryptococcus, por millon de habitantes.
Cabe destacar que el alto numero de aislamientos de
Cryptococcus se debe a pacientes infectados por VIH
antes de ponerse en boga el tratamiento antirretroviral
de gran efectividad.

Con el advenimiento de la terapia antirretroviral de
alta capacidad se ha observado una disminucion en la
incidencia de infecciones oportunistas principalmente
la criptococosis. Un estudio realizado en Brasil reporta
que en pacientes con SIDA para el afio 1995, existia un
7,7% con esta infeccion la cual se redujo para el afio
2001 a 3,1% (26). Otro estudio chileno que evalu6 1.057
pacientes VIH sefnal6 que la prevalencia por meningitis
criptococdcica se redujo de 3,4% a 0% (11).

David et al. (27), reportaron 235 casos de criptococosis,
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52 casos eran pacientes con trasplante de drganos
solidos, 107 tenfan VIH y 76 no eran trasplantados
ni presentaban infeccion por VIH, y 48% de los
trasplantados presentaron meningitis criptococica.

Epidemiologia de la aspergilosis como causante de
EFIs

La aspergilosis invasora (AI) es un problema en
ascenso en pacientes con el Virus de Inmunodeficiencia
Adquirida (VIH), asi como pacientes trasplantados de
o6rganos solidos y neoplasias hematoldgicas, el principal
agente fungico involucrado es Complejo Aspergillus
fumigatus (A. fumigatus), también se describen casos
por Complejo Aspergillus flavus y Aspergillus terreus
(12, 28); en un estudio sobre la epidemiologia y la
evolucion de las EFIs en pacientes con receptores de
6rganos solidos adultos en 17 centros asistenciales
norteamericanos de trasplante, presentaron 515
episodios de micosis invasoras, Candida ocup6 el
primer lugar con un 59%, seguida de Aspergillus con un
24,8%, Cryptococcus un 7% y otros hongos de diferentes
especies un 5,8% (28). La supervivencia sobre todo en
pacientes oncohematoldgicos y en trasplantados de
organos solidos debido a mejoras en los normas de
acondicionamiento, diagndstico y profilaxis han ido en
aumento, pero las tasas de mortalidad por Aspergillus
spp., van de 35-95% (6). La incidencia de aspergilosis
invasora oscila de 2,6% al 6,9%, pero en América Latina
no son muchos los datos que se disponen sobre esta
enfermedad. En una encuesta prospectiva en receptores
hematoldgicos y pacientes con leucemia mieloide aguda
en 8 centros de salud en Brasil, la mayoria recibid
profilaxis con fluconazol; 460 pacientes, 30 (6,5%)
padecié de aspergilosis invasora y su prevalencia fue
mayor en los pacientes con leucemia mieloide aguda
(2,11). En México durantelos afios 1976 a 1990, mediante
estudios histologicos se demostraron 5 muertes a causa
de aspergilosis invasora en 925 pacientes pediatricos.
Mediante autopsia otro estudio en Cuba (1986-1997),
demostré que de 307 pacientes con SIDA, 7 (2,2%) fue
debido a aspergilosis invasora. En 2 hospitales de Sao
Paulo, Brasil (1993-1998), 64 receptores de medula dsea,
recibieron profilaxis con fluconazol, 5 desarrollaron
EFL; 2 (5%) tuvieron aspergilosis invasora (11). El
prondstico de la aspergilosis invasora va a depender
mas del estado real del sistema inmunoldgicos del
paciente y otros factores clinicos asociados, que de la
virulencia o resistencia de este hongo a los antiftingicos.
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Un diagndstico precoz mediante la utilizacion del test
para la deteccion del Galactomanano aumentaria la
sobrevivencia en la AT (12).

El complejo A. fumigatus es mas frecuente en receptores
de drganos solidos, por lo que la Al es mas frecuente
en pacientes con trasplante pulmonar que la candidiasis
(12,28). En pacientes trasplantados de rindn y pancreas
la aspergilosis varia de 0,4-5%, en trasplantes de corazén
e higado puede ir desde 1-8% y 1-14% respectivamente.
Y mas comun en trasplantados de pulmén donde se
presenta de 6-16%. (12).

Epidemiologia de otros hongos oportunistas como
causantes de EFIs

Las EFI causadas por hongos hialinos como Fusarium
spp.» Y Scedosporium spp., son mas frecuentes de lo que
imaginamos, sobre todo en pacientes con hematopatias,
receptores de trasplante hematoldgico y de organos
solidos. Se describe que los complejos de Fusarium
solani (50%), Fusarium oxysporum (20%), Fusarium
verticillioides (10%) y Fusarium moniliforme (10%)
son los mas aislados como causantes de EFIs. De igual
manera Scedosporium apiospermun y Scedosporium
prolificans también son los mas aislados, despues de
Aspergillus spp. y Fusarium spp. Estos dos géneros
diferentes a  Aspergillus spp., se pueden aislar con
facilidad de muestras provenientes de hemocultivos,
calculando una infeccién diseminada de 75% para la
fusariosis y 40% para la scedosporiosis. La mortalidad
por Scedosporium spp., puede alcanzar un 78% en
pacientes con receptores de médula dsea y trasplantados
de érganos solidos (3). Un estudio realizado con 84
pacientes hematooncologicos, 30 presentaron fusariosis
y 18 fueron por Complejo Fusarium solani, solo 21
sobrevivieron al cumplir 90 dias después del diagnostico
(29).

Las hialohifomicosis, ademds de incluir las especies
de hongos descritas anteriormente, agrupan un
determinado numero de otras especies que no
representan un determinado sindrome clinico, sino que
las causas son muy heterogéneas, encontrandose ciertos
hongos saprofitos y fitopatogenos, su puerta de entrada
puede ser inhalatoria o cutaneomucosa (8, 11,30).
Este tipo de hongos puede causar micosis cutaneas y
subcutaneas, queratitis, sinusistis como también micosis
sistémicas, entre ellos tenemos: Scopulariosis brevicaulis,
Acremonium spp., Paecilomyces lilacinus, Trichoderma
spp. y Penicillium spp. (31).

La zigomicosis es una enfermedad micdtica oportunista,
comprende 11 6rdenes y solo 2 son de importancia
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médica: Mucorales y Entomophthorales. Son hialinos,
cenociticos, son saprofitos de la tierra, en desechos
vegetales y en la biota anemdfila. Su forma de contagio
puede ser por inhalacién, inoculacion directa e ingestion.
Trasciende diseminaciéon hematogena desde cualquier
foco primario de infeccion, debido a que tiene tropismo
por los vasos sanguineos (30,31, 32).

Los factores de riesgo bien conocidos como las
neoplasias hematoldgicas, la neutropenia, tratamiento
con inmunosupresores, trasplante de drgano sdlido
y de progenitores hematopoyéticos, quemaduras,
traumatismos, malnutricidn, entre otros son propensos
a este tipo de infeciones micéticas que engloba a
los géneros Mucor, Rhizopus, Rhizomucor, Absidia,
Apophysomyces,  Cunninghamella 'y  Saksenaea,
produciendo invasion vascular con necrosis tisular;
esta enfermedad es letal (32,33). Un metanalisis donde
incluyeron 929 casos de zigomicosis, las mas frecuentes
fueron la rinosinusal con un 39%, pulmonar con 24%
y cutdnea 19%; la enfermedad diseminada se present6
en un 23% de los casos. La mortalidad general de estos
pacientes fue del 54% con afectacion diseminada y
causada por Cunninghamella spp., (34).

Un interesante estudio prospectivo en 23 centros
estadounidenses, encontraron que en 1.208 pacientes
con trasplante de o6rganos sélidos, 1.063 presentaron
una EFI, reportando un 53% de candidiasis seguida
de un 19% de aspergilosis, 8% de criptococosis, 8%
de hialohifomicosis y feohifomicosis, 5% de micosis
endémicas y 2% de mucormicosis (35).

Las EFIs causadas por feohifomicosis u hongos
dematidceos no son muy comunes en infecciones
clinicas (33), pero un estudio de un ano de duracién
1996-1997 en Rio de Janeiro Brasil, se produjeron 23
casos de fungemias causadas por Exophiala jeanselmi
(fuente causal por agua contaminada del hospital)
(11). En pacientes inmunodeprimidos, sobre todo en
receptores de trasplante de médula dsea, la mayoria de
casos descritos son infecciones de piel y tejidos blandos.
Un estudio retrospectivo en 34 pacientes trasplantados,
la infecciéon por hongos demateiceos fue del 79%
afectando piel, tejidos blandos y hueso, mientras que
el 21% presentd diseminacion sistémica afectando
principalmente el sistema nerviosos central, dicha
infecciéon comenzd 22 meses después de haber sido
trasplantados (36). Cabe destacar que el tratamiento de
estas micosis todavia no esta muy claro (33).

Otro hongo oportunista atipico con una importante
relevancia clinica es Pneumocystis jirovecii el cual
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es causante de neumonia o neumocistosis, (37).
Actualmente la neumocistosis presenta una incidencia
de 9,5 episodios por 100 personas al aflo en pacientes
infectados por el VIH; se observa en mas de 50 % de
los pacientes con sida (38). Esta infeccion se desarrolla
también en pacientes con cancer, ciertas enfermedades
autoinmunes, pacientes con artritis reumatoide y quienes
han estdn en tratamiento intensivo con esteroides (8,
37,39). En Venezuela Cermerio et al. (40); en un estudio
en el oriente del pais reportaron en pacientes con VIH
(15%; n=6), con insuficiencia renal cronica (5%; n=2),
transplante renal (2.5%; n=1) y neumopatia crénica
(12.5%; n=5). Panizo et al. (41) describe la deteccion
de un 38% de Pneumocystis jirovecii en pacientes con
cancer, 36,6% en pacientes con Sida y un 10,4% en
pacientes con infeccidn respiratoria baja. Otros estudios
venezolanos en pacientes con cancer demostraron la
enfermedad en un 25% y 52% (42,43).

Conclusiones

La evolucién de la epidemiologia de las micosis en
especies de Candida, hongos filamentosos y oportunistas
causantes de EFIs, vaa depender delas diversas patologias
clinicas, que se han incrementado en los tltimos afos,
existiendo una variante en el agente fungico de acuerdo
a los diversos lugares hospitalarios. Las EFIs actuales
presentan caracteristicas y condiciones diferentes a las
de hace un par de décadas, en el tiempo de duracion de
las mismas, los factores de riesgo, los antimicrobianos
existentes y la susceptibilidad. Se deben plantear nuevas
estrategias epidemioldgicas que conduzcan a aumentar
la profilaxis empirica mas apropiada para las especies
fungicas que predominen en cada institucion de salud.
Por eso es importante conocer la epidemiologia de cada
centro hospitalario para este tipo de hongos causantes de
EFIsy de esta manera poder contribuir en el diagnéstico
y manejo terapéutico de estos hongos. El conocimiento
de estas micosis, su diagndstico e instauracion precoz
del tratamiento contribuirdn a una disminucién de la
mortalidad por estos hongos, dependiendo del agente
etioldgico y los fatores de riesgo en cada paciente.
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escrita que han contribuido en el disefio, ejecucion, andlisis e
interpretacion delos datos, redaccién del articuloy, enla revision
critica del contenido del articulo original a ser publicado. Debe
dejar constancia que el trabajo no ha sido publicado ni enviado
a otra revista. También indicar el orden de los autores y el autor
de correspondencia con su direccién y correo electrénico.
Los autores cuando presentan el manuscrito, deben revelar
todas las entidades financieras y las relaciones personales que
puedan haber influido en el trabajo, es decir deben declarar
explicitamente si existen o no conflicto de intereses.

La revista utiliza en forma preferencial el sistema electrénico,
por lo tanto debe acompanar el envio de un CD, en “Word for
Windows®”, en cuya etiqueta se indique el nombre del autor
principal.

Sistema de Arbitraje

Todos los articulos originales pasan por un proceso de arbitraje
externo, realizado por tres arbitros con experticia en el tema
especifico. Las revisiones igualmente son evaluadas por
especialistas. La decision se tomara de acuerdo a la opinion de
los arbitros aprobada por el Comité Editorial. La autoria del
articulo y el arbitraje, son del dominio exclusivo del Comité
Editorial. Los autores recibiran la opinién de los arbitros
con las recomendaciones por parte del Comité en cuanto a
modificaciones de forma y redaccion. Las respuestas deben
enviarse en un lapso prudencial, con una carta donde el autor
sefale las modificaciones realizadas y argumente aquellas que
no considera adecuadas.

Normas Editoriales

Todas las partes del manuscrito deben estar escritas a doble
espacio. Cada seccion comenzard en pagina nueva, todas
numeradas, con la siguiente secuencia: pagina del titulo,
nombre completo de los autores (sin titulos profesionales),
direccion 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 espaiiol e inglés (corto, no mas de 15 palabras, 75
caracteres), Titulillo en espaiol, Resumen y Palabras Claves
en espanol e inglés), Introducciéon, Metodologia, Resultados,
Discusion, Agradecimientos, Referencias. Cuadros e
Iustraciones. Cada seccidén debe comenzar en hoja aparte, asi
como también los cuadros e Ilustraciones con sus respectivos
pies o epigrafe.

Resumen: Establezca los objetivos del estudio, los
procedimientos basicos (seleccion, métodos de observacién
y andlisis), los hallazgos mas importantes, proporcionar
datos especificos, significacion 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 méximo son 250 palabras y no debe
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ser estructurado. Al final del resumen deben estar 3 a 10
palabras claves, que incluyan descriptores en inglés, de la lista
del “Medical Subject Headings (MeSH), y en espaiiol, de la lista
de “descriptores en Ciencias de la Salud” (DECS).

Introduccién. Expresa el prop6sito del articulo, los antecedentes
internacionales y nacionales, mediante referencias actualizadas.
En el dltimo parrafo de la introduccion 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 revisién
se incluird una seccion 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 aprobacién por parte del Comité de Etica de la institucion
donde se realiz6 la investigacion, asi como el consentimiento
de los individuos que participaron y, evitar en todo momento
que puedan ser identificados, teniendo especial cuidado con
las fotografias. Cuando se trate de experimentos con animales,
mencione si se cumplieron las normas de la institucion 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 medicion de error o incertidumbre (como
intervalos de confianza).

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

Discusién. Destaque los aspectos nuevos e importantes del
estudio y las conclusiones que se derivan de los resultados.
Evite repetir la informacién ya presentada en las secciones
anteriores. Relacione las observaciones con la de otros estudios
internacionales y nacionales, incorporando en la discusion
el andlisis de las referencias bibliograficas actualizadas
relacionadas con el estudio. Establezca el nexo entre las
conclusiones y los objetivos del estudio, y cierre la discusién con
la conclusion mas importante del estudio o con la propuesta de
nuevas hipdtesis, cuando estén justificadas.

Las Revisiones pueden ser solicitadas por el Editor
preferentemente a especialistas sobre un tema de importancia
cientifica en la actualidad, pero también se aceptan revisiones
de autores, las cuales seguiran 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 estdn 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 nimeros ardbigos y asigne un titulo
breve en minuscula. 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 autorizacion




para reproducirlos y conceda el reconocimiento al autor. No
incluya més de 5 cuadros, maximo de 5 columnas y 8 filas.

Ilustraciones (Figuras). Las figuras deben estar dibujadas en
forma profesional (archivos electronicos de las figuras en
formato JPEG o GIF). Se numeran en forma consecutiva con
nimeros 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 autoria, ayuda técnica, apoyo financiero y material
y las relaciones que puedan suscitar conflicto de intereses.

Referencias. Las referencias bibliograficas dan el soporte
cientifico al estudio realizado, por lo tanto deben ser recientes,
preferiblemente de los dltimos cinco afios. Las referencias
internacionales y nacionales constituyen antecedentes del
estudio que se estd publicando, de esta manera, también
reconocemos la labor de los investigadores venezolanos que
han aportado al tema en estudio. Enumere las referencias
consecutivamente siguiendo el orden como se mencionan
por primera vez en el texto. Cite cuidadosamente en el texto,
cuadros y figuras todas las referencias con un nimero 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 resimenes. 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 J Adolesc Med Health 2011; 23(3):279-86.

Libros
2. Individuos como autor:

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

3. Editores como autor:

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

Informacion para los autores

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.

Ensayo sobre crecimiento y desarrollo presentado al
Dr. Horacio Lejarraga por sus colegas y discipulos. Buenos
Aires: Paidos; 2011. p. 431-454

Material electronico
5. Articulo de revista en Internet:

Vazquez de la Torre M]J, 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 informacioén 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 la
Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas.

Articulo de revision:

El articulo de revision facilita la actualizacién y revision de
un aspecto cientifico, realizado por especialistas en el area:
ofreciendo al lector interesado una informacién condensada
sobre un tema, realiza interpretaciones y adelanta explicaciones
en topicos especificos relacionados con el Bioanalisis.

El numero méximo de autores es cuatro. El articulo requiere de,
al menos, 40 referencias con prioridad de los ultimos cinco (5)
afios. En caso de que esto no sea posible, deben especificarse las
razones (topicos muy poco frecuentes o muy poco investigados
previamente). El texto debera expresar con claridad las ideas a
ser desarrolladas, y tratara de transmitir un mensaje util para la
comprension del tema central del articulo de revisién.

Las secciones basicas del articulo de revisiéon son: pagina
inicial, resumen, (en espafiol y en inglés), introduccion, texto,
referencias bibliogréficas. El cuerpo de las revisiones es libre,
aunque es conveniente subdividirlo en secciones.

El autor o los autores de un articulo de revision deben plasmar
su interpretacion critica de los resultados de la revision
bibliografica con claridad y precision, y dejar siempre la
inquietud sobre aquellos tdpicos del tema que requieren una
mayor o mas profunda investigaciéon. La extension de los
articulos de revision no debe ser mayor de 6000 palabras,
excluyendo las referencias.
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