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EDITORIAL

La Revista Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas ha sido una
herramienta importante de difusién de la productividad cientifica de los Bioanalistas de todo el
pais. Finalizamos este afio 2015 con satisfaccion gracias al arduo trabajo del Comité Editorial y
de Redaccion y por supuesto al excelente trabajo de los arbitros que hicieron posible una vez mas
mejorar la calidad de los articulos aqui publicados.

La investigacion en los diversos saberes de las Ciencias de la Salud ha tenido en el pais un gran
desarrollo y notable crecimiento. Las Revistas Cientificas han sido recursos fundamentales y
fuentes primarias para proyectar los avances en las Ciencias y la Tecnologia. La periodicidad y
continuidad de edicion de estas publicaciones permite a los investigadores acceder a informacion
actualizada de significativo valor cientifico.

Queremos agradecer el apoyo y valiosos aportes de todos aquellos autores que han difundido sus
trabajos, los cuales han contribuido a elevar la calidad de ésta publicacion cientifica. La Revista de
la Sociedad de Bioanalistas Especialistas esta indexada en la base de datos LILACS y esta disponible
texto completo en formato electronico en Saber-UCV.

Deseamos que la revista Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas
continue siendo el foro ideal donde los profesionales Bioanalisis y ramas afines de Ciencias de la
Salud encuentren el espacio necesario para actualizarse, hacer sus publicaciones y contribuir 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.

La Revista de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas, asumio el reto de seguir adelante
y continuar con su periodicidad a pesar de las dificultades econdmicas que atraviesa el pais, a
pesar de ello finalizamos este afio con una seleccion de trabajos de investigacion que constituyen
importantes aportes para el Bioanalisis.

Nuestros mas cordiales saludos y afectos

Dra. Maria Fatima Garcés
Editora.

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana £
de Bioanalistas Especialistas. 2015; Vol 18 (2): 31




ARTICULO ORIGINAL

ESTANDARIZACION DEL INFORME DE RESULTADOS DEL UROANALISIS,
EN EL LABORATORIO CLINICO DE RUTINA

Celsy Hernandez', Hilda Stekman', Maria Fatima Garcés'.
'Escuela de Bioanalisis, Facultad de Medicina, UCV.
Recibido para publicacion el 21 de septiembre 2015. Aprobado para publicacion el 5 de octubre 2015.

RESUMEN:

Introduccion: El uroandlisis es el analisis de la orina mediante un procedimiento detallado que abarca los aspectos
caracteristicos de este liquido biolégico, con la finalidad de evaluar preliminarmente el funcionalismo renal y
genitourinario, asf como revelar la existencia de afecciones de otro orden metabdlico. El uroanalisis es una prueba
de laboratorio clinico que proporciona informacioén clinica 1til, de una manera temprana, expedita, costo efectiva y
no invasiva para el paciente. El informe de resultados, es el producto del uroanalisis, por lo que su estandarizacion
impacta directamente en el nivel de calidad deseado para éste andlisis clinico. Objetivo: Estandarizar el informe
de los resultados del uroanalisis realizado en el laboratorio clinico de rutina, de acuerdo con los requisitos de las
normas ISO y los estandares internacionales del Instituto de Estandarizacion Clinica y del Laboratorio (CLSI) y de
la Confederacién Europea de Laboratorios Médicos (ECLM). Materiales y métodos: El estudio se realizé mediante
una investigacion de tipo descriptiva documental en el Laboratorio de Investigaciones Basicas y Aplicadas de la
Escuela de Bioanadlisis de la U.C.V,; que consider¢ las variables que determinan la estandarizacion del informe de
resultados del uroanalisis, de acuerdo a las Normas FONDONORMA-ISO 15.189, COVENIN ISO TR 10.013, CLSI GP16
A3y “European Urinalysis Guidelines”. Resultados y discusion: el informe de resultados del uroanalisis realizado
en el laboratorio clinico de rutina fue estandarizado mediante el disefo y elaboracién de un formulario para el
informe de resultados del uroanalisis, de acuerdo a las normas y recomendaciones de la ISO, el CLSI y el ECLM.
Conclusiones: El informe de resultados del uroanélisis, es el producto del examen simple de orina, y por ello, uno de
los principales aspectos implicados en su calidad. La calidad del informe de resultados del uroandlisis esta asociada
con la veracidad y confiabilidad de los datos y valores reflejados asi como con la estandarizacién y actualizacién del
vocabulario, unidades de expresion y formato empleado por el laboratorio clinico.

Palabras claves: Informe de resultados, estandarizacion, uroanalisis, laboratorio clinico.

STANDARDIZATION OF URINALYSIS RESULTS REPORT
IN THE ROUTINE CLINICAL LABORATORY

SUMMARY

Introduction: Urinalysis is the analysis of urine through a detailed process that includes the characteristic features
of the biological fluid, in order to preliminarily evaluate renal and genitourinary functionalism as well as reveal the
existence of other metabolic disorders. Urinalysis is a clinical laboratory test that provides useful clinical, early,
expeditious, cost effective and non-invasive information for the patient. The report is the product of the urinalysis;
standardization has a direct impact on the desired level of quality for this clinical analysis. Aim: Standardization of
the report of results of urinalysis executed in the routine clinical laboratory, in accordance with the requirements
of ISO standards and international standards of the Institute of Clinical and Laboratory Standardization (CLSI) and
the European Confederation of Medical Laboratories (ECLM). Materials and Methods: The study was conducted by
a documentary descriptive research in the Laboratory of Basic and Applied Research in the School of Bioanalysis of
the UCV; considering all the variables that determine the standardization of the urinalysis results report, according
to the ISO 15,189 FONDONORMA, COVENIN ISO TR 10.013, A3 and CLSI GP16 "European Urinalysis Guidelines"
standards. Results and discussion: The standardization of the report for the results of the urinalysis performed
in routine clinical laboratory was done by designing and developing a form for reporting results of urinalysis,
according to the rules and recommendations of the ISO, CLSI and ECLM. Conclusions: The report for the results of
the urinalysis is the product of a simple urine test, and therefore one of the main issues involved in the quality of
the test. The quality of urinalysis results report is associated with the accuracy and reliability of the data observed
during the analysis and the values reflected an updated vocabulary, expression units and a standardized format.

Key words: Results report, standardization, urinalysis, clinical laboratory.

Introduccidon

El uroanadlisis es el andlisis de la orina mediante un
procedimiento detallado que abarca los aspectos
caracteristicos de este liquido bioldgico, con la finalidad

Solicitar copia a: Celsy Herndndez (e-mail: celsyhernandez@gmail.com)
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efectiva y no invasiva para el paciente, por lo que al igual
que cualquier otra prueba de laboratorio, debe llevarse a
cabo en forma segura y bien controlada, bajo un sistema
estandarizado que permita prevenir errores sistémicos
y minimizar las variaciones aleatorias, que afectan la
confiabilidad de los resultados, y que pueden ocurrir
desde que se ordena la prueba hasta que el informe de
resultados es interpretado por el médico solicitante.
En la actualidad, a pesar de los grandes avances en el
conocimiento de la calidad en el laboratorio clinico y
que las normas y recomendaciones internacionales para
el uroanalisis de la ISO, la Organizacion Internacional de
Estandarizacion (del inglés, International Organization
for Standardization), el Instituto de Estandarizacion
Clinica y del Laboratorio, CLSI (del inglés, Clinical
and Laboratory Standards Institute) y la Confederacion
Europea de Laboratorios Médicos, ECLM (del inglés,
European Confederation of Laboratory of Medicine),
establecen los requisitos para la calidad y la competencia
en el analisis simple de orina, el uroanalisis continta
tradicionalmente rezagado en materia de calidad,
llevandose a cabo mediante procedimientos y un
informe de resultados muy poco estandarizado (1,2). El
informe de resultados, es el producto del uroandlisis, por
lo que su estandarizaciéon impacta directamente en el
nivel de calidad deseado para éste analisis clinico. Es por
ello que en el presente estudio se propuso estandarizar
el informe de resultados de acuerdo con los requisitos
de las normas ISO vy los estandares internacionales del
Instituto de Estandarizacion Clinica y del Laboratorio,
(CLSI) y de la Confederaciéon Europea de Laboratorios
Médicos (ECLM).

Materiales y Métodos

El estudio se realiz6 mediante una investigaciéon de
tipo descriptiva documental en el Laboratorio de
Investigaciones Basicas y Aplicadas de la Escuela de
Bioandlisis de la U.C.V; que consider6 las variables
que determinan la estandarizacion del informe de
resultados del uroandlisis, de acuerdo a las Normas
FONDONORMA-ISO 15.189:2007 (3), COVENIN ISO
TR 10.013:2002 (4), CLSI GP16 A3 (5) y “European
Urinalysis Guidelines” (6).

Resultados

El informe de resultados del uroanalisis realizado en el
laboratorio clinico de rutina fue estandarizado mediante
el disefio y elaboracién de un “Formulario para el
informe de resultados del uroandlisis”, de acuerdo a
las normas y recomendaciones de la ISO, el CLSI y el
ECLM (Figura N°l). Este formulario de informe de

Estandarizacion del informe de resultados del uroandlisis, en el
laboratorio clinico de rutina

resultados del uroandlisis, fue disenado y elaborado a
fin de cumplir con los requisitos 5.4.1, 5.4.5, 5.4.6, 5.4.7
y 5.8.3 de la norma ISO-FONDONORMA 15.189:2007
y 10.1.1 de la guia “European Urinalysis Guidelines”,
referidos a la informacion clara, precisa y trazable que
debe contener el informe de resultados en cuanto a la
identificacion y ubicacién inica y completa del paciente,
identificacion y ubicacion del solicitante del analisis,
identificacion y ubicacién completa del laboratorio,
categoria de la solicitud, requerimiento o informacién
clinica relevante, tipo de muestra y técnica empleada en
la recoleccidon, volumen de muestra recolectado, fecha
y hora de recoleccion por el paciente y recepcion por el
laboratorio de la muestra, andlisis realizados, métodos
e instrumentos de analisis empleados, resultados
obtenidos e intervalos de referencia (expresados de forma
detallada y actualizada, sin tachaduras, abreviaciones
o expresiones desambiguas, con un vocabulario,
nomenclatura y sintaxis recomendada), identificacion
completa del responsable de la validacion del resultado,
formato o via de entrega del resultado, identificacion del
responsable de la entrega o envio, fecha y hora de entrega
o envio asi como item para adicionar observaciones o
comentarios en relacion a que la calidad o adecuacion
de la muestra pudiera haber comprometido el resultado
asi como para adicionar interpretaciones del resultado o
recomendaciones pertinentes (3,6).

Asi mismo de acuerdo con las recomendaciones de
los apartados 5.2.6 y 5.2.7 de la guia “Urinalysis and
Collection, Transportation, and Preservation of Urine
Specimens” (5) y 10.1.3 de la guia “European Urinalysis
Guidelines” (6), los resultados del andlisis del aspecto
deben ser expresados como “Limpido, Ligeramente
Turbio o Turbio” El color debe informarse de acuerdo
a una escala preestablecida que incluya colores como
“Incoloro, Amarillo, Ambar, Anaranjado, Rojo, Marrén,
Verde y Negro” El olor debe ser informado como
Normal o Anormal. Los pardmetros determinados
cualitativamente se reportan como “Positivo o
Negativo” (Nitritos Urinarios), los determinados
semicuantitativamente se informan como “Negativo,
Trazas o Positivo 1 +, 2 +, 3 + 0 4 +” (proteinas, glucosa,
hemoglobina, cuerpos cetdncos, urobilindgeno,
bilirrubina y esterasa leucocitaria), y los determinados
cuantitativamente se reporta en numeros enteros
con decimales (Densidad y pH). En el analisis de los
elementos formes mediante la evaluacion microscdpica
tradicional del sedimento urinario se informan como
“Escasos, Moderados o Abundantes” aquellos elementos
que se semicuantifican (Mucina, Bacterias, Cristales,

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2015; Vol 18(2): 32-35.
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Nombre del Laboratorio Clinico. Direcciéon del Laboratorio Clinico. Direccion Postal del
LOgO del Laboratorio Clinico Laboratorio Clinico. RIF del Laboratorio Clinico. Numero de Teléfono del Laboratorio Clinico.
Numero de Fax del Laboratorio Clinico. Direccion de correo electronico del Laboratorio Clinico.

DATOS DE IDENTIFICACION DEL PACIENTE

Cédigo | Nombres y Apellidos CL Fecha de Nacimiento |Edad Sexo

Direccion/Ubicacion Teléfono Correo electrénico

DATOS DE SOLICITUD Y RECEPCION DE LA MUESTRA

Fecha de Recoleccion | Fecha de Recepcion | Tipo de muestra Técnica de Recoleccion
Hora d teccion THora d —— [ Primera micciéon | [ Chorro medio [ Cateterismo ~ [JPuncién
ora de Recoleccion ora de Recepcion |— Miccién aleatoria | I Vesical OISuprapibica  CIOtro
Categoria de la solicitud Solicitante Direccién/Ubicacion del Solicitante
CJRutina [ Emergencia
Teléfono Solicitante Requerimiento/Informacion clinica relevante Responsable de la Recepcion
DATOS DEL ANALISIS Y RESULTADOS
ANALISIS: UROANALISIS
RESULTADOS:
ANALISIS FISICO
Método: Observacion directa / marca Tira Reactiva Comercial
PARAMETRO RESULTADO VALORES DE REFERENCIA
Aspecto O Limpido [JLigeramente turbio [ Turbio Limpido
Color 3 Incoloro [dAmarillo CJAmbar [JAnaranjado
O Rojo O Verde O Marrén ENegro Amarillo
Olor [ Normal [JCeténico [JAmoniacal [JFétido JOtro Normal
Densidad 3 1.000 (31.005[31.010 (31.015 31.020 [1.025 [31.030 | Adultos:1010-1025/Nifos:1000-1015
ANALISIS QUIMICO ANALISIS DE LOS ELEMENTOS FORMES
Método: Lectura visual / marca Tira Reactiva Comercial Método: Andlisis manual microscépico del sedimento urinario
Lectura instrumental/ marca y serial del instrumento/ marca Tira Reactiva Comercial Andlisis instrumental/marca y serial del instrumento
PARAMETRO RESULTADO VALORES DE REFERENCIA| [ELEMENTOS RESULTADO VALORES DE
- — [FORMES REFERENCIA
pH Primera miccién: 5.0 - 6.0 - —
. . Células epiteliales
Miccidn aleatoria: 5.0 - 8.0
— - lescamosas 0 hasta 5 x cpo de 400x
Esterasa Leucocitaria Negativo 7 —
— - Células epiteliales
INitrito Negativo L.
- - transicionales 0 hasta 5 x cpo de 400x
Proteinas Negativo z —
- Células epiteliales
Glucosa Negativo
— - renales tubulares No se observaron
Cuerpos Cetdnicos Negativo -
— - Leucocitos 0 hasta 5 x cpo de 400x
Urobilindgeno Negativo p
— - - [Hematies 0-2 x cpo de 400x
Bilirrubina Negativo -
] Tobi Neaati Bacterias Escasas
AL SETI0 Mucina Escasa
Cristales No se observaron
OBSERVACIONES: Cilindros No se observaron
[Elementos Parasitarios No se observaron
[Elementos Flngicos No se observaron
IDATOS DEL REPORTE DE RESULTADOS
Validacién de Resultados
[Responsable Nuamero Sanitario Firma
[Entrega/envio de Resultados
Responsable Forma/Via Fecha Hora
[ Fisica
[J Multimedia

Figura N°1. Formulario para el informe de los resultados del uroanalisis
Fuente: Los investigadores
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Elementos Fungicos y Parasitarios), mientras que los
elementos cuantificados (Células Epiteliales Escamosas,
Células Epiteliales Transicionales, Células Epiteliales
Renales, Leucocitos, Eritrocitos y Cilindros), se informan
como un promedio de los elementos cuantificados
por campo de observaciéon. Este promedio debe ser
expresado mediante un intervalo de nimeros enteros
que posean una diferencia no mayor a dos (2) elementos.
El promedio numérico debe ir acompanado de la frase
“observados por campo” y del objetivo de aumento al
cual se realizé la cuantificacion, es decir, 100X (bajo
aumento) para los Cilindros y 400X (alto aumento) para
las Células Epiteliales, Leucocitos y Eritrocitos.

Con respecto al informe de resultados Jiménez y
colaboradores, en su propuesta para la estandarizacion
del sedimento urinario establecen al igual quelo reflejado
en los resultados de éste estudio, lo siguiente: ‘deberia
elaborarse un tipo de informe de resultados estandar, que
contemple datos no solo referentes al examen del sedimento
y expresion correcta de los resultados, sino también todo
lo referente a la muestra y su andlisis como método de
obtencion, conservacion, hora de recepcion y de andlisis,
procesamiento manual o automadtico, metodologia, lugar
donde encontrar informacion adicional sobre la técnica
empleada, su interpretacion y posibles interferencias, etc.
Ademds de aparecer el nombre de la persona que valida
técnicamente los pardmetros que contiene el andlisis, el
informe deberia ir firmado manualmente, o mediante
firma electrénica, por un facultativo de laboratorio que
realiza la interpretacion clinica de los resultados” (7).

Es importante destacar, que el formulario de informe
de resultados elaborado en éste estudio, denominado
“Formulario para el informe de resultados del
uroanalisis”, se disend considerando el requisito 4.3
de la norma ISO 15.189:2007 referido al control de
documentos (1) y el apartado 3.2 y 4.7 de la norma
COVENIN-ISO TR 10013:2002, “Directrices para la
documentacion de los sistemas de gestion de la calidad”,
referidos a la estructura y contenido de los formularios
del sistema de gestion de la calidad (4).

Estandarizacion del informe de resultados del uroandlisis, en el
laboratorio clinico de rutina

Conclusiones

El informe de resultados del uroanalisis, es el producto
del examen simple de orina, y por ello, uno de los
principales aspectos implicados en su calidad. La
calidad del informe de resultados del uroanalisis esta
asociada con la veracidad y confiabilidad de los datos
y valores reflejados asi como con la estandarizacion y
actualizacion del vocabulario, unidades de expresion y
formulario empleado por el laboratorio clinico.
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RESUMEN:

Se ha reportado que la actividad de la a-amilasa salival (AAS) podria ser un buen marcador de estrés en humanos ya
que su secrecidn se incrementa por estimulacién simpatica. Esto ha sido poco estudiado en el contexto académico,
sobre todo en nuestro pais, por lo cual no se cuenta con valores de referencia locales. Los estudiantes de Bioanalisis
de la Universidad Central de Venezuela manifiestan con frecuencia que la carrera es muy estresante, por tanto seria
util disponer de un biomarcador poco invasivo, econémico y facil de medir para evaluar la respuesta biolégica de los
estudiantes a diferentes estresores académicos. Objetivos: 1) evaluar estrés académico y 2) medir actividad diurna
de AAS en estudiantes del 8vo semestre de Bioandlisis de la UCV durante dos dias diferentes, un dia sin examen
(dia A) y un dia con un examen escrito programado a las 10:00 a.m. (dia B). Materiales y métodos: se evalud estrés
académico a través del Inventario SISCO (Barraza, 2006) y se determiné actividad de AAS en muestras de saliva
tomadas a las 8:00 a.m., 10:00 a.m., 2:00 p.m. y 4:00 p.m. los dias A y B mediante un método cinético colorimétrico.
Resultados: el estrés general y el estrés percibido ante las evaluaciones mostraron valores altos. La actividad de
AAS fue mas baja a las 8:00 a.m. y aumento a lo largo del dia. El dia B se observ6 un incremento significativo de la
actividad a las 10:00 a.m. (hora del parcial) respecto al dia A. Conclusiones: esta enzima podria ser un marcador util
para evaluar la respuesta simpatica a diversos estresores académicos, sobre todo en épocas caracterizadas por altos
niveles de estrés como la época de exdmenes.

Palabras claves: Estrés académico, amilasa salival, Escuela de Bioanalisis, UCV.

DIURNAL SALIVARY a-AMYLASE ACTIVITY IN BIOANALYSIS STUDENTS OF UCV.
EFFECT OF AN ACADEMIC STRESSOR

SUMMARY

It has been reported that salivary a-amylase could be a good acute stress biomarker since its secretion rises in
response to sympathetic stimulation. Nevertheless, it has been poorly studied in our country and reference values
do not exist in Venezuela. Bioanalysis students of Central University of Venezuela (UCV) frequently complain about
the high level of stress of this career. It could be useful to have a low invasive, economical and easy to measure
biomarker that permits evaluating the biologic response of the students to different academic stressors.
Objectives: 1) to evaluate academic stress and 2) to measure diurnal salivary a-amylase (SAA) activity of UCV
Bioanalysis students enrolled in 8th semester during a day without evaluations (day A) and in a day with an
academic examination scheduled at 10:00 a.m. (day B). Materials and methods: academic stress was evaluated with
the SISCO questionnaire (Barraza, 2006) and SAA activity was measured in saliva samples obtained on days A and
B at 8:00 and 10:00 a.m. and then at 2:00 and 4:00 p.m. by a kinetic colorimetric method. Results: general stress
and evaluations perceived stress reflected high values. The lowest SAA activities were obtained at 8:00 a.m., which
were progressively increasing during the day. On day B, a significant rise in activity was observed at 10:00 a.m.
when compared to day A. Conclusions: SAA might be a useful non invasive biomarker to evaluate the sympathetic
response to diverse academic stressors, specially during periods of high stress level such as examination periods.

Keywords: Academic stress, salivary a-amylase, Bioanalysis, UCV.

Introduccion

El estrés académico es aquel que experimentan los
estudiantes de educacion media y superior en el ambito
académico durantela prosecucion de sus estudios (1). Las
carreras del drea de la salud se encuentran entre las mas
estresantes (2, 3). En este sentido, la carrera de Medicina
ha sido la mas estudiada y muchos reportes sefialan una
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alta prevalencia de estrés entre sus estudiantes (4,5). El
estrés académico ha sido vinculado con alteraciones
inmunoldgicas que pueden comprometer las defensas
de los individuos (6,7) haciéndolos mas susceptibles
a infecciones (8) o alergias (9) y con cambios en la
calidad y habitos de suefio (10) y alimentacién (11) que
predisponen a los estudiantes a trastornos de salud,
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tanto emocionales (12) como fisicos de diversa indole
(13,14).

Los individuos que muestran una intensa respuesta
simpatica ante situaciones estresantes podrian ser
mas susceptibles a enfermedades crénicas asociadas
al estrés como: hipertension arterial, enfermedades
cardiovasculares y metabolicas, entre otras. Asi lo han
demostrado varios investigadores, entre ellos Flaa y
col. (15) a través de un estudio longitudinal, donde los
sujetos que presentaron las concentraciones mas altas de
norepinefrina plasmatica en respuesta a una prueba de
estrés a los 19 afios de edad, mostraron mayores valores
de tension arterial 18 afios después. El poder identificar
estos individuos a edades tempranas seria muy util en la
prevencion de dichas enfermedades, ya que permitiria
educarlos oportunamente en la adquisicion de recursos
que les permitan afrontar de manera apropiada las
situaciones estresantes que se les presenten a lo largo de
la vida.

La actividad simpatica se ha medido cldsicamente
en el laboratorio a través de la determinacién de
catecolaminas y sus metabolitos en sangre y en orina, sin
embargo, estas son pruebas complejas e invasivas, con
numerosas limitaciones a la hora de evaluar de manera
precisa la respuesta simpdtica al estrés (16,17,18). Por
lo tanto, la aparicién de nuevos marcadores, faciles de
medir, econdmicos y no invasivos es una posibilidad
alentadora para quienes realizan investigaciéon en esta
area.

La actividad de la enzima a-amilasa salival (AAS) ha
sido activamente estudiada en las ultimas dos décadas
por diversos grupos de investigadores como un
biomarcador de estrés agudo (19,20,21). A diferencia
de otros metabolitos salivales, como el cortisol y la
testosterona, que son transportados desde el plasma,
la AAS es una enzima producida localmente por las
glandulas salivales (22) como resultado del aumento
de la actividad simpatica durante la respuesta al estrés,
ya que las mismas poseen invervacion simpatica (23).
Esta utilidad de la AAS ha sido muy poco estudiada
en nuestro pal’s, por lo tanto no se cuenta con valores
de referencia locales. Uno de los pocos estudios
realizados en Venezuela se llevd a cabo en la Escuela
de Bioanalisis de la Universidad Central de Venezuela
(UCV), midiéndose la actividad de AAS en dias con y
sin examen a las 8:00 a.m.. sin embargo los resultados
obtenidos dejaron mas interrogantes que respuestas
(24). Esta Escuela estd adscrita a la Facultad de Medicina
de la UCV y aunque sus estudiantes manifiestan
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frecuentemente que la carrera es altamente estresante,
el fenémeno del estrés académico y sus consecuencias
sobre la salud han sido muy poco estudiados en dicha
poblacioén.

En virtud de lo anterior y del interés por seguir
estudianto dicho marcador en esta poblacion estudiantil
vulnerable, los principales objetivos del presente trabajo
fueron: evaluar estrés académico autopercibido y
medir actividad diurna de AAS en dos dias diferentes,
un dia sin examen al inicio del semestre y un dia con
examen en estudiantes de 8vo semestre de la Escuela
de Bioandlisis de la UCV a fin de comparar los valores
basales (situacién control) con los obtenidos en un dia
de evaluacion (situacion de estrés).

Materiales y Métodos

Sujetos. Se dictdé una charla informativa sobre los
objetivos del trabajo a los estudiantes de 8vo semestre
(periodos lectivos Seg-14 y Pri-15), considerado éste
como el mas estresante de la carrera por los estudiantes
de dicha Escuela (24) a fin de solicitar su participacion
voluntaria en el mismo.

Criterios de Inclusion. Estudiantes de 8vo semestre de
la Escuela de Bioanalisis de la UCV, 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 infeccion
activa o cirugia reciente 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 Inventario SISCO diseniado por Barraza (1),
el cual consta de 31 items distribuidos de la siguiente
manera: 1) 1 item filtro que en términos dicotomicos
(si-no) permite determinar si el individuo es candidato
0 no a contestar el inventario, 2) 1 item que en un
escalamiento tipo Likert de 5 valores numéricos (del 1 al
5, donde 1 significa poco y 5, mucho) permite identificar
el nivel de intensidad del estrés académico, 3) 8 items que
en un escalamiento tipo Likert de 5 valores categoriales
(nunca, rara vez, algunas veces, casi siempre y siempre)
permiten identificar la frecuencia en que las demandas
del entorno son valoradas como estimulos estresores,
4) 15 items que a través de un escalamiento tipo Likert
de cinco valores categoriales (nunca, rara vez, algunas
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veces, casi siempre y siempre) permiten identificar la
frecuencia con la que se presentan sintomas o reacciones
al estimulo estresor y 5) 6 items que en un escalamiento
tipo Likert de cinco valores categoriales (nunca, rara
vez, algunas veces, casi siempre y siempre) permiten
identificar la frecuencia de uso de las estrategias de
afrontamiento. Este inventario fue respondido en forma
individual, autoaplicada y anénima. Los datos obtenidos
fueron tabulados y expresados como porcentajes y/o
promedios * error estandar.

Obtencion de muestras de saliva. Las muestras de saliva
se obtuvieron a las 8:00 a.m., 10:00 a.m., 2:00 p.m. y 4:00
p.m., por salivacion espontdnea para la determinacion
de AAS. Los individuos debian estar en condicién de
ayuno a las 8:00 a.m. y con al menos una hora de ayuno
para el resto de las tomas y realizar un enjuague de la
boca con 60 ml de agua filtrada previo a la obtencién
de la muestra. Las muestras fueron recolectadas en
recipientes de plastico, limpios y secos y posteriormente
centrifugadas para precipitar las células epiteliales
provenientes de la mucosa oral. El sobrenadante fue
recuperado y congelado a -20°C en viales Eppendorf
limpios y secos (16,39).

Esta investigacion conté con el Aval del Comité de
Bioética de la Escuela de Bioanalisis de la UCV.
Determinacion de alfa-Amilasa salival. La actividad
de AAS se determin6 mediante un ensayo de tipo
cinético de la marca comercial SIEMENS. Este se basa
en la hidrdlisis directa del sustrato sintético 2-cloro,4-
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 efectud en un equipo Dimension RXL
previa dilucién 1:200 de las muestras con solucion salina
fisioldgica (23). Se emplearon sueros controles de calidad
comerciales marca BioRad niveles 1 y 2, obteniéndose
siempre valores dentro del rango establecido por el
fabricante.

Estadistica. Los presentan
porcentajes y media + error estindar de la media. Las
medias se compararon empleando el método estadistico
t de Student del programa Excel de Microsoft. Los
valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente
significativos.

resultados se como

Resultados
Caracteristicas de la muestra en estudio

Un total de 28 participantes respondieron el cuestionario.
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El 80,6% fue de sexo femenino, con edad promedio de
25,13 + 1,19 anos. El 93,50% de los estudiantes fue de
condicién regular. El 87% cursé entre 3 y 4 materias
obligatorias y sélo un 19,3% curs6 materias electivas.
Inventario SISCO de estrés académico

De los estudiantes evaluados, el 100% afirm¢é haber
tenido momentos de preocupacién o nerviosismo
durante el semestre.

El nivel de preocupacion o nerviosismo percibido por
los estudiantes durante el semestre fue de 4,36 + 0,12.

También se evalu6 la frecuencia de situaciones
preocupantes, reacciones al estrés y estrategias de
afrontamiento empleando una escala tipo Likert, donde:
1 es “nunca’, 2 es “rara vez’, 3 es “algunas veces’, 4 es
“casi siempre” y 5 es “siempre”. Los items (situaciones,
reacciones, estrategias) con valor promedio igual o
mayor a 3 fueron considerados como los de mayor
frecuencia (Tabla 1).

Situaciones Inquietantes

Las situaciones percibidas como inquietantes con mayor
frecuencia por los estudiantes fueron: “las evaluaciones
de los profesores (exdamenes, ensayos, trabajos de
investigacion, etc)” (4,39 + 0,13), “sobrecarga de tareas
y trabajos” (4,25 * 0,15) y "tiempo limitado para hacer
el trabajo” (4,00 + 0,19), "participacion en clase" (3,67
+ 0,21), "el tipo de trabajo que te piden los profesores”
(3,66 = 0,2), "la personalidad y caracter del profesor”
(3,21 £ 0,13), "no entender los temas que se abordan en
clase" (3,0 + 0,13) como se muestra en la Tabla 1.

Reacciones fisicas en momentos de preocupacion

Los estudiantes del 8vo semestre manifestaron con
mayor frecuencia las siguientes reacciones fisicas:
"somnolencia o mayor necesidad de dormir" (4,03 +
0,21), "fatiga croénica” (3,64 + 0,18) y "trastornos del
suefio (insomnio, pesadillas)" (3,35 £ 0,21). Ver Tabla 1.

Reacciones psicologicas en momentos de preocupacion

Las reacciones psicologicas manifestadas con mayor
frecuencia fueron: "inquietud (incapacidad de relajarse
y estar tranquilo)" (3,67 * 0,19), "ansiedad, angustia
o desesperacion” (3,57 + 0,14) y "problemas de
concentracién" (3,21 + 0,17). Ver Tabla 1.

Reacciones
preocupacion

comportamentales en  momentos de

La reaccién comportamental experimentada con mayor
frecuencia por los estudiantes fue: "aumento o reduccion
del consumo de alimentos" (3,28 + 0,24). Ver Tabla 1.
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TABLA 1. Frecuencia promedio + error estandar registrada para cada uno de los items evaluados

8vo Semestre

(n=28)
X + EE
Situaciones Inquietantes
La competencia con los compaiieros del grupo 1,96 £ 0,15
Sobrecarga de tareas y trabajos escolares 4,25+0,15
La personalidad y el caracter del profesor 3,21+0,13
Las evaluaciones de los profesores (examenes, ensayos, trabajos
de investigacion, etc.) 4,39 +0,13
El tipo de trabajo que te piden los profesores (consulta de temas,
fichas de trabajo, ensayos, mapas conceptuales, etc.) 3,66 £ 0,2
No entender los temas que se abordan en la clase 3,00+ 0,13
Participacion en clase (responder a preguntas, exposiciones, etc.) 3,67 £ 0,21
Tiempo limitado para hacer el trabajo 4,00 0,19
Reacciones Fisicas
Trastornos en el suefo (insomnio o pesadillas) 3,35+ 0,21
Fatiga cronica (cansancio permanente) 3,64 +0,18
Dolores de cabeza o migrafas 3,10+ 0,13
Problemas de digestion, dolor abdominal o diarrea 2,51 +0,17
Rascarse, morderse las ufias, frotarse, etc. 2,71 £ 0,29
Somnolencia o mayor necesidad de dormir 4,03 +0,21
Reacciones Psicologicas
Inquietud (incapacidad de relajarse y estar tranquilo) 3,67 £0,19
Sentimientos de depresion y tristeza (decaido) 2,73 +0,19
Ansiedad, angustia o desesperacion. 3,57 £ 0,14
Problemas de concentracion 3,21 +0,17
Sentimiento de agresividad o aumento de irritabilidad 2,29+ 0,2
Reacciones Comportamentales
Conflictos o tendencia a polemizar o discutir 2,10 £ 0,21
Aislamiento de los demads 1,96 + 0,23
Desgano para realizar las labores escolares 2,78 £0,21
Aumento o reduccién del consumo de alimentos 3,28 £ 0,24
Estrategias de Afrontamiento
Habilidad asertiva (defender nuestras preferencias ideas
o sentimientos sin dafar a otros) 3,39 + 0,22
Elaboracion de un plan y ejecucion de sus tareas 3,42 + 0,22
Elogios a si mismo 2,62 +0,19
La religiosidad (oraciones o asistencia a misa) 2,82+ 0,24
Busqueda de informacion sobre la situacion 2,89 + 0,22
Ventilacion y confidencias (verbalizacién de la situacion que preocupa) 3,10 £0,21

Los datos se presentan como media + error estandar de la media, n=28.

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2015; Vol 18(2): 36-44.




Medina -Martel y col.

Estrategias de afrontamiento a situaciones inquietantes

Las estrategias de afrontamiento empleadas con mayor
frecuencia por los estudiantes del 8vo semestre fueron:
"elaboracién de un plan y ejecucién de sus tareas”
(3,42 + 0,22), “habilidad asertiva" (defender nuestras
preferencias, ideas o sentimientos sin dafar a otros)”
(3,39 +£0,22) y "ventilacion y confidencias (verbalizacion
de la situaciéon que preocupa)” (3,1 + 0,21). Ver Tabla 1.

Amilasa salival

Los valores promedio + error estandar de actividad
diurna de AAS se muestran detalladamente en la Tabla 2.

Enla Figura 1 se muestra la curva de actividad diurna de
la AAS con los valores obtenidos al inicio del semestre
y el dia del examen parcial, presentando la media +
error estandar correspondiente a cada hora de toma de
muestra. La actividad mas baja de AAS del dia A (dia sin
evaluacidn, al inicio del semestre) se observd a las 8:00
a.m.. Las actividades de AAS medidas a las 10:00 a.m.,
2:00 p.m. y 4:00 p.m. fueron significativamente mas
altas que las de las 8:00 a.m. (p=0,0411; 0,0025; 0,0049,
respectivamente). La actividad obtenida a las 2:00 p.m.

TABLA 2. Actividad promedio de la enzima alfa-
amilasa salival de los estudiantes de 8vo semestre.

Inicio del semestre Dia del examen

U/ml (X + EE) U/ml (X + EE)
08:00 a.m. 29,39 + 4,44 36,50 + 5,20
10:00 a.m. 40,83 + 5,05(a) 65,71 + 9,47(a,c)
02:00 p.m. 60,12 + 10,32(a,b) 72,02 + 9,87(a)
04:00 p.m. 72,10 + 12,38(a) 77,08 + 12,40(a)

Los datos se presentan como media + error estindar de la media.
(a)=p<0,05 respecto a las 8:00 a.m. del mismo dia, (b)=p<0,05 respecto a
las 10:00 a.m. del mismo dia, (c)=p<0,05 respecto a las 10:00 a.m. del dia
sin examen al inicio del semestre.

fue significativamente mayor a la registrada a las 10:00
am. (p=0,0189). Sin embargo, no hubo diferencia
significativa entre los valores obtenidos a las 2:00 y a las
4:00 p.m. (p=0,1729).

El dia B (dia del examen) se observd que la actividad
de AAS mas baja se obtuvo a las 8:00 a.m., de manera
semejante alo ocurrido el dia A. Los valores de actividad
correspondientes a las 10:00 a.m, 2:00 p.m. y 4:00 p.m.
fueron significativamente mayores a los registrados a las
8:00 a.m. (p=0,4744; 0,7190; 0,3314; respectivamente).
Sin embargo los valores obtenidos a las 10:00 a.m.,
2:00 p.m. y 4:00 p.m. no fueron diferentes entre si
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FIGURA 1.- En la grafica se muestra la actividad diur-
na de la enzima alfa-amilasa salival correspondiente a
un dia sin examen al inicio del semestre (linea gris) y
al dia del parcial (linea negra) en estudiantes de 8vo se-
mestre de la Escuela de Bioanalisis de la UCV. Los datos
se presentan como media + error estandar. (a)=p<0,05
respecto a las 8:00 a.m. del mismo dia, (b)=p<0,05 res-
pecto a las 10:00 a.m. del mismo dia, (c)=p<0,05 res-
pecto a las 10:00 a.m. del dia sin examen al inicio del
semestre.

(p=0,0010; 0,0002; 0,0010; respectivamente). Cuando
se compararon los valores de actividad obtenidos en los
dias A y B, s6lo hubo una diferencia significativa en el
valor correspondiente a las 10:00 a.m. (p=0,0119), hora
que coincidi6 con el inicio del examen.

Discusion

Los individuos participantes en este estudio fueron
mayoritariamente del sexo femenino, lo cual se asocia
a la mayor proporcion de estudiantes de sexo femenino
que constituyen la poblacion estudiantil de la Escuela
de Bioanalisis de la UCV (24) y que concuerda con
lo observado en otras Escuelas de Bioanalisis del
pais (25) y del extranjero (26). La edad promedio fue
aproximadamente 2 aflos mayor a la encontrada en
otros estudios realizados con estudiantes universitarios
de 8vo semestre (24) o 4to ano de la carrera (25). Este
hallazgo podria deberse a que un 29% de los estudiantes
participantes fueron mayores de 24 afios (25 a 31 afios)
y a los retrasos producidos en el normal transcurso de
los utlimos periodos lectivos, lo cual ha generado que
se culmine aproximadamente un semestre por ano en
los ultimos 5 anos, en vez de dos como corresponde
al régimen semestral de la carrera. La mayoria de
los estudiantes fueron regulares, el 67,7% cursé las
4 materias obligatorias del semestre y una minoria,
representada por el 19,3% inscribié materias electivas.
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Porcentajes similares fueron reportados por Bello y
Jiménez (27) durante el periodo lectivo Pri-2014. Esto
sustenta la observacion de dichos autores en referencia
al aumento en la proporcion de estudiantes del 8vo
semestre que inscriben la carga académica completa
a fin de evitar postergar ain mas su salida a Pasantias
Hospitalarias y en consecuencia, su fecha de Grado, ya
que anteriormente era mas frecuente la inscripcion de la
mitad de esta carga.

El 100% de los estudiantes afirmé haber tenido
momentos de preocupacién o nerviosismo durante
el semestre. El nivel de preocupaciéon o nerviosismo
percibido por los estudiantes fue de 4,36 + 0,12. Este
corresponde a un valor alto en la escala tipo Likert
empleada, donde 1 corresponde a "poco” y 5 a "mucho”.
Este valor es mayor al obtenido por Barraza (28) al
aplicar este inventario a alumnos de licenciatura de la
Universidad Pedagégica de Durango (México) y refleja
el alto nivel de estrés autopercibido por los estudiantes
del 8vo semestre de Bioandlisis de la UCV, coincidiendo
con lo expresado reiteradamente por los mismos. Este
resultado ademas se corresponde con reportes previos
que sefnalan que las carreras de la salud como Medicina
y Enfermeria, producen niveles de estrés moderados a
altos entre sus estudiantes (5,29,30).

Las situaciones percibidas como inquietantes con
mayor frecuencia por los estudiantes fueron aquellas
asociadas a la sobrecarga de tareas, las evaluaciones de
los profesores y la falta de tiempo para hacer el trabajo,
lo cual concuerda con lo reportado para estudiantes de
Bioanalisis (24), asi como de otras carreras y diferentes
semestres por otros investigadores (28,31,32). De lo
cual se podria inferir que estas situaciones son fuertes
estresores académicos para los estudiantes en general,
independientemente de la carrera o el semestre en
estudio.

Las reacciones de naturaleza fisica y psicoldgica fueron
las mas frecuentes en la muestra estudiada, entre ellas:
somnolencia, fatiga, trastornos del suefo, inquietud,
ansiedad y problemas de concentracién. Se ha
demostrado una alta prevalencia de estrés y alteraciones
de los habitos y calidad de suefio en estudiantes de
Medicina (5,32), asociandose de manera significativa
los desdérdenes del suefio con un menor rendimiento
académico (33). Las alteraciones del patrén de suefio
podrian tener efectos negativos sobre el ritmo circadiano,
el patron de secrecion de cortisol y otros metabolitos,
lo cual podria relacionarse con la fisiopatogenia de
trastornos emocionales como la depresion y la ansiedad
(12) y enfermedades metabolicas entre las que se
encuentran la obesidad, la resistencia a la insulina y la

Actividad diurna de la enzima a-amilasa salival en estudiantes de
Bioandlisis de la UCV. Efecto de un estresor académico.

diabetes (14).

La tnica reaccion comportamental que se present6 con
alta frecuencia fue: aumento o reduccion del consumo
de alimentos, lo cual coincide con lo encontrado por
Olivetti en estudiantes universitarios (32). Esto podria
relacionarse con la mayor tendencia que tienen los
estudiantes a modificar sus habitos alimentarios durante
los periodos de mayor estrés académico, inclinandose
por el consumo de alimentos dulces (34). Se ha sugerido
que los incrementos en las concentraciones de cortisol
que se producen durante las situaciones de estrés
aumentan el apetito y la ingesta de alimentos de alto
contenido energético (35). Adicionalmente, el cortisol
favorece la acumulacion de grasa visceral, conduciendo
a un mayor riesgo de desarrollar enfermedades crénicas
como obesidad, sindrome metaboélico y enfermedad
cardiovascular (36). De todo lo anterior se desprende
que esta poblacion estudiantil podria tener un mayor
riesgo de desarrollar trastornos metabdlicos como
resultado del elevado nivel de estrés que experimentan
durante la época de examenes y que se manifiesta con
reacciones fisicas como las alteraciones en sus patrones
de suefio y comportamentales al modificar sus habitos
de alimentacién. No obstante, esto habria que estudiarlo
a futuro con mayor detalle.

Las estrategias de afrontamiento mas empleadas fueron:
habilidad asertiva (defender nuestras preferencias ideas
o sentimientos sin dafar a otros), elaboracién de un plan
y ejecucion de sus tareas y ventilacion y confidencias
(verbalizacion de la situacién que preocupa), de
manera muy similar a lo reportado por Olivetti (32).
En el estudio realizado por Barraza (28), la habilidad
asertiva y la elaboracion de un plan y ejecucion de sus
tareas fueron las dos estrategias de afrontamiento mas
frecuentes.

Los valores de actividad de AAS obtenidos en el presente
trabajo estan en concordancia con los reportados en
adolescentes por Adam y col (37) y en estudiantes
universitarios de Psicologia en un dia control (sin
examen) y el dia de un examen oral por Schoofs y col
(38).

Varios investigadores han reportado que la AAS tiene
un patroén de secrecion diurno. Nater y col (20), quienes
evaluaron la actividad diurna de la enzima en 76 adultos
sanos, revelaron que ésta disminuye marcadamente al
despertar para aumentar luego de 30-60 minutos y de
manera constante a lo largo del dia hasta alcanzar sus
valores mas altos en horas de la tarde. Adam y col (37)
al realizar un estudio en adolescentes, demostraron
valores de AAS mas bajos en la manana que se fueron
incrementando en el transcurso del dia. Nuestros
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resultados coinciden con los mencionados, ya que el
patréon de actividad observado el dia A (sin examen)
se caracterizd por presentar los valores mas bajos a las
8:00 a.m. con un aumento progresivo durante el dia,
de tendencia lineal (R2=0,98945). El dia B (dia del
examen) se registro el valor de actividad mas bajo a las
8:00 a.m. con valores subsiguientes mas altos, de manera
similar a lo ocurrido el dia A. Sin embargo, se observo
un incremento muy significativo en la actividad de la
enzima a las 10:00 a.m. (hora que coincidio6 con el inicio
del examen) y que a su vez, fue significativamente mayor
a la correspondiente del dia A. La semejanza entre los
valores obtenidos el dia A y el dia B a las 8:00 a.m.,,
podria indicar que la anticipacién no tuvo un efecto
importante sobre la secrecion de esta enzima salival y
que probablemente, su elevacion solo se produce ante
situaciones de estrés inmediatas o agudas, en este caso
la inminencia del examen, como han sefialado otros
investigadores (17,39). Estos resultados contribuirian
a explicar lo reportado por Medina-Martel y col (24),
quienes no observaron diferencias significativas entre
los valores de actividad de AAS medida a las 8:00 a.m.
en tres dias diferentes: el dia de un parcial programado
para las 10:00 a.m. y 4 dias antes o 4 dias después del
mismo.

La mayoria de los trabajos consultados han estudiado
la actividad de AAS en respuesta a pruebas de estrés
controladas en el laboratorio, como el Trier Social Stress
Test (TSST) (23,40,41,42). Sin embargo, un menor
nimero de trabajos han evaluado dicha respuesta
ante estresores reales de la vida cotidiana (38,43,44).
El modelo académico empleado en la presente
investigacion quizas sea uno de los que se aproxima
mejor a la respuesta de los individuos ante situaciones
de estrés psicosocial (45) que significan un verdadero
peligro o amenaza para ellos, por las consecuencias
reales que éstas podrian tener en su vida (13,38). Por
todo lo antes expuesto, este podria ser uno de los aportes
mas importantes de este estudio, resaltando ademas que
es uno de los pocos realizados en nuestro pais sobre la
utilidad de la AAS como biomarcador de estrés en el
ambito académico. No obstante, ain queda un largo
camino por recorrer en el estudio de este biomarcador
y su utilidad en la evaluacién biologica de la respuesta
simpatica al estrés incluyendo a un mayor nimero
de invididuos, establecer valores de referencia segin
edad y sexo, evaluar la respuesta ante diversos tipos de
estresores y a diferentes horas del dia, entre otros.

Conclusiones

Los estudiantes de 8vo semestre de la Escuela de
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Bioanalisis de la UCV, periodos lectivos Seg-14 y Pri-15,
mostraron un alto nivel de nerviosismo y preocupacion
durante el semestre y percibieron las evaluaciones
como situaciones altamente estresantes. Las reacciones
tisicas y psicologicas al estrés fueron las mas frecuentes.
A nuestro entender y segtn la revision bibliografica
realizada, este trabajo es pionero en nuestro pais, ya
que presenta los primeros valores de actividad diurna
de AAS en jovenes universitarios venezolanos. El patron
diurno de actividad de la AAS fue similar al reportado
por otros investigadores, con valores mas bajos en la
manana que se fueron elevando a lo largo del dia. Se
demostré ademas que la elevacion de este parametro
ante un examen escrito se produjo de manera aguda, ya
que los incrementos de AAS coincidieron con la hora de
inicio del parcial pero no se observaron dos horas antes
del mismo.
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RESUMEN:

La coloracién de Giemsa (CG) es el clasico examen directo para el diagndstico presuntivo y precoz de histoplasmosis
causada por el Histoplasma capsulatum (H. capsulatum), sin tener que esperar el crecimiento en cultivo. Sin embargo,
la CG tiene una baja sensibilidad y en algunos casos no hay crecimiento del hongo en el cultivo. El objetivo de este
trabajo fue evaluar la sensibilidad de la CG frente al cultivo de H. capsulatum, como un aporte en el diagndstico
micolégico de esta infeccion en el Instituto Médico la Floresta. Se tomaron 28 cultivos, los cuales tenian CG positiva
con crecimiento o ausencia del hongo en el cultivo y CG negativa con crecimiento en el cultivo durante el periodo
2006-2014. Las muestras provenian de médula 6sea (17), ganglio (8), sangre (2) y tejido pleural (1). Los aislados
fueron clasificados de acuerdo a la enfermedad de base del paciente: VIH (11), Cancer (10) y no VIH/no Cancer (7).
El intervalo de confianza fue de 95% con una significancia de p < 0.05. Se aplicé la prueba exacta de Fischer de dos
colas, y calculo de porcentajes. Se obtuvo un 67.9% (19) de coloraciones positivas y 89.3% (25) de crecimiento en
cultivo. El porcentaje de sensibilidad de la CG frente al cultivo fue de 84% y el valor de fue p >0,05. La sensibilidad de
la coloracién respecto al cultivo en este estudio fue baja, pero no despreciable para el diagnéstico de esta infeccion.
La experiencia del observador aumenta la probabilidad de diagnostico de la enfermedad. Un CG negativa no
confirma que el paciente no tenga la infeccion.

Palabras claves: Coloracién de Giemsa, cultivo, Histoplasma capsulatum, VHI, Cancer.

THE GIEMSA STAIN AND CULTURE IN THE DIAGNOSIS OF HISTOPLASMOSIS

SUMMARY

The Giemsa stain (GS) is the classic direct test for presumptive and early diagnosis of histoplasmosis caused by
Histoplasma capsulatum (H. capsulatum), without waiting for culture growth. However, the GS has a low sensitivity
and in some cases no fungal growth in culture. The aim of this study was to evaluate the sensibility of the GS versus
culture of H. capsulatum, as a contribution to mycological diagnosis of this infection in the Floresta Medical Institute.
28 cultures were taken, which had positive GS with growth or absence of fungus in culture and positive or negative
GS with growth of fungus in culture in the period 2006-2014. The samples were from bone marrow (17), node (8),
blood (2) and pleural tissue (1). The isolates were classified according to the patient's underlying disease: HIV (11),
Cancer (10) and no HIV / no cancer (7). The confidence interval was 95% and a significance of p <0.05. Fisher's
exact test two-tailed and percentages applied. It was obtained 67.9% (19) of positive stains and 89.3% (25) growth
in culture was obtained. The percentage of sensibility of the GS versus culture was 84% and the value was p >0.05.
The sensibility of staining in from culture in this study was low, but not negligible for the diagnosis of infection. The
observer experience increases the probability of disease diagnosis. A negative GS stain does not confirm that the
patient is not infected.

Key words: Giemsa stain, culture, Histoplasma capsulatum, HIV, Cancer.

Introduccion

La histoplasmosis es una micosis sistémica
granulomatosay de presencia endémica en las Américas,
India, Sur Africa, Oceania y Europa (1) causada por un
hongo dimorfo denominado Histoplasma capsulatum
(H. capsulatum) (2). Se han descrito tres variedades de
especie paraestehongo: var. capsulatum encontradoen el
continente americano, var. duboisii confinado en Africa,

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

que son patdgenos en humanos; y var. farciminosum
patégeno en equinos en Africa, Oriente Medio y Asia
(3). La histoplasmosis se conoce como una infeccion
marcadora de sida, asi como en otras enfermedades
que puedan tener una alteracion en la respuesta celular,
también se ha relacionado con diversas actividades
laborales o hobbies (4). La enfermedad se adquiere por
la inhalacién de los propagulos en forma de aerosoles
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presentes en la naturaleza, a los que se exponen un gran
nimero de personas; no se trasmite de persona a persona
(2). La principal técnica diagndstica de esta infeccion
se hace por métodos directos para la visualizacion del
hongo y el aislamiento en cultivo (5). La coloracién
de Giemsa (CG) es la coloracién clasica como método
directo para el analisis e interpretacion del diagndstico
presuntivo y precoz de H. capsulatum, en dicha
coloracion se observan blastoconidias muy pequeias
de formas redondas u ovoides de manera intracelular y
extracelular en los macroéfagos; permitiendo en algunos
casos hacer un diagnoéstico certero sin tener que esperar
el crecimiento del cultivo (2). Sin embargo la CG tiene
una baja sensibilidad, que puede ir de un 9% a un 43%
durante el padecimiento de la enfermedad (4). El
cultivo es el Gold standard, por lo que es considerado el
diagnoéstico definitivo, pero tiene una baja sensibilidad
en la forma autolimitada de 15%, yde 85% en la forma
pulmonar crénica y diseminada. En algunos casos este
hongo no se llega a aislar en cultivo (4, 6). El objetivo
de esta investigacion es evaluar la sensibilidad dela CG
negativa y positiva frente al crecimiento o ausencia en
cultivo de H. capsulatum, provenientes de diferentes
muestras clinicas en el Laboratorio de Microbiologia
del Instituto Médico la Floresta como un aporte al
diagnoéstico micoldgico de esta infeccion.

Materiales y Métodos

Duranteel 01 deenerode2006 hastael 31 dediciembrede
2014 en el departamento de Microbiologia del Instituto
Médico la Floresta se procesaron 3579 cultivos para
investigacion de hongos. Previa revision y analisis de las
boletas con los registros de los pacientes que tuvieron
sospecha o diagndstico clinico de histoplasmosis se
encontraron 28 cultivos, los cuales presentaron CG
positiva con crecimiento o ausencia del agente causal

E (2 s tad

FIGURA 1. Blastoconidias intracelulares

y aisladas compatibles con H.capsulatum
en una coloracion de Giemsa
provenientes de médula 6sea.
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FIGURA 2. Colonias algodonosas
y cerebriformes de color blanco y
tonalidad marron claro en medio agar
Sabouraud dextrosa a 25°C.

Coloracion de Giemsa y Cultivo en el Diagndstico de la Histoplasmosis

en el cultivo y CG negativa con crecimiento del agente
causal en el cultivo.

La CG es la coloracion utilizada para la evaluaciéon y
descripcion de la poblacién de células sanguineas en
hematologia y parasitos intracelulares (7). En micologia
es el examen bdsico directo de rutina en los laboratorios
de baja y alta complejidad, esta coloracion fue utilizada
de acuerdo a las recomendaciones del fabricante para
observar las estructuras fungicas de H. capsulatum en
su fase parasitaria, Figura 1.

Las muestras provenientes de sangre y médula dsea
fueron procesadas por la técnica de lisis centrifugacion
y sistema BACTEC 9240° (botellas Myco/F Lytic®),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los tejidos
y ganglios fueron cortados finamente y macerados
para su posterior siembra; también fueron procesados
fluidos organicos y secreciones respiratorias. Todas
estas muestras al ser recibidas en el laboratorio
fueron cultivadas en agar dextrosa Sabouraud con y
sin antibidtico (cloranfenicol) y agar mycosel, estas
fueron incubados a 25°C para obtener la fase micelial,
Figura 2; también se cultivaron en agar infusién
cerebro corazén y agar sangre, los cuales se incubaron
a 35°C para la obtencion de la fase levaduriforme,
observandose consecutivamente por unas 10 semanas.
Secuencialmente se estuvieron observando los cultivos
hasta la 10 semana. Los cultivos que presentaron
crecimiento del hongo con caracteristicas macroscopicas
de Histoplasma se les elaboré un examen directo con
azul de cotton, donde se observd microconidios y
macroconidios simples y tuberculados e hifas hialinas
septadas, Figura 3. Cabe aclarar que el crecimiento del
hongo con las caracteristicas macro y microscopicas
descritas permiten identificar el agente causal, y si
no crece, hay ausencia del agente fingico ya que no se
describen cultivos positivos o negativos.

FIGURA 3. Microconidias de pared
lisa, macroconidias tuberculadas o hifas
hialinas tabicadas de H. capsulatum en
medio agar Sabouraud dextrosa a 25°C.
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En la metodologia estadistica se aplicé la prueba exacta
de Fischer de dos colas y calculo de porcentajes. Para la
significancia estadistica del estudio se tom6 un nivel de
confianza del 95 % y una significancia de p <0.05.

Resultados

Las diferentes muestras analizadas que tuvieron
relaciéon con histoplasmosis se observan en la Figura
4. Los pacientes a quienes se les aislé H. capsulatum
fueron clasificados de acuerdo a la enfermedad de
base presente, como se observan en la Figura 5. De 28
coloraciones y cultivos procesados se obtuvieron: 19
(67.9%) coloraciones positivas y 25 (89.3%) cultivos
con crecimiento del hongo. Tres pacientes tuvieron CG
positiva y no hubo crecimiento en cultivo del hongo. Seis
pacientes tuvieron CG negativa y hubo crecimiento del
hongo en cultivo, Tabla 1. El porcentaje de sensibilidad
de la CG frente al crecimiento en cultivo, fue de 84%.
El cultivo para Histoplasma tiene un grado de evidencia
A-], siendo el estandar de oro en el diagndstico de la
histoplasmosis (8). No se pudo establecer una relacion
estadistica entre tipos de muestra y enfermedad de base
frente a la CG y el cultivo por el escaso numero de las
mismas, Tabla 1.

Meédula
Osea Pleural

Tipos de muestra

Ganglio Sangre Tejido

FIGURA 4. Cantidad y tipos de muestra de donde se
aislé H. capsulatum.
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FIGURA 5. Pacientes clasificados de acuerdo a la
enfermedad de base.
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TABLA 1. A) Numero de pacientes de acuerdo a su
enfermedad de base, con y sin crecimiento del hongo en
estudio. B) Tipos de muestra con CG positiva y negativa.

C) Tipos de muestras con cultivo donde hubo crecimiento o
ausencia del hongo en estudio.

A) Enfermedad Paciente Cultivo TOTAL
Cult (cch) Cult(sch)
Cancer 10 0 10
VIH-SIDA 11 0 11
No Cancer/No VIH-SIDA 4 3 7
TOTAL 25 3 28
B) Origen Muestra Coloracién TOTAL
CG + CG -
Médula Osea 11 6 17
Ganglio 6 2 8
Sangre 1 1 2
Tejido Pleural 1 0 1
TOTAL 19 9 28
C) Origen Muestra Cultivo TOTAL
Cult(cch) Cult(sch)

Médula Osea 16 1 17
Ganglio 6 2 8
Sangre 2 0 2
Tejido Pleural 1 0 1
TOTAL 25 3 28

Cult (cch): cultivo con crecimiento del hongo. Cult (sch):
cultivo sin crecimiento o ausencia del hongo. VIH-
SIDA: virus de inmunodeficiencia humana-sindrome de
inmunodeficiencia adquirida. CG+: coloraciéon de giemsa
positiva. CG-: coloraciéon de giemsa negativa.

Discusion y Conclusiones

La gran mayoria de personas que han estado expuestas
al hongo H. capsulatum no presentan ningun sintoma o
solo una enfermedad muy leve que no es diagnosticada
como histoplasmosis (1,6). Las manifestaciones clinicas
relacionadas con histoplasmosis son: histoplamosis
pulmonar, histoplasmosis cronica cavitaria pulmonar,
mediastinitis granulomatosa, fibrosis mediastinal e
histoplasmosis diseminada, y estas ocurren en un 1%. La
infeccién por histoplasmosis va a estar asociada al estado
inmune del hospedero, relaciondndose con pacientes
con SIDA, trasplantados de 6rganos sélidos, neoplasias
malignas  hematoldgicas, inmunosupresiéon  por
corticoesteroides, entre otros (6). El SIDA ha ayudado
a instaurar el espectro de la enfermedad diseminada,
pacientes con recuentos de CD4 <150 células/pl se
encuentran en mayor riesgo de padecerla por lo que
es una enfermedad definitoria de SIDA, a la vez sigue
siendo una infecciéon oportunista importante (1). Los
casos mas graves actualmente son las histoplasmosis
severas en pacientes que reciben antagonistas del
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factor de necrosis tumoral. La deficiencia del receptor
de interferon gamma se ha descrito como un factor
de riesgo refractario para histoplasmosis diseminada
recurrente, también han sido asociadas a histoplasmosis
diseminada el sindrome de hiperinmunoglobulemia M
y deficiencias de inmunoglobulinas (6,9). La infeccién
en estos pacientes viene dada en meses y si no es
tratada las consecuencias son fatales, en contraste con
la forma aguda fatal que se produce en los lactantes e
inmunocomprometidos de otro tipo (6).

El diagndstico de histoplasmosis en el laboratorio
esta dado por la utilizacién de la CG y la técnica del
cultivo como paso inicial; existen otras técnicas en
coloraciones, detecciéon de antigenos y anticuerpos,
biologia molecular entre otros, pero no son el objetivo
de esta investigacion. La observacidn microscdpica
de la CG como una técnica de coloracion directa nos
permite detectar en grupos o en solitario blastoconidias
esféricas u ovoides con una sola gemacion o aisladas y
un didmetro que puede ir de 1 a 4 pm; con una pared que
no se tifie muy bien, un nucleo que se colorea de violeta
oscuro y el citoplasma en azulado tenue, casi incoloro,
semejante a una capsula en el interior de los macrofagos
o de células gigantes en menor proporcion (2, 3,5).

En el presente estudio 19 de 28 CG, se observo
microscépicamente levaduras compatibles con H.
capsulatum lo que representa un 67.9% del hallazgo
global, no se pudo discriminar la variantes de las
manifestaciones clinicas reportadas por la literatura
internacional donde en la enfermedad autolimitada la
sensibilidad es del 9%, en la pulmonar crénica va del
17-40% y en la enfermedad diseminada es de un 43%
aproximadamente (4), debido a que no se disponia
de datos clinicos y epidemiologicos completos en el
momento de la recepcion de la muestra en el laboratorio.

La observaciéon de este tipo de blastoconidias
intracelulares en cualquier tipo de muestra con las
caracteristicas antes descritas son muy sugestivas y
compatibles con H. capsulatum; sin embargo existen
algunas blastoconidias pequenas de Cryptococcus
neoformans que presentan una capsula pobre,
blastoconidias de Candida glabrata, conidias de
Penicillium marneffei, quistes de Pneumocystis jirovecci
y amastigotas de Leishmaniasis spp. (6,10), que pueden
confundirse y dar un diagndstico incorrecto, por lo
que la experiencia del observador es indispensable
ya que aumenta la probabilidad del diagndstico de la
enfermedad. Una CG negativa no confirma que el
paciente no tenga la infeccién por este tipo de hongo y
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que no vaya a crecer en el cultivo. De ahi la importancia
deno utilizar la CG como tinica herramienta diagndstica.

En cuanto al cultivo, es el método Gold Standard, y es
quien da el diagnostico definitivo de la histoplasmosis
(6). La identificacion del hongo se realiza con base en
las caracteristicas macro y microscopicas de las colonias
crecidas en los medios antes mencionados, donde
la utilidad del antibidtico es inhibir el crecimiento
bacteriano y la cicloheximida inhibe el crecimiento de
hongos saprofiticos contaminantes (10). La incubaciéon
de los medios descritos a 28-30°C se obtiene la fase
micelial, mientras que incubados a 37°C en agar
sangre o infusion cerebro corazén se obtiene la fase
levaduriforme, este es un proceso gradual que se
consigue haciendo pases consecutivos, aunque no
siempre se obtiene esta conversion (4).

La sensibilidad del cultivo en la fase autolimitada de la
enfermedad es de un 15%, en la pulmonar crénica y la
diseminada es de un 85% (4,11), en el presente estudio
se obtuvo un 89.3% en forma global debido a la ausencia
de datos epidemioldgicos referidos anteriormente. En
este estudio, 25 de 28 cultivos hubo crecimiento de
H. capsulatum en su fase micelial y en 18 (72%) de los
25 se obtuvo la fase levaduriforme. Cuando se realizo el
examen directo de colonias crecidas a las 3 semanas de
incubacion se observd microconidios de pared lisa, esta
caracteristica se puede confundir con microconidios
del complejo Scedosporium por lo que se sugiere
incubar por mads tiempo para conseguir una mayor
esporulacion (12). También hay que considerar que la
observaciéon de macroconidios tuberculados puede ser
similar a los observados en los géneros Sepedonium
y Chrysosporium (6) por lo que se deberia tratar de
conseguir el crecimiento de las dos fases: micelial y
levaduriforme para poder dar un diagnéstico certero,
sin olvidar la importancia que tiene la observacion
de las estructuras fungicas coloreadas con Giemsa
en muchos casos con el examen directo de la muestra
clinica. Muchos investigadores recomiendan observar el
cultivo hasta 12 semanas, otros recomiendan observar
por 4 semanas sobre todo en zonas endémicas (9,13),
por lo que se deberia estandarizar en cada laboratorio el
tiempo del cultivo de acuerdo al lugar geografico, tipos
de pacientes relacionados con su enfermedad de base y
tratamiento para obtener un resultado confiable.

En tres cultivos no hubo crecimiento de H. capsulatum,
pero las CG estaban positivas; dos de ellos pertenecian
a pacientes cuyo diagnoéstico fue hecho hace 6 y 8
meses respectivamente en otro centro de salud y que




Moreno y col.

estaban en tratamiento, mientras que el otro cultivo
negativo pertenecia a un paciente inmunocompetente
que habia visitado la cueva del indio (habitat natural
de H. capsulatum en Caracas-Venezuela), el cual no
fue tratado debido a que sus manifestaciones clinicas
y radiolégicas no pasaron de ser una neumonia
controlable, representando en este estudio un 10,7% de
la enfermedad autolimitada, resultado menor pero no
despreciable con lo reportado por Fernandez et al., en
su revision en cuanto a la clasificacion de la enfermedad
respecto al cultivo.

El aislamiento de H. capsulatum también es posible a
partir de muestras provenientes del torrente sanguineo
de pacientes con infecciéon crénica y diseminada,
utilizando el sistema de lisis-centrifugacion que incluye
los tubos Isolator, el cual es mas eficaz que los medios
convencionales; de igual manera han disefiado equipos
automatizados como BACTEC 9240°, que utiliza
frascos de hemocultivo Myco/F Lytic® especificos para
la recuperacion de patégenos intracelulares ademas de
levaduras, hongos filamentosos, micobacterias, entre
otros (2,3,10). En las 19 muestras provenientes tanto de
médula dsea como de sangre en este estudio se utilizaron
las dos metodologias, resaltando la importancia de estas
técnicas en la recuperacion del hongo.

En esta investigacidn se procesaron 966 muestras
provenientes del tracto respiratorio inferior (esputo,
secrecion traqueal, lavado bronquial y lavado
broncoalveolar) pero no fue posible recuperar
H. capsulatum, debido a que no se us6é ningin agente
mucolitico y la mayoria de los cultivos les creci6 flora
asociada o contaminante. Debido a esto Peman et al,
recomiendan el uso de algin mucolitico como N-acetil-
L-cisteina (NALC) en muestras muy viscosas antes de
la siembra, con volumenes iguales de muestra, dejando
actuar a temperatura ambiente por unos 10 minutos o
hasta que se consiga la fluidificacion de la muestra antes
delasiembra. Esta metodologia se deberia implementar
de rutina para todas las muestras respiratorias
exceptuando los lavados broncoalveolares los cuales
vienen diluidos, salvo los muco-sanguinolentos (14).
Smith et al. (15), recomiendan la utilizacién de hidroxido
de amonio (NH4OH) cubriendo el medio selectivo para
aumentar el pH, el cual va disminuir el crecimiento
de hongos comensales y permitir el crecimiento lento
de H. capsulatum. Esta técnica es muy util en aquellos
pacientes con histoplasmosis pulmonar cavitaria cronica
y pulmonar aguda, después de la exposicion a un gran
inoculo del hongo.

Coloracion de Giemsa y Cultivo en el Diagndstico de la Histoplasmosis

En la presente investigacion se observo que el
porcentaje de sensibilidad de la coloraciéon es bajo
(84%), respecto al cultivo, pero no despreciable
para el diagndstico de esta infeccion, resultado que
se correlaciona con los reportados por la literatura
internacional (4,6). No hubo significancia estadistica
entre CG y el cultivo (p >0,05), debido a que los
resultados se presentaron de forma independiente y al
azar.

La histoplasmosis es y seguira siendo una micosis
sistémica de gran impacto clinico y social en los
pacientes con un compromiso inmunolégico. Los
métodos convencionales como la CG y el cultivo
son las principales herramientas de diagnoéstico
en un laboratorio microbioldgico de rutina y
de mayor complejidad. El cultivo nunca sera
reemplazado por otro tipo de diagndstico, pues es
quien pone en evidencia al microorganismo. No
todos los laboratorios tiene accesibilidad a pruebas
inmunoserologicas, seroldgicas y moleculares por lo
que se hace indispensable utilizar la CG y el cultivo
como métodos diagndsticos de histoplasmosis. Cabe
destacar que la experiencia del observador aumentala
probabilidad de diagnostico de la enfermedad con una
CG. Un CG negativa no confirma que el paciente no
esté relacionado con la enfermedad, por lo que la CG
debe ir de la mano con el cultivo microbioldgico para
poder aportar un diagnoéstico veraz y confiable.
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RESUMEN:

Actualmentelaidentificacién microbioldgica enloslaboratorios clinicos depende de las metodologias convencionales
como técnicas de identificacion fenotipica y pruebas bioquimicas en conjunto con la biologia molecular, lo que se
traduce en un dilatado tiempo de respuesta de aproximadamente 48 a 72 horas para emitir un informe con la
identificacion del agente etioldgico de la infeccion. Debido a esto, los cientificos han buscado nuevas metodologias
que puedan ser estandarizados y de alcance universal, capaz de identificar microorganismos patégenos de manera
confiable, en tiempos muy cortos, con buena reproducibilidad y optimizando el flujo de trabajo con un minimo costo;
es aqui donde sale a relucir el sistema MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight
Mass Spectrometry). Desde 1975 la tecnologia MALDI-TOF o la espectrometria de masas se introdujo en el campo
de la microbiologia, con la cual se ha logrado la identificacién de microorganismos como bacterias grampositivas,
gramnegativas, levaduras y hongos filamentosos a partir de cultivos puros, sin embargo, el reto continua en lograr
minimizar aiin mas los tiempos de respuesta en el laboratorio, y es por eso que las investigaciones recientes estan
volcadas en la busqueda de la aplicacion de la espectrometria de masas para la identificaciéon de microorganismos
a partir de muestras bioldgicas tales como hemocultivos, orina y otros liquidos estériles principalmente liquido
cefalorraquideo.

Palabras Clave: Espectrometria de masas, MALDITOF MS, hemocultivo, orinas, diagnostico microbiolégico, liquido
cefalorraquideo.

COMPARATIVE ANALYSIS BETWEEN MASS SPECTROMETRY AND CONVENTIONAL
METHODOLOGIES FOR THE IDENTIFICATION OF MICROORGANISMS
FROM BIOLOGICAL SAMPLES

SUMMARY

Currently, microbiological identification in clinical laboratories relies on conventional methodology as phenotypic
identification techniques and biochemical tests in conjunction with molecular biology, leading to increment
in turnaround time of approximately 48 to 72 hours to report the correct pathogen. Scientists have sought new
methodologies that can be standardized, capable of identifying pathogens reliably in short times, with good
reproducibility and optimizing workflow with minimum cost; It is at this point where MALDI-TOF MS system
(Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight Mass Spectrometry) comes into place. Since 1975
MALDI-TOF or mass spectrometry was introduced into the field of microbiology, it have achieved the identification
of microorganisms such as gram-positive bacteria, gram negative, yeast and filamentous fungi from pure cultures,
however, the challenge continues to find the way to reduce time and generate potentially beneficial impacts on
the patients, that is why recent research is overturned in the search for the application of mass spectrometry for
identifying microorganisms from biological samples such as blood cultures, urine and other fluids as cerebrospinal
fluid.

Key words: Mass Spectrofotometry, MALDI-TOF MS, blood culture, urine, microbial diagnostic, cerebrospinal fluid.

Introduccion

La espectrometria de masas (MS) es una técnica
que genera caracteristicas de espectros de masas
como huellas espectrales, que son tnicas para cada
microorganismo y por ende ideales para una precisa
identificaciéon en niveles de género y especie. Un

espectrometro de masas se compone de tres unidades
funcionales, (a) una fuente de iones para ionizar y
transferir de la muestra moléculas de iones en una fase
gaseosa, (b) un analizador de masas que separa los iones
en funcién de su relacién masa-carga (m / z), y (c) un
dispositivo de deteccion para realizar la lectura de iones
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separados. MALDI-TOF es una técnica de ionizacién
suave que permite ionizacion de grandes biomoléculas
no volatiles tales como proteinas intactas (1).

Los resultados obtenidos se generan cuando el detector
de iones que mide la masa y carga, genera espectros los
cuales el software del instrumento los compara con una
base de datos de referencia definida, lo que conduce
a la identificacion del microorganismo arrojando los
resultados a través de un puntaje (SCORE) o porcentaje
de probabilidad del espectro que indica el grado de
confianza en el resultado emitido, el cual puede ser
identificacion correcta de género y especie (score >2),
identificacion correcta de solo de género (score 1.7-1.9)
o una identificacién incorrecta del microorganismo
en género y especie (<1.7). La identificaciéon de los
microorganismos lo hace a través del analisis de las
proteinas ribosomales y chaperonas de los mismos;
como las composiciones de proteinas difieren entre
especies bacterianas, incluso entre variedades, especies
y subespecies, se generaran diferentes espectros, lo
que permite la discriminaciéon entre organismos
estrechamente relacionados (2).

Numerosos reportes (3) han demostrado un excelente
desempefio de MALDI-TOF MS para la identificacion
de bacterias y levaduras a partir de cultivos. En todos
los estudios, esta tecnologia ha resultado superior
o equivalente con los métodos actuales usados para
la identificacién de microorganismos, sin embargo,
la reduccion del tiempo y disminucién de los costos
en cuanto a reactivos es lo que hace pensar en la
superioridad de la técnica. Estas caracteristicas hacen
que la aplicacion del MALDI-TOF MS a partir de
muestras bioldgicas, principalmente hemocultivos y
liquidos estériles, sea una llamativa opcién para obtener
una mayor rapidez en la entrega del resultado.

A continuacién se presenta una revision del tema
realizada a partir de articulos de revistas indexadas en
bases de datos como Pubmed, Clinical Key, Science
Direct, publicados en los tltimos 5 aflos, en los cuales
se analizan las posibles variables que puedan influir en
los resultados de identificacién de microorganismos
a partir de muestras bioldgicas, las diferencias entre
los protocolos pre analiticos establecidos por los
investigadores y la oportunidad ofrecida por esta
tecnologia en comparaciéon con las metodologias
convencionales.

Revision de Tema

El sistema MALDI-TOF surge en la microbiologia como
una opcién que permite llevar a cabo la identificacion
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rapida de microorganismos. En la literatura cientifica
se observan reportes de las diferentes limitaciones y
dificultades encontradas en los experimentos realizados
para la identificacion de los microorganismos a partir
de muestras bioldgicas, dentro de las cuales se pueden
citar la cantidad de bacterias que pueda estar presente
en la muestra (Limite de detecciéon del MALDI-TOF
para lograr un buen Score), el volumen necesario de la
muestra, la pureza de las mismas (monomicrobianos
y polimicrobianas), interferencias propias de la
muestra y protocolos previos a la identificacion de los
microorganismos, entre otros.

Hemocultivos:

Los estudios mas notables para identificacion de
microorganismos en muestras son a partir de
hemocultivos. Las bacteriemias se han convertido en
una causa importante de morbimortalidad; European
Antimicrobial Resistance Surveillance System muestra
un incremento anual del 6,4 % de los episodios de
bacteriemia en Europa durante los tltimos aiios, ademas
de un preocupante aumento del aislamiento de bacterias
resistentes en la sangre, hecho que limita las opciones
terapéuticas de estas infecciones. Agency for Healthcare
Research and Quality observa que la tasa de mortalidad
en pacientes con bacteriemia es ocho veces mayor que
la de pacientes sin esta patologia, pudiendo alcanzar
hasta el 80 % de los casos. Por otro lado los pacientes
que se complican con sepsis suelen requerir el ingreso
en unidades de cuidados intensivos y frecuentemente
presentan bacteriemia, ésta asciende hasta el 11% de
los casos en ICI, y en general en el hospital las tasas de
mortalidad por bacteriemia oscilan entre 25 y 80%. El
diagndstico precoz y tratamiento de la sepsis bacteriana
es esencial para un resultado favorable del paciente.
Kumar et al, informan un descenso promedio del 7,6%
en la supervivencia del paciente por cada hora de retraso
en la identificacién del agente causal y por lo tanto en
el reporte del tratamiento antibiético, después de la
aparicion de la hipotension, relacionada con la sepsis
(4).

No obstante las candidemias también pueden llevar
a complicaciones devastadoras y generar un marcado
incremento en el costo de hospitalizacion. La mortalidad
sigue siendo elevada, al igual que las bacteriemias, sobre
todo cuando la terapia con medicamentos antimicéticos
no se administra de inmediato. La prevalencia de las
diferentes especies de Candida varia de region a region, y
los patrones de susceptibilidad son especie especificos. En
consecuencia la rapida y precisa identificacion del agente
causal es fundamental para el éxito del tratamiento (5).
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Figura 1: Protocolo pre analitico para hemocultivos.
Tomado de La Scola y col, 2010 (6).

Gramnegativos

En gramnegativos, los resultados reportados han sido
constantes en cuanto al buen score y al mayor grado
de concordancia con los métodos convencionales.
Este hecho se ha visto repetidamente; en el caso de La
Scolay col. en el 2010, ellos realizan un estudio con 599
hemocultivos positivos, a partir de los cuales reportan
la aplicacion de dos protocolos pre analiticos (acido
tricloroacético y acido férmico) para tratar las muestras
(Figura 1), con los cuales obtuvieron un porcentaje de
concordancia con la metodologia convencional a nivel
de especies de un 94%; hecho similar que reporta Kok
y col en el 2011 (7), teniendo una cantidad de muestra
de 507 analogo a La Scola (6). Juiz y col en el 2012
(8) a pesar de contar con una muestra mucho menor
que la de los investigadores anteriores (n=_85), logra
comparar dos protocolos pre analiticos, un método
casero y el método comercial sepsityper (Figuras 2 y 3
respectivamente), obteniendo en ambos un buen score
de concordancia y un alto porcentaje de identificacion
para microorganismos gramnegativos, (por el método
casero 94.74% para género y 84,21% para especie y por
el kit Sepsityper 94.74% tanto para género como para
especie). Resultados similares reportan Buchan(4),
Foster(9) y Schubert(10).

Una ventaja que los investigadores han observado
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Figura 2: Protocolo pre analitico para hemocultivos.
Tomado de Juiz y col 2012 (8).

en la tecnologia MALDI con respecto a los procesos
convencionales, es que estos ultimos no tiene la
capacidad de disgregar complejos de microorganismos.
El caso puntual y mas visto en los estudios corresponde
al complejo Enterobacter Cloacae; Buchan(4) vy
Ferreira (11) coinciden en encontrar casos en los que
por microbiologia convencional la identificacién fue
Enterobacter cloacae, mientras que por MALDI-TOF
fue E. asburice.
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identificacion a nivel de género y especie de las bacterias
gramnegativas por MALDI-TOF, otros investigadores
han reportado ciertos errores, como es el caso de
Prod 'hom y col en el 2010; este grupo obtuvo en su
investigacién (n= 126), cinco identificaciones erradas
en gramnegativos con scores bajos, la mayoria debido a
la presencia de capsula, la cual genero6 interferencia en la
identificacion del perfil proteémico del microorganismo
(2 K. pneumoniae 'y 2 Haemophilus influenzae)(12). Este
mismo fendmeno también fue observado por Foster
en el 2013, con identificaciones erréneas de Klebsiella
pneumoniae que registraban como falso resultado
Enterobacter aerogenes (9). Otro fendmeno negativo
visto en la metodologia MALDI-TOF son aquellos
casos en los que existe homologia entre las proteinas
ribosomales de los microorganismos; caso puntual de E.
coli vs. Shiguella spp, en donde el sistema MALDI-TOF
identifica erradamente E.coli como Shiguella spp.(13).

Grampositivos

En grampositivos la concordancia entre las metodologias
convencionales y la tecnologia MALDI-TOE, fue mucho
mas baja que en el caso de gramnegativos. La Scola, en
sus dos protocolos de extraccion de proteinas, (Imagen
1) obtuvo muy bajo desempeiio del MALDI-TOF para
la identificaciéon de grampositivos, teniendo como
resultado para el protocolo con acido trifluoroacético
un 37% de concordancia y aunque mejor6 en un 30%
mas con el segundo protocolo (Acido férmico), la
concordancia permanecié baja, de 67% (6). Resultados
similares se encuentran en el estudio de Ferreira (11),
obteniendo una concordancia de apenas 64,8% a nivel
de género, y mucho menor a nivel de especies 31.8%.

En otros estudios, en los cuales el protocolo pre analitico
utilizado fue el kit comercial sepsityper, los resultados
para grampositivos, mejoraron enormemente; Buchan
y col en el 2011 reportan una concordancia a nivel de
genero un 98,1% y para especies de un 93,3%, en este
mismo afo (4), Schubert reporta un 86,3% a nivel de
especies (10); pero a pesar de la buena correlacion que
se observo en estos dos estudios, Kok y col en 2011,
utilizando igualmente el Kit sepsityper reportan para
grampositivos apenas un 67% de identificacion correcta
(7); lo que hace pensar que aunque efectivamente el
sepsityper podria ser un buen protocolo pre analitico
para identificacion de microorganismos grampositivos a
partir de hemocultivos, éste presenta ciertas deficiencias
que afectan los resultados, posiblemente porque no se
realizaron lavados previos de las células ya que este paso
no se encuentra dentro de su protocolo o insuficiente
cantidad de muestra utilizada (14).
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Las principales limitaciones que han visto los
investigadores para lograr una identificacién precisa
de los grampositivos son a) la composicion de la pared
celular de las bacterias gram-positivas que confieren
mayor resistencia a la lisis, b) posible presencia de
proteinas residuales de la sangre que produzcan
interferencia.

Tomando en cuenta la regular experiencia de trabajar
espectrometria a partir de hemocultivos para
grampositivos, Foster en 2013, aplica un protocolo
pre analitico (Figura 4), basado no solo en procesos
de lavados y centrifugacién, sino que agregd una
sustancia detergente para poder destruir las paredes de
los grampositivos, obteniendo excelentes resultados de
concordancia con la metodologia convencional, tanto
a nivel de género (95,1%) como a nivel de especies
(88.1%), por lo que se puede decir que la teoria de
utilizar protocolos pre analiticos con sustancias mas
fuertes y capaces de destruir la pared bacteriana gruesa
de los grampositivos, pueda mejorar el rendimiento del
MALDI-TOF con respecto a los mismos (9).
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Ademas del bajo rendimiento observado en las diversas
investigaciones revisadas, todas en su mayoria coinciden
en el hecho de la identificaciéon discordante del género
Streptococcus a nivel de especies. Se ha visto en varios
estudios, como es en el caso de Stevenson y col 2010,
discordancias en la identificaciéon de 8 botellas de
hemocultivos con  Streptococcus, los cuales fueron
identificados como Streptococcus pneumoniae por
MALDI-TOF Bruker, siendo Streptococcus mitis/oralis
por metodologia convencional (15); resultados similares
fueron obtenidos por Kok (7), Ferroni (16), Buchan (4)
y Schubert (10).

Foster, en 2013 en un estudio similar a los anteriores, en
el cual utiliza el espectrometro de masas de Biomerieux
(Vitek-MS), encuentra un mejor rendimiento en
los Streptococcus, habiendo obtenido un 80,1% de
identificacién correcta del total de los Streptococcus
encontrados en su investigacion (18/21), lo que sugiere
que la base de datos que utiliza el Vitek MS, pudiese ser
un poco mas robusta que la de MALDI-TOF Bruker,
o que el protocolo pre analitico empleado por este
investigador, permitié una mejor diferenciacion a nivel
de especies de este género (9).

Este error recurrentemente reportado por los
investigadores se ha justificado a través de la incapacidad
que tiene el sistema MALDI-TOF de diferenciar entre las
especies de los Streptococcus, debido ala estrecha relacion
filogenética existente entre las diversas especies de este
género; no obstante el sistema MALDI-TOF es capaz de
equivocarse en la identificacion de Streptococcus mitis/
oralis como Streptococcus pneumoniae, pero no viceversa,
ya que el software no permite escapar microorganismos
de tanta relevancia (10).

Debido a esta limitante del MALDI-TOF, los autores
sugieren que ante la identificacién de Streptococcus,
se recurra a métodos convencionales rdpidos como
pruebas adicionales, por ejemplo, el uso de métodos
inmunoldgicos para la detecciéon de antigenos en
latex como el Slidex pneumo Kkit, el cual fue usado
en el estudio de Ferroni y col en el 2010, dando una
excelente sensibilidad y especificidad del 100% y 95%
respectivamente (16) o el uso de la optoquina y la
solubilidad en bilis para diferenciar otras especies de
Streptococcus pneumoniae (7)

Con respecto al género Staphylococcus, los reportes
de los diferentes investigadores son variados; Se
han obtenido un 100% de concordancia entre los
métodos convencionales y MALDI-TOF, para lograr
diferenciar con alta precision los Staphylococcus
aureus, de los Staphylococcus coagulasa negativo
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(S. CoNS) estableciendo un protocolo pre analitico
bastante efectivo para grampositivos, como es el uso
de un detergente Saponina al 5% (Figura 5), hecho
de gran relevancia, por la importancia de diferenciar
entre una bacteriemia por Staphylococcus aureus o por
Staphylococcus coagulasa negativos, siendo estos ultimos
usualmente contaminantes en la toma de muestra (16).
En ocasiones se observa, un porcentaje relativamente
alto de identificacion de genero Staphylococcus, pero
sumamente baja la concordancia a nivel de especies, e
incluso no se logra ningun espectro de identificacion
(11) las posibles causas de esto no son discutidas por los
investigadores en sus ensayos.
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Figura 5: Protocolo pre analitico para hemocultivos.
Tomado de Ferroni y col 2010 (16).

Levaduras

Con respecto a levaduras, los resultados son mucho mas
deficientes que para bacterias, hecho que se adjudica a
las caracteristicas propias de las levaduras (membranas
abundantes de lipidos como el ergosterol, y pared
celular rica en quitina) lo que convierte en una tarea
muy dificil la identificaciéon de las levaduras a partir
de hemocultivos; es por esto que se debe encontrar un
protocolo lo suficientemente efectivo que destruya la
estructura de la levadura y de esta manera lograr una
confiable identificacion de las mismas a nivel de especies
a partir de MALDI-TOE En los articulos revisados se
ha evidenciado el impacto que tienen los protocolos pre
analiticos, donde repetidamente se observa la necesidad
de utilizar agentes detergentes fuertes que puedan
disolver su estructura.

Hoy en dia hay numerosos estudios unicamente
enfocados a la identificacion de candidemias, como
es el caso de Marinach-Patrice y col en 2010 los cuales
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obtuvieron excelentes resultados, aplicando un
protocolo pre analitico basado en SDS al 0.1% (Figura
6), sustancia detergente capaz de disolver las membranas
y paredes de la levadura. La identificaciéon por MALDI-
TOF correspondié en un 100% con la identificacién
realizada por metodologia convencional (17). El estudio
de Spanu y colaboradores, también utiliza una sustancia
detergente en su protocolo pre analitico en este caso
Tween 80 al 0.1% (Figura 7), logrando la identificacién
de 91.3% a nivel de especies de los 346 hemocultivos
positivos (5). A pesar de la buena identificacion de
levaduras, estos investigadores encontraron deficiencias
en laidentificacion de una especie en especifico, Candida
guillermondi, al parecer por caracteristicas propias de
pared de la especie o de la base de datos que no permite
establecer una comparacion de huellas espectrales,
hecho que reportan también otros autores, los cuales
encontraron problemas incluso en la identificacion de la
levadura a partir de colonia pura.

Como se ha venido discutiendo, es mucho mas
complicada la identificacion de las levaduras a
partir de hemocultivos, que gramnegativos e incluso
que grampositivos, por lo que se deben establecer
protocolos mucho mas eficientes que incluyan
sustancias tensioactivas como los detergentes, para
lograr identificaciones correctas a nivel de especie, ya
que sabemos que el tratamiento de estas infecciones es
especie-dependiente.
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Figura 7: Protocolo pre analitico para hemocultivos.
Tomado de Spanu y col 2011 (5).

identificable en la base de datos, debido a que se solapan
los perfiles de los microorganismos implicados (18)
otros estudio evidencian que solo es capaz de identificar
a aquel microorganismo que se encuentra en mayor
concentracion e incluso reportando muy buenos scores
(4,10). Estos datos son un poco desalentadores ya
que estudios previos calculan alrededor de un 5% de
los hemocultivos tienen mds de un microorganismo.
Segun los investigadores, se deben realizar ajustes en los
software de los espectrometros de masas, para lograr la
diferenciacion en cultivos mixtos, es por esto que nunca
se podra dejar de lado la tincién de gram, ya que ademas
de proveer un informe preliminar para el médico, orienta
al analista en si la infeccién en mono o polimicrobiana.

Limite inferior de deteccion

Reportan algunos investigadores que la concentracion
de los microorganismos en la botella de hemocultivos,
es crucial ya que dependiendo de la concentraciéon del
microorganismo los resultados dardan con mayor o
menor puntaje de concordancia con los espectros de
la base de datos. Stevenson y col determinaron que la
concentracion idénea de bacterias para obtener un
buen score de concordancia con la base de datos, es
de 106UFC/ml (15), datos que coinciden con los de
Christner y col la cual indica que la concentracién
para tener un buen score (> 2) debe ser de 106 a 109
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UFC/ml (18). Yan y col, reportan como limite inferior
de deteccion para el MALDI-TOF en identificacion de
levaduras 5.9x105UFC/ml, el cual realizo este estudio
inoculando a las botellas de hemocultivos Candida
parapsilosis a distintas concentraciones, hasta encontrar
la concentracién a la que fue detectada por MALDI-
TOF correctamente (14).

Tipo de Botella de Hemocultivo para andlisis por
Espectrometria

Finalmente, algunos estudios han sugerido diferencias
significativas en la eficacia de la identificaciéon mediante
MALDI-TOF MS entre los diferentes sistemas de
hemocultivos disponibles comercialmente. Asi mientras
la mayor parte de los estudios realizados usan el sistema
BACTEC (Becton Dickinson, EE.UU) y obtiene
identificaciones correctas en mas del 85% de los casos,
otros estudios realizados mediante el sistema Bact/
Alert (bioMérieux, Francia) obtienen resultados muy
inferiores, en torno al 30% (19). Sin embargo la mayoria
de los estudios se realizan con el sistema BACTEC
(Becton Dickinson, EE.UU) y muy pocos con el sistema
Bact/Alert (bioMérieux, Francia), se recomienda que se
hagan mas estudios comparativos entre estos sistemas
de hemocultivos. Para el 2011, Romero-Gémez compara
tres sistemas de hemocultivos (BACTEC, Bact/Alert
y VERSATREK (TREK Diagnostic Systems, Thermo
Fisher, EE.UU) muestra diferencias a favor de BACTEC
76.1% (32/42), frente a Bact/Alert 61.5% (32/52) y
VERSATREK con un 68.57% (24/35), sin embargo estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas; a su
vez este estudio revelé que los sistemas de hemocultivo
con carbdn, no dan buenos scores de identificacidén en
equipos de espectrometria (20).

Orinas

Las infecciones del tracto urinario (ITU) constituyen
una de las patologias infecciosas mas frecuentes, tanto
en la comunidad como en el ambito hospitalario. La
confirmacién microbioldgica de las ITU toman entre
24-48 horas por métodos convencionales, durante
este tiempo los pacientes se encuentran con terapia
empirica, para algunos innecesarias o inadecuadas.
Tradicionalmente el rapido diagnédstico de ITU se
basa en el gram de orina, el cual provee un rapido
resultado, confiable y econémico para la identificacion
de bacteriuria. Siendo el urocultivo el gold standar en
el diagnoéstico de las ITU sigue siendo demorado en su
resultado. De este modo tratando de minimizar costos
y tiempo, se ha intentado emplear el uso del sistema
MALDI-TOF para la identificacion microbiana a partir
de las muestras de orinas, utilizando igualmente como
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en los hemocultivos, protocolos pre analiticos para
lograr la disminucién o eliminacién de interferencias
analiticas propias de las muestras y tratar de concentrar
al maximo los microorganismos.

Actualmente la mayoria de las investigaciones orientadas
a la identificacion de microorganismos a partir de
muestras de orinas, buscan determinar el limite inferior
de deteccién por el sistema MALDI-TOE ya que a pesar
de que el contaje considerado por la mayoria de los
médicos es > 105 UFC/ml en ciertos pacientes, como
mujeres embarazadas, niflos, pacientes con sondas
o catéteres, pacientes inmunocomprometidos, o con
enfermedades de bases como la diabetes mellitus, o
cancer, una infecciéon del tracto urinario puede ser
considerada hasta con un contaje de 102, y es en estos
pacientes donde se necesitaria el resultado con mayor
prontitud.

Conlaidea de poder identificar la minima concentracién
de bacterias en orinas que pueda detectar el sistema
MALDI-TOF MS, en 2013 Wang y col, establecen
diferentes diluciones de los microorganismos mas
comunes implicados en infecciones urinarias, para
determinar la minima concentraciéon a la que podian
ser identificados por MALDI-TOF MS, teniendo como
resultado mas bajo requerido para la identificacion para
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae y Pseudomona
aeruginosa 3.0x104 UFC/ml, lo que significa se necesita
un contaje bastante alto (21). Kohling y col en el 2014
evidencian que el sistema MALDI-TOF MS logra
identificar correctamente el uropatégeno cuando éste se
encuentra en un contaje mas bajo que el reportado por
Wang, de 103UFC/ml (22). Ferreira en 2011 determiné
que los resultados para limite inferior de deteccion del
MALDI-TOE dieron similares a sus resultados de las
muestras clinicas, ya que todas las muestras que tenian
un contaje bacteriano entre 5x104 y 9x104 UFC/ml
dieron una correcta identificaciéon con un alto score,
mientras que las que tenfan un contaje <5x104 UFC/ml,
no generaron una identificacién confiable (Score <1.7)
(23). Esto revela junto conlos dos estudios anteriormente
nombrados que uno de los factores mas influentes en la
identificacion correcta de los microorganismos a partir
de muestras de orinas, es la concentracion a la cual
se encuentra la bacteria en la muestra; MALDI-TOF
no es capaz de identificar correctamente la bacteria
en muestras en que ésta se encuentre por debajo de
103UFC/ml.

Los resultados correctos de identificacion también estdn

influenciados por el protocolo preestablecido por los
investigadores, este paso al igual que en los hemocultivos,
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es fundamental para lograr una identificacion correcta.
Una posible causa que permitié que los estudios de
Kohling en 2014, pudieran detectar hasta 103UFC/
ml, pudo haber sido el protocolo establecido por estos
investigadores.

Como técnica rapida y de apoyo al MALDI-TOE en
2014 Burillo y col, toman la tincién de gram como guia
en la identificacion del uropatogeno, concluyendo que la
tincion de gram si ayuda a predecir ausencia o presencia
de bacteriuria y conjuntamente con el resultado del
MALDI-TOF MS pueden ayudar a la instauraciéon de
la terapia adecuada en tan solo una hora (24). Con
respecto a dificultades encontradas en la identificacion
de microorganismos a partir de muestras de orina,
Burillo, en su trabajo, demuestra que al igual que ocurre
con los hemocultivos la identificacién de levaduras no es
facil y que se deben establecer protocolos pre analiticos
mas fuertes que logren destruir la pared de la levadura
para lograr la identificaciéon no solo a nivel de genero
sino también a nivel de especies.

En el caso de infecciones mixtas, los estudios de
Wang (21) demuestran que la identificaciéon de los
microorganismos dependerd de su relaciéon en cuanto
a cantidad en la muestra; éste grupo realizé diluciones
1:1, 1:2, 1:4 y 1:9 y viceversa de E.coli con Paeruginosa
y de E.coli con E. faecium, determinando que si la
relacion es 1:1 o 1:2, MALDI-TOF MS sera capaz de
identificar ambos, pero si la relacion es 1:4 en ocasiones
si selogra identificar ambos, pero definitivamente en 1:9
solo se podra identificar al que se encuentra en mayor
proporcion.

En las investigaciones de Kohling (22) y Burillo
(24), detectaron un triplete de picos proteicos de alta
intensidad con m/z de 3371.0 3342.5 y 3486.5 Da propios
dela muestra del paciente, que correspondian a proteinas
a defensinas las cuales se han visto que aumentan en
aquellos pacientes con pielonefritis, o cancer de vejiga;
en ambos estudios, las defensinas suprimieron los
picos péptidicos generados por el microorganismo en
la muestra, por lo que no se logra identificar el mismo.
De acuerdo con Kohling y col, es necesario establecer
un protocolo que permita separar correctamente estas
proteinas de las bacterias, pero resulta bastante dificil,
ya que estas moléculas son anfipaticas e interactian con
la membrana bacteriana, por atraccion electrostatica
(22). Ferreira y colaboradores igualmente detectaron
estos picos de m/z pero no indican a que se deben si no
que son probablemente de proteinas del paciente (23).

Eluso del sistema MALDI-TOF MS paralaidentificacién
de microorganismos en orina disminuye el tiempo de
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diagnéstico enormemente, pudiendo dar resultados
confiables en tan solo una hora, variando este tiempo
de acuerdo al protocolo pre analitico empleado, sin
embargo, en infecciones del tracto urinario vale la pena
reevaluar su utilidad, debido a que los resultados fiables
son obtenidos cuando se tiene un contaje > 105 UFC/
ml, y no todas las infecciones cursan con este contaje tan
alto, de hecho en pacientes que llegan de emergencia,
que estén hospitalizados con enfermedades de base, o
que se encuentren inmunocomprometidos, se deben
considerar multiples factores y en estos casos el punto de
corte del contaje puede disminuir, por lo que MALDI-
TOF no seria de gran utilidad en estos pacientes a pesar
de ofrecer oportunidad en el resultado. MALDI-TOF
efectivamente es capaz de identificar microorganismos,
pero su utilidad real debe ser lograr la deteccion de
infeccion urinaria, porlo que se debe buscar unalgoritmo
que permita diagnosticar infecciones del tracto urinario
por este sistema, como el que recomienda el estudio de
Burillo (24), sin olvidar relacionarlo con los factores
propios del paciente.

Liquidos estériles (liquido cefalorraquideo)

La meningitis bacteriana representa una de los tipos de
infecciones mas serias e importantes debido a la alta tasa
de mortalidad y morbilidad en los pacientes, por lo que
se necesita de rapidez y precision en la identificacion del
agente causal. Debido a la inmediatez que se necesita
para este tipo de infecciones, el sistema MALDI-TOF
puede ser de gran utilidad, sin embargo, en la literatura
cientifica hay muy pocos articulos que hablan sobre su
uso para la identificacion directa de microorganismos a
partir de LCR. Nyvangy col en 2010 presentan un caso de
un hombre de 46 afios con sintomatologia meningea, el
LCRes procesado dela siguiente manera: Centrifugacion
a baja velocidad para remover leucocitos, seguido por
centrifugaciéon a alta velocidad, para obtencién del
pellet bacteriano. El pellet fue solubilizado con acido
férmico y acetonitrilo, centrifugado y analizado por
MALDI-TOF MS. La identificacién generada por
MALDITOF MS fue Streptococcus pneumoniae la cual
se interpretd como valida a nivel de especies después de
la manipulacién manual de los datos, aunque el analisis
automatico habria permitido sélo una identificacién a
nivel de género (25).

El uso de esta técnica en combinacién con tincién de
Gram y cultivo tradicional podria mejorar el diagnéstico
de meningitis bacteriana, mejorando el tiempo de
diagndstico, lo que permitiria instaurar una terapia
antimicrobiana adecuada y agresiva para la poblacion
que se encuentra en estado critico, y de esta manera
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tratar de disminuir las tasas de morbi-mortalidad.
Sin embargo se requiere de mas estudios para poder
generar conclusiones con respecto a la identificacion
de microorganismos en otros liquidos estériles por
MALDI-TOF MS, ya que el tnico articulo encontrado
unicamente habla de liquidos cefalorraquideo.

Protocolos pre analiticos aplicados a muestras
biologicas para la identificacion de microorganismos
por espectrometria de masas.

La etapa crucial que garantiza resultados fiables
con el sistema MALDI-TOF MS, es el protocolo pre
analitico que se establece para poder lograr obtener
el microorganismo lo mas puro posible a partir del
hemocultivo, sin necesidad de cultivos previos en agar.
En todos los articulos discutidos, se ha evidenciado que
para los microorganismos gramnegativos, cualquiera
de los protocolos son validos para obtener excelentes
scores de identificacion, ya que por sus caracteristicas
morfoldgicas con respecto a grampositivos y levaduras,
con un simple proceso de centrifugacion a diferentes
velocidades y varios lavados, se puede lograr una
identificacién con scores altos, garantizando fiabilidad
en el resultado. Estos hechos que se han evidenciado en
diversos estudios, en especial el de Juiz y col (8), que
compard dos protocolos uno simple casero, basado
en diferencial de centrifugacion, y el otro fue el kit
comercial de sepsityper, obtuvo tanto para el primero
como para el segundo protocolo, excelentes resultados.
Para el protocolo casero obtuvo un nivel de concordancia
con respecto a la metodologia convencional, para
gramnegativos del 94,7% a nivel de género, y 84,62% a
nivel de especies, y con protocolo del kit Sepsityper de
Bruker, obtuvo un mayor porcentaje de concordancia
tanto a nivel en género como de especies de 94,74%; esto
debido a que sepsityper incluye mds pasos en los cuales
se agregan buffer de lisis celular, ademds de un proceso
de extraccion de proteinas, por lo que se logra eliminar
o disminuir los posibles interferentes relacionados con
la muestra. Ha quedado evidenciado que si se utilizan
protocolos pre analiticos mas agresivos con bufter de
lisis, diferencial de centrifugacion, multiples lavados, se
logra la eliminacion de los interferentes y se obtienen
resultados mas precisos y con altos score.

En el caso de grampositivos y las levaduras, se demostro
que protocolos sencillos basados en procesos de
centrifugacién a diferentes velocidades y lavados, no
generan un buen rendimiento del MALDI-TOF MS
incluso aplicando protocolos de extraccion de proteinas
con etanol y acido férmico o trifluoroacético (La Scola
37% (6), Juiz 44.3% (8), Ferreira 31.8% (26)) por lo
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que es necesario agregar sustancias detergentes o
tensioactivas como lo son el SDS, Tween 80, saponina,
entre otros (4,9,16,17) que sean capaces de romper la
pared bacteriana gruesa del grampositivo y la pared
y la quitina de las levaduras de manera tal que se
liberen las proteinas y pueda generarse un espectro de
identificacion a nivel de especies.

Igualmente que en los gramnegativos el kit sepsityper
arroja buenos resultados con los grampositivos, de
acuerdo con Buchan y col el porcentaje de concordancia
con metodologia convencional a nivel de género y
especies fue de 98.1% y 93.3% respectivamente (4)
y Schubert, arrojé un porcentaje de concordancia
del 86.3% a nivel de especies, utilizando este kit y
para levaduras de 70.6%(10). Yan y col realizé6 un
pretratamiento a los hemocultivos con levaduras de
dos lavados previos y centrifugacion antes de utilizar
el kit sepsityper, con lo que obtuvo una identificacion
correcta de todas las especies de levaduras en su estudio,
que genero resultados reproducibles y confiables (14).

En el caso de las orinas se ha evidenciado lo mismo con
respecto al uso de sustancias detergentes como el SDS;
en 2014 Juanes-Sanchez (27), realiza un pretratamiento
con SDS al 10% en 71 muestras que habian dado en
estudios anteriores scores < 2 pero que tenian un contaje
>105 UFC/ml en estudios anteriores a los que se le
habia aplicado el protocolo pre analitico de Ferreira y
col (26), (Figura 8) obteniendo una mejora del 46.5%
en el score de aquellos que habian sido identificados
correctamente, y logrando la identificacién del 31%
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de las muestras que en el estudio anterior no habian
logrado ser identificadas, con lo que demuestra que el
pretratamiento al igual que en hemocultivos, puede
mejorar enormemente los resultados de identificacion
debido a que este detergente es capaz de lisar las células
bacterianas y demas células propias de las muestras de
orinas (leucocitos, eritrocitos), logrando eliminar la
mayoria de los interferentes y mejorando el rendimiento
del MALDI-TOF (27). Budillo y col, (Figura 9) en su
estudio tienen un proceso de incubaciéon con Tween 80
al 0.1% con lo cual obtuvo muy buenos resultados de
concordancia a nivel de especies con la metodologia
convencional (93.8%)(24).

Burillo et al., 2014
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Oportunidad de la espectrometria de masas

En 2012 Lagacé-Wiens y col (28), realizan un anélisis
de desempefio, costo y tiempo de respuesta del
MALDI-TOF cuando es utilizado para identificacion
de microorganismos a partir de hemocultivos
comparado con metodologia convencional. El tiempo
de respuesta fue determinado por dos enfoques, el
primero reflejando una situacién ideal, en la cual una
vez que el hemocultivo marcara positivo por el equipo
automatizado, éste fuera procesado por MALDI-
TOF y un segundo enfoque, en donde se evalta el
tiempo en aquellos microorganismos que dan un score
insuficiente para lograr una identificacion definitiva o
que el microorganismo requiera confirmacién (como
en el caso de los Streptococcus del grupo mitis) con
metodologia convencional. Los resultados obtenidos,
refieren una reduccion en el tiempo de respuesta de
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34.3 horas, asumiendo la situacién ideal, y de 26,5
horas en la segunda situacion ya que se requiere de
identificacion por sub cultivos (28). Estas observaciones
fueron similares en el trabajo de Buchan y col en 2011
el cual reporta un rango de 23-83 horas mas rapido para
aislamientos de grampositivos y de 34-51 horas para
aislamientos de gramnegativos (4). Igualmente estudios
como el de Stevenson y col (15), Kok y col (7), Christner
y col (18), entre muchos otros reportan resultados
fiables con un alto desempefo del MALDI-TOF, entre
1 y 2 horas, dependiendo del protocolo pre analitico
establecido, por lo que se reduce el tiempo de respuesta
de 24-48 horas.

Con respecto a las muestras de orinas, no se encontrd
ningun articulo que evalte la reduccion del tiempo en
horas, como en el caso de los hemocultivos, inicamente
indican que se disminuye el tiempo entre 30 y 1 hora
para dar el resultado (21).

Conclusiones

Existen multiples variables que interfieren en la
obtencion de un resultado correcto por espectrometria
de masas a partir de muestras biologicas, como lo son
la concentraciéon del microorganismo en la muestra,
volumen necesario de muestra, el protocolo pre
analitico establecido por el investigador, el tipo de
microorganismo y su estructura, si es grampositivos,
gramnegativo o levaduras, pureza de las muestras
(monomicrobianas y polimicrobianas); Todas deben
ser consideradas en conjunto para lograr resultados
que brinden oportunidad al paciente y confiabilidad al
médico.

La falta de protocolos estandarizados contribuye a las
diferencias reportadas en el desempeiio de MALDI-
TOF MS en la identificacion directa de patogenos a
partir de muestras bioldgicas. Actualmente el tnico
kit pre analitico patentado y estandarizado es el de la
casa Bruker, que se denomina Sepsityper® y puede ser
utilizado Gnicamente a partir de hemocultivos.

Microorganismos con proteinas ribosomales homologas
o correlacion filogenética, el sistema MALDI-TOF
tiende a identificarlos erréneas a partir de hemocultivos,
por lo que se debe recurrir a pruebas confirmatorias.

Una de las variables mds importantes a tomar en
cuenta para trabajar espectrometria de masas a partir
de muestras bioldgica es el tipo de microorganismo
(gramnegativos, grampositivos y levaduras) y a partir de
esto establecer el protocolo pre analitico, ya que de esto
depende el éxito del resultado.

Los estudios realizados a partir de muestra de orina
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buscan la disminucién del tiempo de respuesta
ante una infecciéon pero no han logrado identificar
microorganismos con un buen score, cuando hay
contajes bacterianos menores a 103UFC/ml.

Se requieren mas estudios a partir de otros liquidos
estériles como liquido cefalorraquideo, liquido pleural
o sinovial, para poder generar conclusiones sobre estos.

Finalmente la emision de resultados empleando
el sistema MALDI-TOF MS, a partir de muestras
bioldgicas, disminuye el tiempo de respuesta en dias,
cuando se compara con la metodologia convencional
implementada actualmente en nuestros laboratorios.
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al editor y comunicaciones breves relacionadas con biologia
humana, bioandlisis y dreas afines, que contribuyan al avance
de la investigacion y difusion cientifica.

Envio del Trabajo

El autor debe enviar un original del articulo, con una carta de
presentacion firmada por todos los autores como constancia
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interpretacién delos datos, redaccién delarticuloy, enlarevision
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 direcciéon y correo electrénico.
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todas las entidades financieras y las relaciones personales que
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La revista utiliza en forma preferencial el sistema electrdnico,
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Sistema de Arbitraje
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externo, realizado por tres drbitros con experticia en el tema
especifico. Las revisiones igualmente son evaluadas por
especialistas. La decision se tomara de acuerdo a la opinién de
los arbitros aprobada por el Comité Editorial. La autoria del
articulo y el arbitraje, son del dominio exclusivo del Comité
Editorial. Los autores recibiranla opinion de los darbitros
con las recomendaciones por parte del Comité en cuanto a
modificaciones de forma y redaccién. Las respuestas deben
enviarse en un lapso prudencial, con una carta donde el autor
senale 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 comenzara en pagina nueva, todas
numeradas, con la siguiente secuencia: pagina del titulo,
nombre completo de los autores (sin titulos profesionales),
direccion de la(s) institucion(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 espanol e inglés (corto, no mds de 15 palabras, 75
caracteres), Titulillo en espafol Resumen y Palabras Clave
en espafol e inglés), Introducciéon, Metodologia, Resultados,
Discusion, Agradecimientos, Referencias. Cuadros e
Ilustraciones. Cada seccion debe comenzar en hoja aparte, asi
como también los cuadros e Ilustraciones con sus respectivos
pies o epigrafe.

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

Introduccion expresa el propdsito del articulo, los antecedentes
internacionales y nacionales, mediante referencias actualizadas.
En el ultimoparrafo de la introduccion debe aparecer en forma
clara y precisa el objetivo del estudio.

Metodologia describa claramente como se eleccionaron los
sujetos que participaron en el estudio, edad, sexo y otras
caracteristicas importantes. En los manuscritos de revision
se incluird una seccién 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 instituciéon
donde se realiz6 la investigacion, asi como el consentimiento
de los individuos que participaron vy, evitar en todo momento
que puedan ser identificados, tener especial cuidado con las
fotografias. Cuando se trate de experimentos con animales,
mencione si se cumplieron las normas de la 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 mediciéon 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 seccion el tiempo
pretérito.

Discusién. Destaque los aspectos nuevos e importantes del
estudio y las conclusiones que se derivan de los resultados.
Cuidese de no 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 actualizada
relacionadas con el estudio. Establezca el nexo entre las
conclusiones y los objetivos del estudio, y cierre la discusion con
la conclusién mds importante del estudio o con la propuesta de
nuevas hipdtesis, cuandoestén 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 seguirdn el proceso de arbitraje externo
En la revista también se publican reportes cortos de hallazgos
de interés para el ambito de la revista, asi como casos clinicos
cuya ocurrencia sea un verdadero hallazgo.

Las cartas al editor, por lo general estan referidos a comentarios
de articulos recientes publicados en la revista y su extensién 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 ndmeros ardbigos y asigne un titulo
breve en mintscula. Cada columna llevara un encabezamiento
corto o abreviado. En las notas al pie se explicaran todas las
abreviaturas no usuales empleadas en el cuadro. Si incluye datos
publicados o inéditos o de otra fuente, obtenga la autorizacién




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

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 comprensién 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
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