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EDITORIAL

La Revista Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas es una
publicacion de gran significado e importancia en la difusion de la productividad cientifica de los
profesionales del Bioandlisis de todo el pais. Iniciamos el aflo 2016 con nuevos retos y la esperanza
de que sea un afio muy fructifero para la investigacion en nuestra Venezuela.

En esta oportunidad les presentamos diversos topicos relacionados con distintas areas del
Bioanalisis. Comenzamos este nimero con un articulo sobre la distribucién de los polimorfismos
GSTM1, GSTT1 y GSTPlde la Glutation S-transferasas (GSTs) en individuos venezolanos,
obteniendo a través de esta investigacion, datos importantes para la realizacion de estudios de
asociacion de estos polimorfismos con efectos de riesgo de enfermedades y respuesta a tratamiento
y estudios etnograficos en Venezuela. El lector encontrard un trabajo en el que se evalta el
cumplimiento de requisitos de control de calidad analitico interno y externo en los laboratorios
clinicos del Distrito Metropolitano de Caracas, de acuerdo alas normas y recomendaciones dela ISO,
CLSI y ECLM, evidenciando a través de este interesante trabajo que la mayoria de los laboratorios
no cumplen ningun requisito para el control de calidad interno y externo del uroanalisis, y que
los pocos servicios que implementan algtn tipo de control de calidad, cumplen con muy pocos
requisitos de los previstos en las normas y recomendaciones de la ISO, CLSI y ECLM, un tema que
nos obliga a reflexionar sobre la practica y operatividad analitica que repercute en la confiabilidad
de los resultados.

Otro tema hoy muy discutido, es la posible relacion entre los autoanticuerpos antifosfolipidos con
complicaciones obstétricas, principalmente abortos a repeticion. Este grupo de investigadores
encontré una asociacion significativa entre niveles de IgG anticardiolipinas y de IgM anti 2
glicoproteina I con los abortos, sin embargo, una parte de la poblacion estudiada a pesar de tener
niveles positivos para estos anticuerpos, no manifestaron complicaciones obstétricas. Finalizamos
este volumen con una actualizacion sobre Blastocystis spp, un parasito humano con un controversial
rol patdgeno; estos investigadores concluyen en su trabajo, que es sumamente importante el
identificar los subtipos de Blastocystis spp. que se encuentran presentes en Venezuela, con especial
énfasis aquellos que son identificados en pacientes con sintomatologia gastrointestinal o extra-
intestinal, a fin de caracterizar la virulencia, susceptibilidad y resistencia a los farmacos de primera
y segunda linea de eleccion.

Queremos invitarlos a participar en nuestro magno evento el XVII Congreso Venezolano de
Bioanilisis a celebrarse en Puerto La Cruz y cuyo presidente es el MSc. Valmore Rodriguez, que
nuevamente asumio el reto de la realizacion de este evento con el apoyo de un excelente equipo de
colegas que lo acompanan asegurando un alto nivel cientifico.

La Revista de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas, continda trabajando para
llevarle a sus lectores articulos de gran interés y rigurosidad cientifica, a pesar de las dificultades
econdmicas que atraviesa el pais, porque creemos en Venezuela.

Nuestros mas cordiales saludos y afectos.

Dra. Maria Fatima Garcés
Editora.

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana £
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ARTICULO ORIGINAL

DISTRIBUCION DE POLIMORFISMOS GENETICOS DE LAS GLUTATION
S-TRANSFERASAS GSTM1, GSTT1 Y GSTP1 EN INDIVIDUOS VENEZOLANOS

Marycarmen Chacin, Sabrina Ferraz, Martha Bravo, Andrea Rivas, Greisly Suarez,
Carmen Clavijo, Gloria Garcia y Anabel Arends.
Laboratorio de Investigacién Hemoglobinas Anormales, Instituto Anatémico “José Izquierdo”,

Facultad de Medicina-Universidad Central de Venezuela. Caracas. Venezuela
Recibido para publicacion el 11 de marzo 2016. Aprobado para publicacién el 9 de mayo 2016.

RESUMEN:

Las glutation S-transferasas (GSTs) son una familia de enzimas implicadas en la proteccion frente a especies reactivas
de oxigeno (ROS) catalizando su conjugacién con el glutatiéon. En este estudio se planted evaluar la presencia y
frecuencia de los polimorfismos genéticos de las enzimas metabolizadoras de xenobiéticos GSTM1, GSTT1 y GSTP1
en individuos venezolanos. Las GSTM1 y GSTT1 fueron estudiadas en 322 individuos: 116 indigenas provenientes de
las etnias Warao (Winikina) y Panare (Maniapure), 53 afrodescendientes (Chuao), 100 caucasicos (Distrito Capital)
y 50 mestizos (Distrito Capital), por medio del método de reacciéon en cadena de polimerasa multiplex. GSTP1 fue
estudiada en 291 individuos: 113 indigenas, 53 africanos, 75 caucasicos y 50 mestizos, provenientes de las mismas
localidades antes mencionadas mediante la técnica de PCR-RFLP. Las poblaciones estudiadas se observaron en
equilibrio de Hardy-Weinberg (P< 0.05). Los genotipos nulos para GSTM1 y GSTT1 se encontraron en un 41% y un
15% de los individuos, respectivamente y el genotipo nulo para ambos genes se observd en un 5%. La distribucién
de los genotipos nulo GSTM1 y GSTT1 varia entre los diferentes grupos estudiados.Las frecuencias generales de
los genotipos de GSTP1 fueron de 33,67% para lle/lle, 52,92% para lle/Val y 13,40% para Val/Val. El polimorfismo
mas frecuente fue el Ile/Val y en el grupo de los afrodescendientes se observé la mayor frecuencia el Val/Val.
Estos resultados proporcionan datos importantes para la realizacién de estudios de asociaciéon de enfermedades y
estudios etnograficos en Venezuela.

Palabras claves: GSTM1, GSTT1, GSTP1, Genotipo nulo, Polimorfismos, farmacogenética, Poblacién Venezolana.

GLUTATHIONE S TRANSFERASE GSTM1, GSTT1 AND GSTP1 DISTRIBUTION
IN VENEZUELAN POPULATION

SUMMARY

The glutathione S transferases (GSTs) are a family of enzymes involved in protection against reactive oxygen species
(ROS) by catalyzing its conjugation with glutathione. The aims of this study was to evaluate the prevalence of GSTM1,
GSTT1, and GSTP1 gene polymorphisms in Venezuelan individuals. Genotyping the polymorphisms in GSTT1 and
GSTM1 genes were studied in 322 individuals: 116 Indians from the Warao (Winikina) and Panare Ethnicities
(Maniapure), 53 African descent (Chuao), 100 Caucasians (Capital District) and 50 mestizos (Capital District), using
the multiplex polymerase chain reaction (PCR) method. The GSTP1 ILe105Val polymorphism was studied in 291
individuals: 113 Indians, 53 African, 75 Caucasians and 50 mestizos, from the same locations above using PCR-
restriction fragment length polymorphism. The populations studied were observed in Hardy-Weinberg equilibrium
(P <0.05). GSTM1 null and GSTT1 genotypes were found in 41% and 15% of individuals, respectively and the null
genotype for both genes were observed in 5%. The distribution of GSTM1 and GSTT1 null genotypes varies among
different groups. Las general frequency of GSTP1 genotypes were of 33.67% for Ile / Ile, 52.92% for Ile / Val and
Val 13.40% for / Val. The most common polymorphism was the Ile / Val and the group of African descent the most
frequent was the Val / Val. These results provide important data for studies of disease association and ethnographic
studies in Venezuela.

Keywords: GSTM1, GSTT1, GSTP1, Null Genotype, Polymorphisms, Pharmacogenetic, Venezuelan Populations.

Introduccidon

Las glutation S-transferasas (GSTs) (EC 2.5.1.18) son
una familia de enzimas involucradas en la proteccion
de las células contra las especies de oxigeno reactivas
(ROS) catalizando su conjugaciéon con el glutation
(1). Las GSTs estan involucradas en reacciones de
fase II de biotransformacién de drogas, clinicamente

Solicitar copia a: martharbravo@hotmail.com
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importantes, asi como una variedad de xenobidticos,
incluyendo precarcindgenos, tales como hidrocarburos
aromaticos policiclicos (2). Ademas, las GSTs actdan
como un inhibidor de la ruta de la Jun kinasa, la cual
es un mecanismo de sefalizaciéon importante para la
activacion de genes citoprotectores (3).

En mamiferos se han identificado ocho clases de GSTs:
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alfa (GSTA), mu (GSTM), teta (GSTT), pi (GSTP), zeta
(GSTZ), sigma (GSTS), kappa (GSTK) y omega (GSTO),
basada en su secuencia de homologia y especificidad
de sustrato. Los genes que codifican la enzima GSTM1
estan localizados en un grupo de genes en el cromosoma
1p13.3 y codifica para un enzima de 218 aminoacidos
(4,5)

LasGSTscitosdlicaenhumanoshasidobien caracterizada
y se conoce que algunas de ellas son polimoérficas. En
Caucasicos el 50% de estos no expresan GSTM1, debido
a la presencia de una delecion homocigota en el gen
conocida como GSTM1- o nulo (6). El porcentaje de
individuos que no expresan la GSTM1 es mayor en
caucasicos y asidticos que en africanos (7).

El gen GSTT1 estd localizado en el cromosoma 22q11.2
y codifica para un enzima de de 240 aminoacidos. Del 20
al 60% de los individuos no expresan la enzima, debido
a delecion del gen conocida como GSTT1- o nulo (8).
Aproximadamente el 60% de los asiaticos, el 40% de los
africanos y el 20% de los caucdsicos no expresan esta
enzima (9).

El gen GSTPI1 ha sido localizado en el cromosoma
11q13, cerca de algunos proto-oncogenes (10). Codifica
para una proteina de 210 aminoacidos y se expresa en
varios tejidos extrahepaticos como cerebro, y en menor
cantidad en corazén, pulmones, testiculos, rifidon y
pancreas (11). Cadavez hay mas evidencias que sugieren
el papel importante de las enzimas metabolizadoras
de drogas en la determinacion de las variaciones
interindividuales en la respuesta terapéutica. La GSTP1
tiene dos polimorfismos de nucle6tido simples (cSNPs)
comunes que se traducen en alteraciones en la posicion
Ile105Val y Alal14Val en la secuencia codificada de
aminodcidos. La transicién polimoérfica de adenina a
guaninaen el nucledtido 313 (A313G) en el exdn 5 resulta
en una sustitucidon de isoleucina por valina en el codén
105 (I105V) (12,13). La sustitucién Vall05 resulta en
la restriccion estérica del sitio-H, debido a los cambios
en las cadenas laterales de varios aminoacidos. Por lo
tanto, la aloenzima variante Val105 puede ser capaz de
adaptarse mads a los sustratos menos voluminosos que
la aloenzima Ile105, y, como resultado puede mostrar
especificidades de sustrato que se diferencian de los de
la aloenzima normal.

Diversos estudios han registrado asociacion entre los
genotipos de GSTs, particularmente: mu (GSTM), pi
(GSTP), omega (GSTO) y teta (GSTT) y el riesgo de
varias enfermedades, tales como la leucemia linfocitica
crénica, cancer de tiroides, mama, vejiga, pulmoén y

Distribucion de polimorfismos genéticos de las Glutation S-transferasas
GSTM1I, GSTT1 y GSTPI en individuos venezolanos.

colorrectal, asi como carcinoma de cabeza y cuello de
células escamosas, la resistencia a la quimioterapia, la
respuesta a drogas y la susceptibilidad a la aparicién
y evoluciéon de enfermedades representando un area
de intensa investigacion (9,14,15,16-21). El cancer
es en Venezuela una las causas mas frecuentes de
enfermedad o de muerte, que ocupa la segunda posicion
en la mortalidad general, después de las enfermedades
cardiacas. La proporcion indica que uno de cada cuatro
personas se verad afectado a la edad de 74 afios por
algun tipo de cancer y siete estan en riesgo de morir
por la misma razon. El cancer representa el 15% de las
principales causas de muerte en Venezuela. El cancer de
prostata es el mas frecuente, con una incidencia de 4408
casos por ano, seguido de cuello uterino con 3685 casos
por ano, de mama con 3549 casos por ano, de pulmén
con 3185 casos por afo y de colon con 2108 casos por
ano (22).

La poblacién Venezolana es muy heterogénea desde
el punto de vista étnico como resultado de la mezcla
entre Amerindios, europeos y descendientes africanos.
Se han realizado diversos estudios sobre la frecuencia
de los polimorfismos genéticos en los genes CYP2C109,
CYP2D6, GSTM1, GSTT1, GSTP1, NAT2, MTHEFR,
LEP, LEPR, LTC4S y ADRP2. Algunos de estos estudios
han sido realizados en grupos nativos que viven en el
pais arrojando resultados interesantes que pueden
contribuir al campo de la investigacion en el drea de la
farmacogenetica (23). Cabe destacar que en un estudio
realizado sobre la frecuencia de los polimorfismos
genéticos de GST (GSTM1, GSTP1 y GSTT1) en
varios grupos poblacionales como los individuos de las
etnias Bari, Panare, Pemon, Warao y Wayuu asi como
en individuos mestizos se encontr6 una frecuencia
del genotipo de 51% para GSTM1 nulo y de 11% para
GSTT1 nulo en la poblacién mestiza. Mientras que en
las poblaciones nativas la frecuencia de GSTM1 nulo
vario de 15.2% a 54.3% y de 0 — 11% para GSTT1 nulo.
El alelo GSTP1 Val fue encontrado mas frecuente en la
etnia Bari (88.6%) y Panare (63.0%) (24).

La importancia del estudio de los polimorfismos en los
genes para las glutation S-transferasas (GSTs) radica en
que no se ha registrado un estudio sistematico de las
variaciones genéticas comunes en estos genes en ausencia
de una patologia determinada. Es por ello, que en este
estudio se planted evaluar la presenciay frecuencia de los
polimorfismos genéticos de enzimas metabolizadoras
de xenobidticos GSTM1, GSTT1 y GSTP1 en individuos
venezolanos para proporcionar una base de datos para
los futuras estudios clinicos y genéticos relacionados a la

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
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predisposicion a enfermedades y a la variabilidad en la
respuesta y/o la toxicidad de los medicamentos que sean
sustratos de las GSTs.

Materiales y Métodos

Poblacién

El genotipaje de GSTMI1 y GSTT1 se realizé en 322
individuos (212 mujeres y 110 hombres), de los cuales
116 fueron indigenas provenientes de las etnias Warao
(Winikina, Delta Amacuro) y Panare (Maniapure,
Amazonas), 53 afrodescendientes (Chuao, Aragua),
100 caucasicos (Distrito Capital) y 50 mestizos (Distrito
Capital). Por otro lado, el estudio de GSTP1 se realizd
en 291 individuos: 113 indigenas, 53 afrodescendientes,
75 caucasicos y 50 mestizos, provenientes de las
mismas localidades antes mencionadas, aparentemente
sanos, no relacionados, de diferente sexo (194
mujeres y 97 hombres) y edades comprendidas entre
5y 71 afos, durante diferentes periodos de tiempo
comprendidos entre el afio 2008 y el 2015, quienes se
prestaron voluntariamente a este estudio, después de
ser informados de la finalidad del mismo y firmar un
Consentimiento Informado. Hay que hacer notar que
la elecciéon de los individuos caucasicos (inmigrantes
espafoles, portugueses, italianos, rumanos, yugoeslavos
y alemanes) y afrodesdendientes fue hecha tomando
en cuenta hasta 3 generaciones para asegurarnos del
origen de dichas poblaciones. Este estudio fue aprobado
por el Comité de Bioética del Hospital Universitario de
Caracas siguiendo los lineamientos de la declaracion de
Helsinki y del Cdédigo de Bioética y Bioseguridad del
FONACIT.

Distribucion de polimorfismos genéticos de las Glutation S transferasas
GSTM1, GSTT1 y GSTP1I en individuos venezolanos.

Muestras

Por cada individuo se extrajeron 5 ml de sangre
periférica, mediante la técnica rutinaria de extraccion
venosa en la region del antebrazo, utilizando un tubo al
vacio con sal sddica de 4cido etilendiaminotetraacético
al 10% (EDTA) como anticoagulante. Todos los tubos
con las muestras fueron enviados al Laboratorio de
Investigacion de Hemoglobinas Anormales, Instituto
Anatémico José Izquierdo de la Universidad Central de
Venezuela, para su estudio genético.

Genotipaje

La presencia de los polimorfismos genéticos de
GSTM1 y GSTTI1 fue realizado por la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa multiplex
siguiendo el protocolo empleado por Arand et al,
(25), utilizando los siguientes cebadores: GSTMI-F:
5'GTTGGGCTCAAATATACGGTGG3’, GSTMI-R:
5"GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC 37, GSTTI-F:

5"TTCCTTACTGGTCCTCAATCTC3', GSTTI1-R:
5" TCACCGGATCAGGC CAGCA3/, ALB-F:
5GCCCTCTGCTAACAAGTCCTACS;, ALB-R:

5GCCCTAAAAAGA  AAATCGCCAATCS. Los
productos de amplificacién fueron corridos en una
electroforesis en gel de agarosa al 3%, a 150V por 20
minutos y fueron visualizados con luz UV en un equipo
de foto documentacién (Digi Doc-IT imaging system
UVP) por tincién con Bromuro de Etidio.

Los genotipos para GSTM1 y GSTT1 fueron
determinados por la presencia y ausencia (nulo) de las
bandas de 219 y 480 pb, respectivamente (Fig. 1). El
gen albumina fue amplificado como control interno de
la reaccion.

M1 M1 DEL/T1 DEL T1
DEL

Leyenda: PM: Marcador de Peso
Molecular, MI1DEL: deleccion de
GSTM1, T1 DEL: delecion de GSTT]1,
M1 DEL/T1 DEL: delecion de ambos
GSTM1 y GSTT1, Alb: Albumina

DEL

480pb T1+
350 pb  Alb
219pb  MIl+

FIGURA 1: Electroforesis en gel de agarosa al 3% donde se muestra el PCR Multiplex para GSTM1y GSTT1.
Lineas 3, 5,7, 8, 10, 11 y 12: M1+/T1+; lineas 1,4 y 9: M1+/T1-; linea 6: M1-/T1+; linea 2: M1-/T1-
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Los polimorfismos genéticos de GSTP1 fueron
determinados por el método de PCR/RFLP, utilizando
cebadores  descritos
por Casson et al, (26). La
oligonucleétidos utilizados fue la siguiente: GSTP1-F:
5'TAG TTTGCCCAAGGTCAAG3" y GSTP1-R:
5’"AGCCAACCTGAGGGGTAAG3’. El amplicon de
432 pb obtenido fue digerido con la enzima BsmAI a
55°C, durante toda la noche. Tres variantes fueron
identificadas: Ile/Ile (tipo salvaje) compuesta por dos
bandas (328 pb y 104 pb); Ile/Val (heterocigoto) por
cuatro bandas (328 pb, 221 pb, 107 pb y 104 pb) y Val/
Val (homocigoto mutante) por tres bandas (221 pb, 107
pb y 104pb). (Fig. 2)

condiciones 'y previamente

secuencia de los

Leyenda: PM: Marcador
de Peso Molecular
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Analisis estadistico

Se utiliz6 la Prueba de Chi Cuadrado (X% P< 0.05) con
2 grados de libertad para conocer si las poblaciones
estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE). Se
uso el paquete estadistico IBM SPSS v19.0 (Statistical
Package for the Social Science, IBM Inc., NY, USA) y
la hoja de célculo Excel, ambos en ambiente Windows,
utilizando estadistica descriptiva e inferencial para el
analisis.

Resultados

Todas las poblaciones estuvieron en equilibrio de
Hardy-Weinberg (Tablas 2 y 3). La frecuencia de los
genotipos nulos para GSTM1yGSTT1 enlapoblacion
estudiada es mostrada en la Tabla I. Los genotipos

4328 pb
<4221 pb

4107+ 104 pb

FIGURA 2: Electroforesis en gel de agarosa al 3% donde se muestra la digestion enzimatica con Bms Al para
GSTP1. Lineas 1,4, 5, 6 y 7: Ile/Ile; lineas 2, 8 y 9: Ile/Val; linea 3: Val/Val

TABLA 1. Frecuencia de los genotipos nulos de GSTM1 y GMTT1 en los grupos de individuos estudiados

GENOTIPO AMERINDIO  AFRODESCENDIENTE CAUCASICO MESTIZO  GENERAL
(n=116) (n = 53) (n = 100) (n = 53) (n =322)

GSTM1

Presente + n(%) 75 (65%) 36 (68%) 46 (46%) 33 (62%) 190 (59%)

Nulo- n(%) 41 (35%) 17 (32%) 54 (54%) 20 (38%) 132 (41%)

GSTT1

Presente + n(%) 107 (92%) 40 (75%) 79 (79%) 47 (89%) 273 (85%)

Nulo- n(%) 9 (8%) 13 (25%) 21 (21%) 6 (11%) 49 (15%)
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nulos para GSTM1 y GSTT1 fueron encontrados en
un 41% y 15% de los individuos, respectivamente. El
genotipo nulo para ambos genes fue encontrado en
un 5% (Tabla 2).

La distribucién del genotipo nulo GSTM1 fue mas
frecuente entre los individuos caucésicos y amerindios,
mientras que la frecuencia del genotipo nulo GSTT1
fue mas alta en caucdsicos y afrodescendientes. La
frecuencia mds alta del genotipo doble nulo fue
observada en individuos Caucasico seguidos de los

Distribucion de polimorfismos genéticos de las Glutation S transferasas
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afrodescendientes.

Las frecuencias generales de los genotipos de GSTP1,
tipo salvaje (Ile/Ile), heterocigoto (Ile/Val) y mutante
(Val /Val) en los individuos estudiados fueron 33,67%
Ile/Ile, 52,92% Ile/Val y 13,40% Val/Val, respectivamente.
En los cuatro grupos estudiados la frecuencia de los
heterocigotos fue la mas alta, mientras que la frecuencia
de homocigotos mutantes fue mayor en individuos
afrodescendientes (Tabla 3).

TABLA 2. Frecuencia de los genotipos de GSTM1 y GSTT1 combinados en los grupos de individuos estudiados

GENOTIPO AMERINDIO AFRODESCENDIENTE CAUCASICO MESTIZO  GENERAL
(n=116) (n=53) (n = 100) (n=53) (n=322)
GSTM1+/ GSTT1+ 68 (58%) 27 (51%) 33 (335) 29 (55%) 157 (49%)
GSTM1-/GSTT1+ 39 (34%) 13 (25%) 46 (46%) 18 (34%) 149 (36%)
GSTM1+/ GSTT1- 7 (6%) 9 (17%) 13 (13%) 4 (8%) 33 (10%)
GSTM1-/GSTT1- 2 (2%) 4 (7%) 8 (8%) 2 (3%) 16 (5%)
X2 [a] 2,640 0,040 3,495 1,335 4,128
Valor-P [b] 0,267 0,098 0,174 0,513 0,127

n = numero de individuos, [a] Prueba de Chi Cuadrado de Pearson (x2), [b] Diferencia significativa entre genétipos (P< 0.05)

TABLA 3. Frecuencia de los polimorfismos genéticos de GSTP1 en los grupos de individuos estudiados

GENOTIPO AMERINDIO AFRODESCENDIENTE CAUCASICO MESTIZO GENERAL
(n=113) (n=53) (n=75) (n =50) (n=291)
ILE/ILE 39 (34,52%) 18 (33,97) 25 (33,33%) 16 (32%) 98 (33,67%)
ILE/VAL 57(50,44%) 26 (49,05) 45 (60,0%) 26 (52%) 154 (52,92%)
VAL/VAL 17 (15,04%) 9 (16,98) 5 (6,67%) 8 (16%) 39 (13,40%)
X2 [a] 0.153 0 6.19 0.337 2.932
Valor-P [b] 0,9262 1 0.0452 0.8450 0.2308

n = numero de individuos, [a] Prueba de Chi Cuadrado de Pearson, [b] Diferencia significativa entre genétipos (P< 0.05)

3 Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
=- de Bioanalistas Especialistas. 2016; Vol 19(1): 2-10.




Chacin y col.

Discusion

La poblacion venezolana es multiétnica, se compone
principalmente de personas de origen Ibérico, africano
y nativo americano (amerindio). La explicacion de estos
hallazgos se relaciona con la historia de la fundacién de
nuestro pais. Venezuela recibié una gran inmigracién de
paises como Espania, Italia, Portugal y Alemania en la
ultima etapa del siglo XIX y en la primera etapa del siglo
XX. Ademas de la alta inmigracion africana en la época
de la colonia debido al trafico de esclavos, por esto no
es extraflo encontrar interesante las frecuencias de los
polimorfismos genéticos de enzimas que metabolizan
farmacos. Los polimorfismos en los genes GSTs pueden
conducir, a la pérdida o ala expresion de la enzima que
posee una actividad catalitica diferente de la proteina de
tipo salvaje. Dado que las enzimas GSTs desempenan
un papel vital en la defensa celular contra compuestos
toxicos, tales como los carcindgenos, el polimorfismo de
los genes GSTs en los venezolanos puede predisponer a
enfermedades causadas por xenobiodticos.
Ladistribucién delos genotipos nulo GSTM1-yGSTT1-
varia entre los diferentes grupos étnicos. Varios estudios
poblacionales han reportado una prevalencia que oscila
de 47 a 58% para GSTM1- y de 13% a 25% para GSTT1-
en poblaciones europeos. En las poblaciones africanas
la frecuencia de GSTM1- va desde 23% a 48% y de
GSTT1- vadesde 15 a26% y en las poblaciones asiaticas
la frecuencia va de 33% a 63% para el genotipo GSTM1-
y de 20% a 53% para el GSTT1- (27, 28, 29).

El genotipo nulo de GSTM1- en la poblacién general de
Venezuela fue de 41%. En la poblacion afrodescendiente
fue de 32%, lo cual es consistente con lo observado
previamente en poblaciones afroamericanas donde se
report6 alrededor de un en un 28 % (27, 28). Por otra
parte, se encontr6 que la frecuencia de GSTM1- en la
poblacion mestiza Venezolana fue de 38%, similar a lo
reportado en poblaciones mestizas mexicanas con un
42% (30) y mestizos urbanos venezolanos con un 52%
(24).Encuantoalapoblaciénamerindia, lafrecuenciadel
genotipo GSTM1- fue del 35%, frecuencia muy similar
a la reportada en poblaciones asidticas, particularmente
en Japon (29), asi como en otras poblaciones amerindias
de América del Sur como en Argentina, Paraguay (31,
32) y Brasil (33, 34), sin embargo en un estudio llevado
a cabo en 5 tribus amerindias venezolanas el GSTM1-
vario entre 15 y 54% (24). Por otro lado, la frecuencia
de GSTM1- en los caucasicos fue 54% similar a lo
reportado para las poblaciones caucasicas de América
(9, 28) y europea (27, 35), donde se encontré alrededor
del 53%.

Enlo que se refiere al genotipo nulo GSTT1- se encontrd
en una frecuencia de 15% en la poblacion en general, en
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un 25% en la poblacion afrodescendiente resultado que
es consistente con los reportados para las poblaciones
afroamericanas donde este genotipo se observé en un
24% (28), sugiriendo el origen étnico de la poblacién
estudiada. En mestizos venezolanos la frecuencia
GSTT1- fue de 11% igual a la reportada en mestizos
mexicanos y venezolanos (30,36, 24), lo que indica que
algunas poblaciones mixtas americanas comparten el
mismo linaje racial en su acervo genético. Sin embargo,
en los amerindios fue del 8%, lo que difiere con lo
reportado por las poblaciones de Asia (29,37) y similar a
lo encontrado en 5 tribus venezolanas donde oscil6 entre
0y 11% (24), mientras que en la poblacion caucasica fue
de 21%, frecuencia muy similar a la observada en otras
poblaciones del mismo origen (9, 27, 28, 35).
La combinacién de genotipos de GSTM1y GSTT1 doble
nulo (GSTM1- / GSTT1-) en la poblaciéon amerindia
fue del 2% (Tabla II), esta frecuencia es menor que la
reportada en los asiaticos (27,37), pero muy similar a
la observada en las poblaciones del sur de la India (38)
Turquia (39, 40) e Irdn (41, 42). Se observo la mayor
frecuencia de genotipos nulos en poblacién caucésica
(8%), lo cual es consistente con la reportada previamente
en los europeos y los blancos americanos donde se
observo alrededor del 10% (9, 27, 28, 35).
Nuestros hallazgos son consistentes con un estudio
reciente llevado a cabo en poblaciones nativas y urbanas
de Venezuela, donde se encontré que el genotipo
GSTM1- fue el mas bajo para los mestizos venezolanos
(11%) y amerindios (11,4%) (24).
En general se acepta que las primeras poblaciones de
América eran probablemente un pequefio grupo de
poblaciones ancestrales del sur-centro de Siberia que
cruzaron el estrecho de Bering hace unos 30.000 afnos
para colonizar Beringia y posteriormente migraron al
interior de América en periodos variables de tiempo
(35). De acuerdo con esto, la frecuencia de GSTM1
observada en la poblaciéon amerindia tal vez podria
reflejarlafrecuenciade estos genotipos enlas poblaciones
ancestrales de Siberia y Beringia que muestran, una vez
mas, el potencial hombre americano asiatico.
La combinaciéon de genotipos nulos de GSTMI1- y
GSTT1- se ha relacionado con un aumento de la
aneuploidia resultante de la exposiciéon al benceno
(37), tumores de recto (39), cancer de pulmoén (43) y el
cancer de pulmon entre los no fumadores expuestos al
medio ambiente con el humo del tabaco, principalmente
en caucasicos y afroamericanos (44). A pesar de la
frecuencia relativamente baja de estas combinaciones,
los investigadores han sido capaces de establecer un
mayor riesgo de cancer en los individuos que llevan este
genotipo doble nulo.
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En este estudio se observa una baja frecuencia del
genotipo GSTT1 en comparaciéon con las poblaciones
de origen asiatico. Este hallazgo se debe investigar
para determinar las posibles causas y su significado
para la poblacion amerindia venezolana. Los factores
estocasticos (por ejemplo, de cuello de botella y el efecto
fundador, muy comunes en las tribus amerindias) y otros
factores tales como la adaptacion del medio ambiente,
la endogamia, y mezcla con otro grupo étnico o la
distribucion geografica pueden explicar las diferencias
observadas en este estudio.

Las frecuencias de los polimorfismos de GSTP1 en
poblacion general fueron de 33.67% Ile/Ile, 52,92%
Ile/Val y 13,40% para Val/Val. En individuos de origen
indigena las frecuencias de los diferentes genotipos
fueron 34,52% Ile/Ile, 50,44% Ile/Val y 15,04 Val/Val,
frecuencias estas muy cercanas a las observadas en
coreanos (45) y en concordancia con lo reportado en
poblaciones indigenas similares (46,47) En individuos
afrodescendientes las frecuencias fueron de 33,96% Ile/
Ile, 49,05 Ile/Val y 16,68% Val/Val, las cuales coinciden
con las frecuencias reportadas en poblaciones de origen
africano en Brasil (48) y con individuos afroamericanos
de Norteamérica (49) donde las frecuencias encontradas
fueron de 35% Il/Ile, 46% Ile/Val y 19% Val/Val.
En mestizos las frecuencias genotipicas variaron
desde un 32% Ile/Ile, 52% Ile/Val hasta un 16% Val/
Val. Los caucasicos presentaron la mayor frecuencia
de heterocigotos (60%) y la menor frecuencia de
homocigotos mutantes (6,67%), datos similares a los
reportados para poblaciones caucasicas europeas (27,
49, 50). En los cuatro grupos estudiados la mayor
frecuencia fue la de Ile/Val y la mayor frecuencia para
Val/Val fue observada en afrodescendientes, sugiriendo
que los individuos de este grupo pueden tener una
mayor probabilidad de desarrollar una enfermedad
asociada con la ausencia o baja actividad de esta enzima.
Los resultados de este trabajo proporcionan una
completa informacion con respecto a las variaciones
de las secuencias de GSTM1, GSTT1 y GSTPI. Estos
hallazgos pueden ser ttiles en estudios de casos y
controles que asocian estos polimorfismos con efectos
de riesgo de enfermedades y respuesta a tratamiento en
Venezuela.
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RESUMEN:

En la actualidad, a pesar de los grandes avances en el conocimiento de la gestidon de calidad en el laboratorio clinico
y que las normas y recomendaciones de la ISO, del Instituto de Estandarizacion Clinica y del Laboratorio (CLSI) y la
Confederacion de Laboratorios Clinicos Europeos (ECLM), establecen los requisitos para la calidad y la competencia
en el andlisis simple de orina, el uroanalisis contintia rezagado en materia de calidad, con respecto al resto de las areas
clinicas de los servicios del laboratorio clinico. Por ello, en el presente trabajo se propuso evaluar el cumplimiento de
requisitos de control de calidad interno y externo en los laboratorios clinicos del Distrito Metropolitano de Caracas,
de acuerdo con las normas y recomendaciones de la ISO, CLSI y ECLM. Objetivo: Evaluar el cumplimiento de requisitos
de control de calidad analitico interno y externo en los laboratorios clinicos del Distrito Metropolitano de Caracas,
de acuerdo a las normas y recomendaciones de la ISO, CLSI y ECLM. Materiales y métodos: La investigacion estuvo
limitada a una muestra probabilistica y representativa correspondiente al 25% de los laboratorios clinicos registrados
en el Distrito Metropolitano de Caracas. La muestra correspondi6 a 40 laboratorios clinicos del sector publico (17%) y
privado (83%), quienes llenaron un cuestionario de 42 preguntas correspondientes al cuamplimiento de los requisitos
49.1,4.9.2,4.10.1,4.10.2,4.10.3,4.10.4,4.11.1,4.11.2, 4.13.1, 4.13.2, 4.13.3,5.5.1, 5.5.3,5.6.1 y 5.6.4 de la “Norma ISO
15189. Laboratorios clinicos. Requisitos particulares para la calidad y la competencia”, 3.4.1,5.4.1,5.4.2,7.1,7.2y 7.5
de la guia “Urinalysis and Collection, Transportation, and Preservation of Urine Specimens” del CLSI y 9.1.2.5,9.1.2.13,
9.2.2,9.2.13,10.2, 11.1.6.1, 11.1.6.2 y 12.1.2 de la guia “European Urinalysis Guidelines”, de la ECLM, referidos al
control de calidad interno y externo del analisis fisico, quimico y forme de las muestras parciales de orina. Resultados
y discusion: 79% de los participantes, no cumplen ninguno de los requisitos mientras que el 21% cumplen en
promedio 3 requisitos para el control de calidad interno en el andlisis del aspecto y el color de las muestras parciales
de orina. 82% de los participantes, no cumplen ninguno de los requisitos mientras el 18% cumplen en promedio
4 requisitos para el control de calidad interno en el analisis del fisico-quimico de las muestras parciales de orina.
92% de los participantes, no cumplen ninguno de los requisitos mientras el 8% cumplen en promedio 8 requisitos
para el control de calidad interno en el anadlisis de los elementos formes de las muestras parciales de orina. 95%
de los participantes, no cumplen ninguno de los requisitos mientras el 5% cumplen en promedio 2 requisitos para
el control de calidad externo del uroandlisis. Conclusiones: Este estudio evidencié que entre el 79% y 95% de los
laboratorios clinicos, no cumplen ninglin requisito para el control de calidad interno y externo del uroandlisis,
mientras que la minoria que implementa algin tipo de control de calidad, cumplen con muy pocos requisitos de los
previstos en las normas y recomendaciones de la ISO, CLSI y ECLM. Se considera que el bajo interés en el uroanalisis,
la falta de estructura organizativa y competencia técnica asi como los elevados costos y escasa disponibilidad de los
materiales controles y programas de evaluacion externa de la calidad en uroanalisis, son las principales razones que
impiden a los laboratorios clinicos del Distrito Metropolitano de Caracas asegurar la calidad de los resultados del
uroanalisis segun los requisitos de la ISO, CLSI y ECLM.

Palabras claves: Control de calidad analitico, uroandlisis, laboratorios clinicos.

ANALYTICAL QUALITY CONTROL IN THE URINALYSIS CARRIED OUT IN THE
CLINICAL LABORATORIES OF THE METROPOLITAN DISTRICT OF CARACAS

SUMMARY

At present, despite of the advances in the knowledge of quality management in the clinical laboratory and the
standards and guidelines of the ISO, Clinical and Laboratory Standardization Institute (CLSI) and the Confederation
of European Clinical Laboratories (ECLM), establishing the requirements for quality and competence in the urine
analysis. Urinalysis continues to lag quality compared to the rest of the clinical tests in the clinical laboratory.
Therefore, in the present study it was important to evaluate the compliance of internal and external quality control
requirements in the clinical laboratories of the Metropolitan District of Caracas, in accordance with the standards
and guidelines of I1SO, CLSI and ECLM. Aim: To evaluate the compliance of internal and external analytical quality
control requirements in the clinical laboratories of the Metropolitan District of Caracas, according to the standards
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and guidelines of ISO, CLSI and ECLM. Materials and Methods: The research was limited to a probabilistic and
representative sample corresponding to 25% of the clinical laboratories registered in the Metropolitan District of
Caracas. The sample corresponds to 40 public (17%) and private (83%) clinical laboratories in Caracas, who filled
out a questionnaire of 42 questions corresponding to the fulfillment of requirements 4.9.1, 4.9.2, 4.10.1, 4.10.2,
4.10.3,4.104,4.11.1,4.11.2,4.13.1, 4.13.2, 4.13.3, 5.5.1, 5.5.3, 5.6.1 and 5.6.4 of the standard “ISO 15189. Medical
laboratories -- Particular requirements for quality and competence”. Guidelines 3.4.1, 5.4.1, 5.4.2, 7.1, 7.2 and 7.5
of CLSI “Urinalysis and Collection, Transportation, and Preservation of Urine Specimens” and 9.1.2.5,9.1.2.1, 9.2.2,
9.2.13,10.2,11.1.6.1,11.1.6.2 and 12.1.2 of the “European Urinalysis Guidelines” of the ECLM, referring to the internal
and external quality control of physical, chemical and particles analysis of a random or first morning urine specimen
(partial urine). Results and Discussion: 79% of the participants did not accomplish any of the requirements while
21% did accomplish, in average, three requirements for internal quality control in the analysis of the appearance
and color of partial urine specimens. 82% of participants did not accomplish any of the requirements while 18% did
accomplish, in average, four requirements for internal quality control in the physical and chemical analysis of partial
urine specimens. 92% of participants did not accomplish any of the requirements while 8% did accomplish, in
average, eight requirements for internal quality control in the particles analysis of the partial urine specimens. 95%
of participants did not accomplish any of the requirements while 5% did accomplish, in average, two requirements
for external quality control of uroanalysis. Conclusions: This study shows that between 79% and 95% of clinical
laboratories do not accomplish any requirements for internal and external quality control of urinalysis, whereas the
minority accomplish only few requirements of quality control following the standards and guidelines of ISO, CLSI
and ECLM. The lack of interest in urinalysis, standardization and technical competence, as well as high costs and
scarce availability of control materials and external quality assessment programs in urinalysis are considered to be
the main reasons for the lack of quality of the results of the urinalysis according to the standards and guidelines of
ISO, CLSI and ECLM in laboratories Clinicians of the Metropolitan District of Caracas.

Keywords: Analytical quality control, urinalysis, clinical laboratories.

Introduccion Clinicos Europeos (ECLM) (del inglés, European
Confederation Laboratory Medicine), respectivamente;
establecen los requisitos para la calidad y la competencia
en el andlisis simple de orina, el uroanalisis continua
tradicionalmente rezagado en materia de calidad, con
respecto al resto de las dreas clinicas de los servicios
de laboratorio (14). Por ello, en el presente trabajo se
propuso evaluar el cuamplimiento de requisitos de control
de calidad interno y externo en los laboratorios clinicos
del Distrito Metropolitano de Caracas, de acuerdo a las
normas y recomendaciones de la ISO, CLSI y ECLM,
con el objeto de promover la calidad en el uroanalisis asi
como impulsar la armonizacién y la acreditacion de los
laboratorios clinicos, a fin de garantizar la satisfacciéon
de los pacientes y usuarios de los servicios de uroanalisis
en el Distrito Metropolitano de Caracas y nuestro pais.

El uroanalisis o examen simple de orina, es el analisis
de la orina mediante un procedimiento detallado que
abarcalaevaluacion delosaspectos caracteristicos de este
liquido bioldgico (1-5), con la finalidad de proporcionar
informacién clinica util, de forma rapida, temprana,
costo efectiva y con escasa invasividad para el paciente
(1,3,4), acerca de alteraciones en el funcionalismo renal
y genitourinario, asi como de otro orden metabolico
(1-5). Al igual que cualquier otra prueba de laboratorio
clinico, el uroandlisis debe llevarse a cabo en forma
seguray bien controlada (6,7), bajo un sistema de control
interno y externo que permita prevenir y minimizar los
errores y variaciones aleatorias y sistémicas (8,9), que
afectan la confiabilidad de los resultados (10,11) y que
pueden ocurrir desde que se ordena la prueba hasta que
esta es interpretada por el médico solicitante (8,9). Objetivo

En la actualidad, a pesar de los grandes avances  Eyaluar el cumplimiento de requisitos de control de
en el conocimiento de la gestion de calidad en el (alidad analitico interno y externo en los laboratorios
laboratorio clinico y que las normas internacionales,  clinjcos del Distrito Metropolitano de Caracas, de

especificamente, la I1SO 15189 y las guias de acuerdo a las normas y recomendaciones de la ISO,
recomendaciones para el uroanalisis “Urinalysis and CLSI y ECLM.

Collection, Transportation and Preservation de Urine
Specimens” (12) y “Europea Urinalysis Gudelines”
(13); del Instituto de Estandarizacion Clinica y del  a. Tipo y nivel de la investigacion

Laboratorio (CLSI) (del inglés, Clinical and Laboratory =~ Este estudio incorporé una investigacion de tipo
Standards Institute) y la Confederacion de Laboratorios ~ descriptiva con un disefio de campo no experimental,

Materiales y Métodos
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que permitié evaluar el cumplimiento de requisitos
de control de calidad analitico interno y externo, de
acuerdo a las normas y recomendaciones de la ISO,
CLSI y ECLM, mediante el analisis e interpretacion
de datos recolectados directamente en los servicios
de laboratorio clinico del Distrito Metropolitano de
Caracas sin manipulacién intencional de las variables.
El proyecto de investigacion se adscribi6 al Laboratorio
de Investigaciones Bdsicas y Aplicadas de la Escuela
de Bioanalisis de la Universidad Central de Venezuela
(U.C.V)) y fue financiado a través del programa de
financiamiento para la investigacion del Consejo de
Desarrollo Cientifico y Humanistico (CDCH), de la
U.C.V.

b. Muestras

Se envié la documentaciéon para la invitacién a la
participacion voluntaria en el estudio a una muestra
probabilistica que incorporé el 25% de los laboratorios
clinicos registrados en el Distrito Metropolitano de
Caracas, considerando una distribucion estratificada de
afijacion proporcional entre los estratos de laboratorios
clinicos del sector publico (17%) y privado (83%),
pertenecientes tanto a servicios de atencion de salud
publica ambulatoria y hospitalaria, asi como laboratorios
privados particulares y ubicados en centros de atencion
clinica; con laintension de asegurar que todos los estratos
de interés se encontraran representados aleatoria y
proporcionalmente a la cantidad respectiva existente
entre los distintos municipios que conforman el Distrito
Metropolitano de Caracas. Para crear el marco de
muestreo a efecto de la seleccién de los 60 laboratorios
clinicos, correspondiente al 25% de los registrados en el
Distrito Metropolitano de Caracas, se tomO en cuenta
la lista de laboratorios clinicos registrados en el Colegio
de Bioanalistas del Distrito Federal y el Estado Miranda
(CBDFEM), asi como las listas de laboratorios clinicos
ambulatorios, de clinicas populares y hospitalarios del
Ministerio del Poder Popular para la Salud (MPPPS) y
el Instituto Venezolano de los Seguros Sociales (IVSS),
ubicados en el Distrito Metropolitano de Caracas.

De los 60 laboratorios clinicos seleccionados, 10 no
pudieron ser efectivamente invitados a participar en
el estudio, debido a que no existen o se encuentran
inoperantesalmomentodelaentregadeladocumentacion
para la invitacion, y otros 10 efectivamente invitados, se
negaron a participar voluntariamente en la investigacion.
Por ello, el estudio contd con 40 laboratorios clinicos que

Control de calidad analitico en el uroandlisis realizado en los
laboratorios clinicos del distrito metropolitano de Caracas

dieron su consentimiento informado para participar
voluntariamente, de los cuales, 17% correspondieron
al sector publico y 83% al sector privado, siendo 47%
privados particulares, 35% privados en clinicas privadas,
10% publicos en hospitales, 5% publicos en clinicas
populares y 3% publico ambulatorio. Asi mismo, 64%
se ubicaron en el municipio Libertador, 23% en el
municipio Sucre, 10% en el municipio Baruta y 3% en el
municipio Chacao.

c. Métodos e instrumentos de recoleccion, procesamiento y
andlisis de datos e informacion

Los 40 laboratorios clinicos participantes llenaron un
cuestionario a fin de evaluar el grado de cumplimiento
de los requisitos de control de calidad analitico interno
y externo en el uroandlisis, segtin la “Norma ISO 15189.
Laboratorios Clinicos. Requisitos particulares para la
calidad y la competencia” (15) y las recomendaciones
para el uroandlisis “Urinalysis  and Collection,
Transportation and Preservation de Urine Specimens’,
del CLSI (12) y “Europea Urinalysis Guidelines”, de la
ECLM (13).

El cuestionario estuvo compuesto por 42 preguntas
distribuidas en dos partes, una referida al control de
calidad interno y otra al control de calidad externo
de la fase analitica del uroanalisis. La parte referida al
control de calidad interno a su vez estuvo constituida
por 3 partes que consideraron requisitos para el control
de calidad interno en el andlisis del aspecto y color,
el analisis fisico-quimico mediante tiras reactivas
comerciales para el uroanalisis y el analisis de los
elementos formes de las muestras parciales de orina,
respectivamente. En el cuestionario, cada una de estas
3 partes del control de calidad analitico interno, constd
de 12 preguntas, que correspondieron al cumplimiento
de los requisitos 4.9.1, 4.9.2,4.10.1, 4.10.2, 4.10.3, 4.10.4,
4.11.1,4.11.2,4.13.1,4.13.2,4.13.3,5.5.1,5.5.3 y 5.6.1 de
la “Norma ISO 15189. Laboratorios clinicos. Requisitos
particulares para la calidad y la competencia® (15),
34.1,54.1,54.2, 7.1, 72 y 7.5 de la gufa “Urinalysis
and Collection, Transportation, and Preservation of
Urine Specimens” del CLSI (12) y 9.1.2.5,9.2.2,9.2.13,
10.2, 11.1.6.1 y 12.1.2 de la guia “European Urinalysis
Guidelines”, de la ECLM (13), referidos al control del
analisis fisico, quimico y forme de las muestras de orina,
mediante el analisis de soluciones control de orina de
nivel normal y patoldgico, empleando instrucciones
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escritas y un cronograma de frecuencia del andlisis, en
funcién de la productividad del laboratorio, asi como
el registro y la revision programada de los resultados
obtenidos empleando criterios normalizados y
documentados de aceptacién y rechazo, que permitan
detectar la presencia no conformidades, las cuales
deben ser registradas y revisadas periédicamente a fin
de implementar las acciones correctivas y preventivas
pertinentes, con la finalidad de mejorar continuamente
el control del proceso de medicién durante el analisis de
las muestras parciales de orina.

La segunda parte del cuestionario, referida al
control de calidad externo, estuvo constituida por 6
preguntas, que correspondieron al cumplimiento de los
requisitos 5.6.4 de la “Norma ISO 15189. Laboratorios
clinicos. Requisitos particulares para la calidad y la
competencia® (15), 7.5 de la guia “Urinalysis and
Collection, Transportation, and Preservation of Urine
Specimens” del CLSI (12) y 9.1.2.13, 11.1.6.2 de la guia
“European Urinalysis Guidelines”, de la ECLM (13),
referidos a que el laboratorio clinico debe participar
en comparaciones interlaboratorio tales como aquellos
esquemas o programas de evaluacién externa de la
calidad, disefiadas, organizados, operados y reportados
por fabricantes, asociaciones profesionales, entes
académicos o instituciones gubernamentales nacionales
o internacionales; y a que la direccién del laboratorio
clinico debe hacer seguimiento a los resultados
obtenidos de esas evaluaciones, e implementar acciones
preventivas y correctivas cuando sea el caso.

Los datos recolectados a través del llenado del
cuestionario por los participantes, fueron procesados
y analizados empleando el programa Microsoft Excel
y métodos de estadistica descriptiva de frecuencia
porcentual.

Resultados

a. Control de calidad interno de la fase analitica del
uroandlisis

1) Analisis fisico: Aspecto y color de las muestras de
orina parcial

En el andlisis de los datos obtenidos a través del
cuestionario se obtuvo que el 79% de los participantes,
no cumplen ninguno de los requisitos para el control
de calidad interno en el andlisis del aspecto y el color
de las muestras parciales de orina. De igual manera
se obtuvo que solo el 21% de los participantes,
conformados en un 87% por laboratorios clinicos
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privados y 13% por publicos, cumplen con
algun(nos) requisito(s) (en promedio 3 requisitos
de los 12 evaluados por participante), para el control
de calidad interno en el analisis del aspecto y el
color de las muestras parciales de orina. En relacion
al cumplimiento se evidencié6 que 10% de los
laboratorios clinicos participantes manifiestan tener
instrucciones escritas para el control del analisis del
aspecto y color de las muestras (requisitos N°2) y
registrar los resultados del analisis de las muestras
control (requisito N°7). El 8% de los laboratorios
clinicos participantes manifiestan emplear muestras
control de nivel normal y patoldgico para el analisis
del aspecto y el color de las muestras (requisito N°1),
revisar periddicamente los resultados del analisis
de las muestras control (requisito N°8) y tener un
cronograma para la revisién de los resultados del
analisis de las muestras control (requisito N°9). 5%
de los laboratorios clinicos participantes manifiestan
controlar semanalmente el analisis del aspecto y
el color de las muestras (requisito N°3), tener un
cronograma para el andlisis de muestras control
(requisito N°4), tener normalizados y documentados
los criterios para la aceptacion y rechazo de los
resultados del andlisis de las muestras control
(requisito N°5) y tener normalizadas y documentadas
las acciones correctivas y preventivas a seguir en
presencia de una potencial o patente no conformidad
en los resultados del analisis de las muestras control
(requisito N°6). Ninguno de los laboratorios clinicos
participantes manifiesta registrar las acciones
correctivas y preventivas tomadas en caso de la
presencia de conformidades potenciales o patentes
(requisito N°10), revisar periddicamente las acciones
correctivas y preventivas tomadas (requisito N°11) ni
tener un cronograma para la revision de las acciones
correctivas y preventivas tomadas (requisito 12).

2) Andlisis fisico-quimico mediante tiras reactivas
comerciales

En el andlisis de los datos obtenidos a través
del cuestionario se obtuvo que el 82% de los
participantes, no cumplen ninguno de los requisitos
para el control de calidad interno en el analisis
fisico-quimico de las muestras parciales de orina
mediante tiras reactivas comerciales para el
uroanalisis. De igual manera se obtuvo que el 18%
de los participantes, conformados en un 86% por
laboratorios clinicos privados y 14% publicos,
cumplen algin(nos) requisito(s) (en promedio 4
requisitos de los 12 evaluados por participante), para
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el control de calidad interno en el analisis del fisico-
quimico de las muestras parciales de orina, mediante
tiras reactivas comerciales para el uroanalisis. En
relacién al cumplimiento se evidencié que el 10%
de los laboratorios clinicos participantes manifiestan
tener instrucciones escritas para el control del
analisis fisico-quimico mediante tiras reactivas
comerciales (requisito N°2) y registrar los resultados
del andlisis de las muestras control (requisito
N°7). 8% de los laboratorios clinicos participantes
manifiestan emplear muestras control de nivel
normal y patolégico para el analisis fisico-quimico
de las muestras de orina mediante tiras reactivas
comerciales (requisito N°1), tener un cronograma
para el andlisis de muestras control (requisito N°3),
tener normalizados y documentados los criterios
para la aceptacidon y rechazo de los resultados del
analisis de las muestras control (requisito N°5),
tener normalizadas y documentadas las acciones
correctivas y preventivas a seguir en presencia de una
potencial o patente no conformidad en los resultados
del andlisis de las muestras control (requisito N°6),
revisar periddicamente los resultados del andlisis
de las muestras control (requisito N°8) y tener un
cronograma para la revision de los resultados del
analisis de las muestras control (requisito N°9). 5%
de los laboratorios clinicos participantes manifiestan
controlar semanalmente todos los viales de tiras
reactivas comerciales en uso (requisito N°4). 3%
de los laboratorios clinicos participantes manifiesta
registrar las acciones correctivas y preventivas
tomadas en caso de la presencia de no conformidades
potenciales o patentes (requisito N°10). Ninguno de
los laboratorios clinicos participantes manifiesta
revisar periddicamente las acciones correctivas
y preventivas tomadas (requisito N°I11) ni tener
un cronograma para la revision de las acciones
correctivas y preventivas tomadas (requisito 12).

3) Analisis de los elementos formes de las muestras
parciales de orina

En el analisis de los datos obtenidos a través del
cuestionario se obtuvo que el 92% delos participantes,
no cumplen ningln requisito para el control de
calidad interno en el andlisis de los elementos
formes de las muestras parciales de orina. De igual
manera, se obtuvo que el 8% de los participantes,
conformados en un 100% por laboratorios clinicos
privados, cumplen algun(nos) requisito(s) (en
promedio 8 requisitos de los 12 evaluados por
participante), para el control de calidad interno en
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el analisis de los elementos formes de las muestras
parciales de orina. En relacién al cumplimiento se
evidencio6 que el 8% de los participantes, manifiestan
emplear muestras control de nivel normal y
patoldgico para el andlisis de los elementos formes
(requisito N°1), tener normalizados y documentados
los criterios para la aceptaciéon y rechazo de los
resultados del andlisis de las muestras control
(requisito N°5), tener normalizadas y documentadas
las acciones correctivas y preventivas a seguir en
presencia de una potencial o patente no conformidad
en los resultados del analisis de las muestras control
(requisito N°6) y registrar los resultados del analisis
de las muestras control (requisito N°7). El 5% de
los participantes, manifiestan tener instrucciones
escritas para el control del analisis de los elementos
formes (requisito N°2), tener un cronograma
para el analisis de muestras de control (requisito
N°3), controlar semanalmente el andlisis de los
elementos formes del uroanalisis (requisito N°4),
revisar periddicamente los resultados del analisis
de las muestras control (requisito N°8) y tener un
cronograma para la revision de los resultados del
analisis de las muestras control (requisito N°9).
2% de los participantes, manifiesta registrar las
acciones correctivas y preventivas tomadas en caso
de la presencia de no conformidades potenciales
o patentes (requisito N°10) y ninguno de los
participantes, manifiesta revisar periddicamente las
acciones correctivas y preventivas tomadas en caso de
no conformidades potenciales o patentes detectadas
(requisito N°11), ni tener un cronograma para la
revision de dichas acciones correctivas y preventivas
tomadas (requisito N°12).

b. Control de calidad externo de la fase analitica del
uroandlisis

En el andlisis de los datos obtenidos a través
del cuestionario se obtuvo que el 95% de los
participantes, no cumplen ninguno de los
requisitos para el control de calidad externo en el
uroanalisis. De igual manera se obtuvo que sélo el
5% de los participantes, conformados en un 50%
por laboratorios clinicos privados y 50% publicos,
cumplen algin(nos) requisito(s), para el control de
calidad interno externo del uroanalisis. En relacién
al cumplimiento se evidencié que uno de los
participantes (publico hospitalario) manifiesta haber
participado en algun(nos) programa(s) de evaluacion
externa de la calidad en uroanalisis, en el que no se
evaluaron todos los parametros del uroanalisis

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana




Herndndez y col.

(requisitos N°1). El otro participante (privado
ubicado en clinica) manifiesta haber participado en
algin(nos) programa(s) de evaluacién externa de
la calidad en uroanalisis, en el(los) que se evaluaron
todos los parametros del uroanalisis (requisitos N°1
y 2) y haber implementado acciones correctivas y
preventivas generadas a partir del analisis del informe
de resultados de algun programa de evaluacion
externa de la calidad en uroanalisis en el que se haya
participado (requisito N°3). Ningtin laboratorio
clinico manifiesta estar participando actualmente en
algin programa de evaluacion externa de la calidad en
uroanalisis, en el que se evalten algiin(nos) o todos los
parametros del uroandlisis (requisito N°4 y 5).

De lo anterior se desprende, tal y como se muestra
en el grafico N°1, que entre el 79% y 95% de los
laboratorios clinicos, no cumplen ningun requisito
para el control de calidad interno y externo del
uroanalisis, de acuerdo con la “Norma ISO 15189.
Laboratorios clinicos. Requisitos particulares
para la calidad y la competencia® (15) y las guias
“Urinalysis and Collection, Transportation, and
Preservation of Urine Specimens” (12) del CLSI y
“European Urinalysis Guidelines” (13), de la ECLM,
respectivamente. Adicionalmente, en relaciéon al
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cumplimiento observamos que, la mayoria de los
laboratorios clinicos que implementan algin tipo
de control de calidad interno en el examen simple
de orina, cumplen con muy pocos requisitos de los
previstos en las normas y recomendaciones de la ISO,
CLSI y ECLM. En segundo lugar, que la mayoria de
los laboratorios clinicos que implementan algtn tipo
de control de calidad interno en el examen simple de
orina, cumplen pocos requisitos para el control del
analisis del aspecto y el color y los parametros fisico-
quimicos y ninguno para el analisis de los elementos
formes de las muestras parciales de orina. Y en tercer
lugar que, el requisito mas cumplido por todos
los laboratorios clinicos que cumplen algun(nos)
requisito(s) para el control de calidad interno en
el analisis fisico, quimico y forme de las muestras
parciales de orina, es el registro de los resultados
del analisis de las soluciones control (requisito N°7),
mientras que la revisiéon periodica de las acciones
correctivas y preventivas tomadas (requisito N°11) y
la existencia de un cronograma para la revision de las
acciones correctivasy preventivas tomadas (requisitos
N°12), son los requisitos que no cumplen ninguno de
los laboratorios clinicos que implementan algtn tipo
de control de calidad interno en el uroanalisis.
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GRAFICO Ne 1. Porcentaje de laboratorios clinicos que cumplen algin requisito o no cumplen
ningun requisito para el control de calidad interno y externo en el anlisis fisico, quimico y de

elementos formes de las muestras parciales de orina.
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En relacién a lo evidenciado en nuestro estudio, se
desconocen las razones exactas por las que la gran
mayoria de los laboratorios clinicos no cumplen con
ninguno o cumplen con muy pocos requisitos para
asegurar la calidad del uroanalisis de acuerdo con la
ISO, CLSI'y ECLM. Sin embargo, se considera que entre
las principales razones se encuentran, en primer lugar,
lo referido por Morales, J; y Col. (2012), en relacién
a que los servicios de laboratorio tienen bajo interés
en el uroandlisis (16), lo que al parecer, les conduce a
desestimar la importancia y pertinencia de implementar
sistemas de control de calidad interno y externo en el
examen simple de orina y por ende, a no gestionar
eficientemente los recursos (humanos, medio ambiente,
magquinas, materiales y métodos), para alcanzar su
apropiado aseguramiento de la calidad. En segundo
lugar y como consecuencia de lo primero, se considera
al igual que Sierra, R; (2010), que muchos laboratorios
clinicos no cuenta con la estructura organizativa ni
la competencia técnica (formacion, habilidades vy
experiencia), para implementar sistemas de control
de calidad interno y externo que permita asegurar la
calidad de sus prestaciones analiticas (17). Se piensa,
que la mayoria de los laboratorios clinicos no cumplen
con lo indicado en los apartados 5.1.1, 5.1.5, 5.1.6,
5.1.9 y 5.1.11 de la “Norma ISO 15189. Laboratorios
clinicos. Requisitos particulares para la calidad y la
competencia’, referidos a la existencia de una estructura
organizativa y recursos humanos con formacién
continua y competencia técnica para desempenar tareas
asignadas de acuerdo a su formacién incluyendo el
aseguramiento y gestion de la calidad en los servicios
ofrecidos (15). Se considera, que debido a la falta de
estructura organizativa y competencia técnica, los
laboratorios clinicos estdn imposibilitados para disefiar
e implementar sistemas de aseguramiento de la calidad,
y a cambio de ello, contintian realizando el uroanalisis
de forma tradicional, sin estandarizaciéon y cumpliendo
muy pocos o ningun requisito para el control de calidad
en el analisis del fisico-quimico y forme de las muestras
parciales de orina, respectivamente. Se cree, que en
los laboratorios clinicos el recurso humano por falta
de formacién continua y competencia técnica en el
aseguramiento y gestion de la calidad del uroanalisis;
desconoce la gran mayoria de los requisitos qué debe
cumplir, y ademas desconoce qué y como debe hacer
para cumplir aquellos que si conoce. Una prueba de
ello, es que s6lo una minoria de los participantes alcanza
a cumplir sélo con requisitos comunes y de mas facil
implementaciéon como el registro de los resultados
del analisis de las soluciones control (requisito N°7),
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y casi nunca cumple con requisitos menos corrientes
y mas complejos relacionados a la estandarizacién,
documentacion, registros y la mejora continua para
el aseguramiento de la calidad del uroandlisis entre
ellos la normalizacién y documentacién de criterios
para la aceptacion y rechazo de los resultados de las
muestras control (requisito N°5), la normalizacion
y documentacion de las acciones correctivas y
preventivas a seguir en presencia de una potencial o
patente no conformidad en los resultados del analisis
de las muestras control (requisito N°6), el registro de
las acciones correctivas y preventivas tomadas en caso
de no conformidades potenciales o patentes en los
resultados del analisis de las muestras control (requisito
N°10), revision periddica de las acciones correctivas y
preventivas tomadas (requisito N°11) y contar con un
cronograma para la revision de las acciones correctivas
y preventivas tomadas (requisito N°12).

En tercer lugar y ultimo lugar, se considera que el déficit
y dificil acceso a los recursos materiales, es otra de las
principales razones por la que los laboratorios clinicos, y
en especial los privados particulares y publicos ubicados
en hospitales, clinicas populares y ambulatorios,
cumplen con pocos o ningln requisito para el control
de calidad interno y externo del uroanalisis, sobre todo
aquellos referidos al empleo de soluciones controles de
nivel normal o anormal para el control de la calidad
interno del examen simple de orina (requisito N°1) y si
ha participado (requisito N°1) o participa actualmente
en algun programa de evaluacion externa de la calidad
en uroandlisis (requisito N°4). En relacion a esto, al
igual que lo referido por Salha, J; y Col. (2007), De
Maria y Campos, V. (2008) y Diaz (2011), se considera
que los elevados costos y la escasa disponibilidad de los
materiales controles y programas de evaluacion externa
de calidad, son unas de las principales razones por las
cuales los laboratorios clinicos no llevan a cabo un
adecuado control de calidad interno en el andlisis fisico,
quimico y forme de las muestras parciales de orina asi
como tampoco participan de forma activa y continuada
en programas de evaluacion externa de la calidad en
uroanalisis, respectivamente. (18,19,20).

De acuerdo con Salha y Col. (2007), el uroanalisis
realizado en el laboratorio clinico, requiere del uso
rutinario de soluciones controles que permitan
monitorear todo el proceso de medicién y garantizar
resultados precisos y confiables. Los elevados costos
de los controles es el principal factor que dificulta la
implementacién de un control de calidad interno, que
a su vez, le impide a los laboratorios clinicos participar
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en programas de evaluacion externa de la calidad (18).
En relacién al tema de los costos de las soluciones
controles, al igual que De Maria y Campos Otegui, V.
(2008), se sabe que en la bibliografia que aborda este
tema, se pueden encontrar referencias que tocan dos
aspectos fundamentales para la resolucion parcial de
éste problema. El primero de ellos, es la frecuencia en
que se debe practicar la medicion del material control.
Al respecto, los lineamientos de la NCCLS (ahora CLSI),
en “Provider-Performed Microscopy Testing; Approved
Guideline HS2-A, 2003” (21), recomiendan se practique
segun la productividad del laboratorio clinico, en éste
sentido, se aconseja que en un laboratorio clinico que se
consuma un frasco de tiras reactivas por mes, se mida
la orina control una vez por semana, en un laboratorio
clinico que se consuma mas de un frasco por semana,
se mida una vez al dia y en un laboratorio clinico que
se consuma varios frascos por dia, se mida la orina
control en sus dos niveles una vez por cada frasco. El
segundo aspecto relacionado al tema de los costos
de los controles de orina, esta referido al manejo del
material control. Al respecto, se proponen algunas
opciones que incluyen optimizar el volumen de orina
control, dividiéndolo en alicuotas y utilizar cada una un
maximo de tres (3) dias (19). Adicionalmente, al igual
que lo referido por Fernandez, D (2014); se considera
que ademas de la opcién de los controles de orina de
origen comercial, es posible que los laboratorios clinicos
elaboren soluciones controles que cumplan con los
requisitos de la NCCL (Ahora CLSI) “Internal Quality
Control Testing: Principles & Definition. C24-A, 19917
(22), y de esa forma puedan controlar el analisis de
orina de una manera mds econdmica sin dejar de lado
el cumplimiento de los requisitos para el aseguramiento
de la calidad en el uroanalisis y la confiabilidad de sus
resultados (23).

Conclusiones

Este estudio permitié evidenciar que entre el 79% y 95%
deloslaboratorios clinicos, no cumplen ningun requisito
parael controlde calidadinternoyexternodel uroanalisis,
mientras que la minoria que refiere implementar algin
tipo de control de calidad en el examen simple de orina,
cumplen con muy pocos requisitos de los previstos en
las normas y recomendaciones de la ISO, CLSI y ECLM.
Se considera que el bajo interés en el uroanalisis, la falta
de estructura organizativa y competencia técnica para
la gestion de la calidad del examen simple de orina asi
como los elevados costos y escasa disponibilidad de los
materiales controles y programas de evaluacion externa
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de la calidad en uroanalisis, son las principales razones
que impiden a los laboratorios clinicos del Distrito
Metropolitano de Caracas asegurar la calidad de los
resultados del uroandlisis segun los requisitos de la ISO,
CLSI y ECLM.
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RESUMEN:

Los anticuerpos antifosfolipidos son una familia heterogénea de inmunoglobulinas que se unen a los fosfolipidos,
cargados negativamente, presentes en las membranas celulares. Los anticuerpos anticardiolipinas y los
anticoagulantes lupicos, principales representantes de esta familia de autoanticuerpos, estan siendo relacionados
con complicaciones obstétricas, principalmente abortos a repeticién. Se determiné la significacion clinico biolégica
de estos autoanticuerpos en una muestra conformada por 45 mujeres con embarazo normaly 35 con mds de 2 abortos
arepeticion, para ello se determinaron en sangre periférica IgM e IgG anticardiolipinas (ACA) y anti32glicoproteina
con el método de ELISA. Los resultados muestran que 11,1% de las mujeres con embarazo normal fueron positivas
para IgM ACA, mientras que en las pacientes con aborto a repeticidn el porcentaje de positividad fue de 23%. En
cuanto a la IgG ACA se obtuvo 15% de positividad en las mujeres con embarazo normal vs 57% en las pacientes
con aborto a repeticion (p<0,001). En el caso de la IgM anti 32 glicoproteina se encontr6 una positividad de 1% en
las mujeres con embarazo normal vs 43% en las pacientes con aborto a repeticion (p<0,001), la positividad de la
IgG anti anti 2 glicoproteina fue de 20% en las mujeres con embarazo normal y de 9% en pacientes con aborto a
repeticion. Se concluye que IgG ACA e IgM anti 2 glicoproteina se encontraron asociadas a problemas obstétricos.

Palabras claves: Anticuerpos anticardiolipinas, anticuerpos anti 2 glicoproteina, embarazo, aborto recurrente.

ANTIPHOSPHOLIPID ANTIBODIES IN NORMAL PREGNANCY
AND SPONTANEOUS ABORTIONS TO REPETITION

SUMMARY

Antiphospholipid antibodies are a heterogeneous family of immunoglobulin that interact with negatively charged
phospholipids presentin cellular membranes. The main representatives of antiphospholipid family of autoantibodies
are anticardiolipin and lupus’s anticoagulant antibodies, both of them have been implicated in obstetrical
complications, mainly in spontaneous abortions to repetition. In this work, the incidence of serum autoantibodies
in a shaped sample

45 women with normal pregnancies and 35 women with more than 2 abortions to repetition was determined. IgM
and IgG isotypes anticardiolipins antibodies (ACA) and anti beta2glycoprotein I (antiB2GPI) were measured using
the ELISA technique. Our results show that 11.1% of women with normal pregnancies were positive for IgM ACA,
whereas 23% of women with spontaneous abortions to repetition were positive for the same isotype. 1gG ACA was
found positive in 15% of women with normal pregnancies against 57% in women with abortions (p<0,01). I[gM
anti32GPI isotype was positive in 1% of women with normal pregnancies against 43% of women with abortions
to repetition (p<0,001), IgG antif2GPI was found positive in 20% of women with normal pregnancies and in 9% of
women with abortions. These results suggest that [gG ACA and IgM antif2GPI may play a role in the induction of
spontaneous abortions to repetition.

Keywords: Anticardiolipin antibodies, anti 2 glycoprotein antibodies, pregnancy, recurrent abortion.

Introduccidon

Los mecanismos ﬁsiolégicos, tanto sistémicos como
locales en el utero, que se producen durante el embarazo
son regulados por interacciones entre hormonas
esteroideas, péptidos y componentes del sistema
inmunitario (SI); este conjunto de metabolitos actda de
manera sincronizada en la preparacion del endometrio
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y la placenta para garantizar el desarrollo fetal (1).
El embarazo es un alotrasplante de 40 semanas de
duracién, en un organismo inmunocompetente, cuya
evolucion fisiolégica o patoldgica estd intimamente
ligada al desarrollo de la placenta o interfase materno-
fetal (2,3,4).

Una complicacién frecuente en el embarazo es el
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aborto espontaneo recurrente, definido como tres o
mas pérdidas espontianeas antes de las 20 semanas
de gestacion, sus causas se atribuyen a infecciones,
alteraciones en las estructuras anatdmicas, factores
genéticos y hormonales, y trastornos del sistema
inmunitario. Aproximadamente 80% de los abortos
espontaneos, son de causa desconocida; sin embargo,
cada dia cobran mas importancia las alteraciones del
sistema inmunitario como posibles desencadenantes,
ya que al ser el feto un trasplante semi alogenéico es
indispensable que este sistema desarrolle mecanismos
de adaptacion que permitan la tolerancia fetal, si esto
no ocurre el riesgo de pérdida del embarazo es elevado
(5,6). Entre las causas de origen inmunoldgico mas
frecuentemente invocadas se incluye la presencia de
anticuerpos antifosfolipidos (aAF) y el desarrollo del
sindrome antifosfolipido (SAF) (7,8,9).

Los aAF son un grupo heterogéneo de autoanticuerpos
(IgM, IgG o IGA), cargados negativamente, que
reconocen diversas moléculas entre las que se incluyen
B2 glicoproteina I, protrombina, proteina C activada,
activador del plasmindgeno tisular, plasmina, anexina
II y cardiolipina de la membrana mitocondrial. Esta
familia de autoanticuerpos estd conformada por el
anticoagulante lupico (LAC) que se estudia usando una
técnica funcional de coagulacién), y los anticuerpos
anticardiolipina (ACA) y anti (anti-p2 GPI),
detectados mediante ELISA (10,11). Los anticuerpos
antifosfolipidos pueden estar presentes en 1-5 % de la
poblacion general, aunque el SAF tiene una prevalencia
menor de 0,5 %, con una relacién mujer:hombre de 5:1
(12,13).

En general, el Sindrome antifosfolipido puede
desarrollarse en la infancia o en la vida adulta, en ambos
sexos, y es una entidad clinica caracterizada por la
presencia en el suero de titulos elevados de anticuerpos
antifosfolipidos, asociada con uno o mas eventos de
trombosis arterial o venosa, y trombocitopenia. Este
tipo de desorden autoinmune, puede ser primario, y
aislado, o secundario asociado a otros trastornos del
sistema inmunitario tales como el Lupus Eritematoso
Sistémico (LES), el Sindrome de Sjogren, la Artritis
Reumatoide, las Vasculitis y la Esclerosis Sistémica
Progresiva (14,15,16). El SAF obstétrico, en particular,
se caracteriza por criterios bioldgicos, dados por la
presencia de los anticuerpos antifosfolipidos, y criterios
clinicos del tipo de infertilidad, abortos recurrentes,
retardo en el crecimiento intrauterino, preeclampsia y
sindrome de HELLP. El diagndstico de SAF obstétrico
requiere que la paciente presente al menos un (1) criterio
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bioldgico y un (1) clinico (17,18).

A pesar de que se han reportado numerosos estudios
sobre anticuerpos antifosfolipidos y sindrome
antifosfolipido, en relacién con los trastornos de la
fertilidad y el desarrollo del embarazo, en particular
con el aborto espontdneo recurrente (19,20), no hay
respuestas concluyentes en cuanto al papel que en forma
directa ejercen estos anticuerpos en la infertilidad,
implantaciéon o morbilidad durante la gestacion; lo
que si esta claro es que su accién en estos procesos
es controversial, y, por tanto, se recomienda evitar
procedimientos de fertilizacion in vitro, en pacientes con
historia de positividad para anticuerpos antifosfolipidos
y fallas en la implantacioén (21,22,23). La escasa literatura
al respecto en nuestro medio nos anim¢ a efectuar el
presente trabajo.

Materiales y Métodos
Recoleccion de la muestra y procesamiento

Previo consentimiento informado, se obtuvieron
muestras de sangre, mediante venopuncion de la region
flexora del codo, de 45 mujeres con embarazo normal a
término (ENAT), sin historia de abortos, y 35 mujeres
que presentaron abortos espontineos recurrentes
(EAR), que asistieron a la consulta de Ginecologia
y Obstetricia de la Ciudad Hospitalaria Dr. Enrique
Tejera (CHET). Los criterios de inclusion establecidos
para todas las pacientes tanto ENAT y EAR eran: no
presentar manifestaciones clinicas previas o actuales
de enfermedad autoinmune de base, ser normotensas,
no cardidpatas. En cuanto a las pacientes con abortos
se establecié como criterio de inclusion el haber sufrido
mas de 2 abortos espontédneos a repeticion de menos
de 22 de semanas de gestacion. Las muestras fueron
colocadas en tubos siliconados, sin anticoagulante, y
llevadas bafio de Maria a 37 °C, durante 10 minutos,
para favorecer la retraccion del coagulo. Posteriormente
fueron centrifugadas a 2500 rpm por 10 minutos para
obtener el suero; el cual fue alicuotado en criotubos
estériles y conservado a -70°C en un Revco hasta su
procesamiento.

Determinacion de IgM e IgG anticardiolipinas
y anti 32 glicoproteina 1

Las concentraciones de los anticuerpos IgM e IgG
anticardiolipinayanti 32 glicoproteinal, se determinaron
mediante la técnica de inmunoensayo enzimatico de
fase solida (ELISA), Inmuco Diagndstic. Las muestras
de suero, previamente diluidas 1/100, fueron incubadas
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en los micropozos sensibilizados, respectivamente,
con los antigenos cardiolipina o P2 glicoproteina
I, a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Siguiendo las recomendaciones de la casa comercial
se practicaron 3 lavados con solucién provista por la
casa comercial para este propdsito. Para la deteccion
de los anticuerpos unidos a la microplaca se usaron
anticuerpos, policlonales, anti IgM e IgG humanos
conjugados a la enzima peroxidasa de rabano, los cuales
se ponen de manifiesto al agregar el sustrato especifico
TMB, produciéndose una reaccion colorimétrica, cuya
intensidad es directamente proporcional a la cantidad
de los anticuerpos presentes en las muestras. La reaccion
enzimatica se detiene agregando é&cido sulftrico y
se determina la densidad optica de cada pozo por
espectrofotometria a 405 nm con un filtro diferencial
de 630nm, en un lector de ELISA. Se efectud curva de
calibracion y los controles positivo y negativo, todas las
muestras se procesaron por duplicado.

Los resultados tanto de las ACA IgG e IgM como de la
anti 2 GPL I fueron expresados segun la clasificacion
de Harris en unidades GPL (IgG) y MPL (IgM), donde
cada unidad GPL o MPL corresponde a una U/mL en
la curva de calibracion. Las diferencias en la expresion
de los resultados estriba en los puntos de corte,
considerandose positivos para las IgG ACA resultados
> 19 GPL vy para las IgM ACA >10 MPL, mientras que,
para la anti f2 GPL I (IgG e IgM) valores > 25 GPL y
MPL, respectivamente.

Los datos obtenidos en las poblaciones estudiadas, fue-
ron reportados bajo la forma de porcentajes de positivi-
dad, se aplico la t de Student para comparar las medias
de los grupos en estudio, y la prueba Z para determinar
si habia correlacion entre las variables, cualquier valor
de p< 0,05, fue considerado significativo.

Resultados

Niveles séricos de IgM e IgG anticardiolipinas (ACA) y
anti 32 glicoproteina 1 (anti 32 GPL I)

En el grafico 1 se muestra las medias aritméticas y
desviaciones estdndar de los valores séricos de los
isotipos IgM e IgG ACA, en mujeres con embarazos
normales (ENAT) y en mujeres con abortos espontaneos
a repeticion (EAR). Observandose que los niveles
séricos de IgG ACA son mas elevados (30,17 + 27,89)
en el grupo de mujeres con abortos espontaneos a
repeticion que los niveles de IgM ACA (8,41 + 2,13),
con una diferencia altamente significativa (p<0,01). En
las mujeres con embarazos normales los niveles séricos

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2016; Vol 19(1): 20-25.

Anticuerpos antifosfolipidos en embarazo normal a término
y aborto espontdneo recurrente

50

40 4 _—

30 A 1]

20 A —

- L RS

N= 35 35 35 35
IGGACAN IGGACAP IGMACAN IGMACAP

95% IC

Grafico 1. Niveles séricos de IgG/IgM de Anticuerpos
anticardilipina (ACA) en pacientes con embarazos nor-
males a término(N) y en pacientes con abortos(P).

de IgG ACA (14,14 + 19,88) e IgM ACA (8,80 + 6,70) no
mostraron diferencias estadisticamente significativas.
En el grafico 2 se muestran las medias aritméticas y
desviacion estdndar de los valores de IgM e IgG anti (2
GPI, en ambos grupos de estudio. En las mujeres con
abortos espontdneos a repeticion se observa que los
valores (5,81 + 4,13) de IgG anti 2 GPI son menores
que los de IgM anti 2 GPI (19,03 + 10,54), siendo la
diferencia estadisticamente significativa (p<0,01). En
las mujeres con embarazos normales los niveles séricos
de IgG anti 2 GPI (16,54 + 18,71) e IgM anti 2 GPI
(4,83 + 1,64) no mostraron diferencias estadisticamente
significativas.

En el grifico 3 se observa el % de positividad de los
niveles séricos de ACA IgM (11,1%) e IgG (37,8%) en
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Grafico 2. Niveles séricos de IgM/IgG de Anticuerpo
Anti B2 glicoproteina I en pacientes con embarazos
normales a término (N) y en pacientes con abortos (P).
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Grafico 3. Isotipos IgM/IgG de Anticuerpos
Anticardiolipina entre mujeres con Embarazos
normales y mujeres con abortos.

las pacientes con ENAT, asi como, los de ACA IgM
(22,8%) e IgG (57,1%) en las mujeres con AER, al
comparar dichos porcentajes se encontrd una diferencia
significativa (p<0,01). Se muestran los porcentajes
de positividad (IgG vs IgM) en el grupo de pacientes
con AER, evidencidndose una asociacién altamente
significativa con una p<0,001, del isotipo IgG con AER.
En el grafico 4 se muestra el % de positividad de los
niveles séricos de B2 glicoproteinal IgM (4,5%) e IgG
(24,4%) en las pacientes con ENAT, asi como, los de B2
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Grafico 4. Isotipos IgM/IgG de Anticuerpos Anti 32
Glicoproteina I en mujeres con embarazos normales y
en mujeres con abortos.
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glicoproteinal IgM (42,9%) e IgG (8,6%) en las mujeres
con AER, al comparar dichos porcentajes se encontro6
una diferencia significativa (p<0,01). Al investigar la
correlacion de los porcentajes de positividad del isotipo
IgM, en ambos grupos, se encontr6 una asociacion
significativa (p<0,05) entre dicho isotipo y AER, tal
como se observa en este grafico.

Discusion

Se ha estimado que la prevalencia de aAF es de
aproximadamente 5% en la poblacion general, mientras
que la del SAF es de 0,5%. Cuando se trata de mujeres
multiparas la prevalencia de los aAF puede alcanzar
hasta 15%. Investigaciones previas (24,25,26,27,28)
reportan una gran variabilidad para estos dos isotipos en
los grupos objeto de estudio. Por el contrario, resultados
discrepantes con los obtenidos en esta investigacion
encontraron que el isotipo IgM ACA estuvo presente
en aproximadamente el 75% de los casos de abortos.
(29,30,31)

Se determiné anticuerpos contra la 32 glicoproteina I
la cual se comporta como un antigeno proteico que se
encuentra asociado con frecuencia a la cardiolipina. Se
observa que los porcentajes de positividad son mayores
en el isotipo IgG anti f2 glicoproteina I en las mujeres
con embarazos normales que en las mujeres con
abortos (24,4% vs. 8,6%%) aun cuando no se encontré
diferencia significativa (p>0,05) (17,19,24,32). Con
respecto al isotipo IgM de la anti B2 glicoproteina I
se observa un porcentaje mayor de positividad en las
pacientes con abortos con respecto a las pacientes con
embarazos normales (49,9% vs. 4,5%) encontrandose
una asociacion significativa entre los niveles de IgM anti
B2 glicoproteina I y abortos, sin embargo, aun cuando
los niveles séricos del isotipo IgM obtenidos fueron
mayores que los del isotipo IgG no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas asociadas a
este hallazgo.(p>0,05) (33,34,35).

En otras investigaciones se observan resultados simi-
lares aun cuando los porcentajes de positividad encon-
trados son superiores a los encontrados en este estudio.
(18,23,36) Al analizar los resultados de los niveles séri-
cos de anticuerpos IgM/IgG Anti cardiolipina y anti 2
glicoproteina I se puede concluir, que el isotipo IgG de
ACA presenta niveles mayores que el isotipo M en las
mujeres con embarazos normales aun cuando esto no
arroje una diferencia significativa, el isotipo IgM de la
anti 2 glicoproteina I se observo en menor % de posi-
tividad en los embarazos normales que el isotipo G aun
cuando no tuvo ninguna significacion. Se encontrd una
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asociacion significativa entre IgG ACA y la IgM anti 2
glicoproteina I con los abortos, aunque una parte de la
poblacion estudiada que, a pesar de tener niveles po-
sitivos para estos anticuerpos, no manifestaron com-
plicaciones obstétricas, lo que se explica por la hete-
rogeneidad antigénica y de efecto que presentan estos
anticuerpos. (11,26,32,23)

Los objetivos del presente estudio se basaron en esta-
blecer los niveles séricos de los isotipos IgM/IgG de an-
ticuerpos anticardiolipinas aCL y anticuerpos anti (2
glicoproteina I, en pacientes con embarazos normales
a término y en pacientes que presentaban abortos re-
currentes a repeticion. Los aCL y a2-GPI se determi-
nan por inmunoensayos, representando sus niveles en
suero, la medida inmunoldgica de la reactividad frente
a un fosfolipido o una proteina de unién al fosfolipido
(cardiolipina y B2-GPI, respectivamente). En general, la
especificidad de aCL para APS aumenta con titulo y es
mayor para la IgG que para el IgM e IgA de isotipo. No
existe ninguna asociacion definitiva entre la clinica es-
pecifica manifestaciones y subgrupos particulares de la
APL. Por lo tanto, multiples pruebas para AAF se deben
utilizar, ya que los pacientes pueden ser seronegativos
para un tipo de anticuerpo y de acuerdo con otro isoti-
po arrojar una prueba positiva.
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RESUMEN:

Blastocystis spp. es un parasito humano perteneciente al Reino Cromista, con un controversial rol patégeno.
Los criterios de patogenicidad de Blastocystis spp. son: la identificacién de abundantes formas parasitarias con
predominio de formas con cuerpo central grandes en las heces del paciente, ausencia de otras infecciones o
patologias y desapariciéon de los sintomas después del tratamiento antiparasitario especifico. El parasito es
vehiculizado en liquidos o alimentos por contaminacién fecal-oral, ademds de las vias oral-genital u oral-anal.
La sintomatologia que ocasiona es variable (gastrointestinal, hepatoesplenomegalia, rash cutaneo y cefalea). En
pacientes inmunosuprimidos y en algunos inmunocompetentes, la emision de formas parasitarias aumenta y la
sintomatologia se agrava. El diagnéstico de Blastocystis spp. se realiza mediante la demostracion del parasito en la
heces del paciente, no obstante, para determinar el comportamiento patégeno, puede requerirse la cuantificacion de
la morfologia parasitaria, determinacion de enzimas claves del metabolismo del parasito, identificar la procedencia
epidemioldgica del parasito; asi como la genotipificacién basada en secuencias consenso del ADN del parasito. El
tratamiento de pacientes infectados depende en principio de la persistencia de sintomatologia junto a los criterios
de patogenicidad. El agente quimioterapettico de primera eleccién es el metronidazol, no obstante, son frecuentes
las reinfecciones y variabilidad en la sensibilidad del parasito al fArmaco, en cuyos casos, debe usarse la segunda
linea de medicamentos (Nitazoxanida y Trimetropin-Sulfametoxazol).Todos los aspectos controversiales que
envuelven a Blastocystis spp. solo pueden ser flanqueados a medida que aspectos de la biologia, patogenia, patologia
e interacciones parasito-hospedador, sean esclarecidos.

Palabras claves: Blastocystis spp., biologia, metronidazol, nitaxozanida, diagndstico, patologia.

BLASTOCYSTIS SPP.: UPDATE ON MORPHOLOGY, BIOLOGY,
DIAGNOSIS AND CHEMOTHERAPEUTIC TREATMENT

SUMMARY

Blastocystis spp. is human parasite from the Chromista kingdom and has a controversial role as a pathogen. The
pathogenic criteria of Blastocystis spp. are: the presence of a large numerous of vacuolar forms in the patient’s stool,
absence of other infections or diseases and symptoms disappear after specific antiparasitic treatment. The parasite
is transported in liquids or food by fecal-oral contamination, in addition to oral-genital or oral-anal tract. The
symptoms are variable (gastrointestinal, hepatosplenomegaly, skin rash and headache), and in immunosuppressed
patients or some inmunocompents, issuing parasitic forms is high and it worsens the symptomatology. Diagnosing
Blastocystis spp. is performed by demonstrating the parasite in the patient’s stool, however, to determine the
pathogenicity may be required typing and the quantification of parasitic morphologies in feces, determination of
the parasite key metabolic enzymes, and identifies the epidemiological origin of the parasite; This can be defined by
the genotipification, based on consensus sequences of the parasite’s DNA. Treating the infected patients depends
in principle on the persistence of symptoms together with the clinical criteria. The first choice of chemotherapeutic
agent is the metronidazole, however, the reinfections are frequents and there’s variability in the parasite sensibility
to the drug, in which cases, must use the second line drugs (nitazoxanide and Trimethoprim-sulfamethoxazole).
All controversial issues that surround Blastocystis sp. can only be outflanked as long as aspects of its biology,
pathogenesis, pathology and parasite-host interactions are investigated.

Keywords: Blastocystis spp., biology, diagnosis, Metronidazole, Nitaxozanide, pathology.

Introduccion humano y otros vertebrados (3-5). En Venezuela,
presenta una alta prevalencia (6-10) y es encontrado

Blastocystis spp., es un parasito humano perteneciente . ) )
frecuentemente en pacientes con sintomatologia (11,12).

al Reino Cromista (1,2), agente causal de una infeccién
cosmopolita de prevalencia creciente, descrita en el A pesar de la alta prevalencia de este parasito, existe
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controversia en cuanto al papel patdgeno de Blastocystis
spp., algunos criterios clinicos intentan orientar al
respecto, en base a: abundancia de formas parasitarias en
muestras fecales, presencia de formas ameboides grandes
en las heces del paciente y ausencia de otras causas
funcionales, otros parasitos, bacterianas, micoticas
y virales y desaparicion de los sintomas después del
tratamiento con un antiparasitario especifico (13).

Blastocystis spp. es vehiculizado a través de agua o
bebidas, frutas y hortalizas contaminadas, mediante un
mecanismo de transmision fecal-oral principalmente,
y en otros casos por via oral-genital u oral-anal (14).
La sintomatologia asociada a la infeccion es variable:
diarrea, dolor abdominal, malestar o molestias
intestinales, nauseas, inflamacion y flatulencia excesiva,
cllico, estrenimiento, mareos, pérdida de peso,
prurito perianal, tenesmo, vértigo y anorexia, fiebre,
esteatorrea y leucocitos en heces, en casos severos
hepatoesplenomegalia (con complicaciones de otra
indole), rash cutaneo y colitis, entre otros (15-17).

La mayoria de las infecciones son asintomdticas, sin
embargo, el comportamiento oportunista de Blastocystis
spp. es palpable en pacientes con depresion del sistema
inmune, en los cuales la emision de formas parasitarias a
través de las heces es mayor y la sintomatologia intestinal
y extraintestinal es grave (17-19). No obstante, también
en pacientes inmunocompetentes se han encontrado
infecciones sintomaticas con emisién de gran nimero
de formas parasitarias asociadas a la sintomatologia (12,
20).

El diagndstico de Blastocystis spp. se realiza mediante
métodos directos de demostracion del parasito en la
heces del paciente (16). No obstante, para determinar
el comportamiento patdgeno, se usan criterios que van
desde la cuantificacion y tipificacién de la morfologia
parasitaria en la heces (12, 21), la determinacion de
enzimas claves del metabolismo del parasito (22), hasta
identificar la procedencia del pardsito, en cuanto a
hospedador, lo cual solo puede ser definido mediante
la genotipificacion, para lo que se amplifica el ADN del
parasito, empleando secuencias cebadoras consenso
(23,24).

Otro aspecto controversial es la alternativa
quimioterapéutica a emplear y en qué momento debe ser
aplicado. Esto depende en principio de la persistencia
de sintomatologia, sin que exista otro agente causal, en
conjunto con los criterios clinicos antes mencionados.
El agente quimioterapettico que se emplea con mayor
frecuencia, es el metronidazol, no obstante, éste no
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constituye una terapia efectiva, como lo muestran la
frecuente persistencia del parasito luego de ser aplicado
el tratamiento con este farmaco (13,25).

Todos los aspectos controversiales que envuelven a
Blastocystis spp. solo pueden ser flanqueados a medida
que aspectos de la biologia, patogenia, patologia e
interacciones parasito-hospedador, sean esclarecidos.

En la presente revision se evalud el estatus actual del
conocimiento en relaciéon a la biologia, patogenia,
patologia, diagndstico y tratamiento de Blastocystis spp.

El nombre del parasito fue propuesto por Alexieff
en 1911, debido a que presentan por encima de la
membrana celular, una cubierta mucilaginosa similar
a la capsula de los Blastomycetos, ademas de presentar
una division celular similar a un proceso de gemacion,
lo que que Alexieff, este investigador lo denomind
Blastocystis enterocola, un ano mas tarde, Brumpt lo
llamé Blastocystis hominis (1,2,26,27).

La clasificacion inicial de Blastocystis varié desde ser
considerado hongo, vegetal y un flagelado (26). De
hecho fue ubicado entre los protistas, basado en que
poseia nucleo, reticulo endoplasmatico liso y rugoso
y organelas similares a mitocondrias, ademds de que
no crecia en medios para hongos, era resistente a anti-
fungicos y era susceptible a drogas antiprotozoarios
(metronidazol y emetina (26,27,25 ).

El analisis molecular de la secuencias de subunidad
pequena del ARN ribosomal (ssrRNA) y el factor de
elongacion (EF-1), caracteristicas de la secuencia de
genes de Blastocystis spp., puso en evidencia que no
formaban parte de un grupo monofilético conlevaduras,
hongos, sarcodina o esporozoarios por lo que deberia
ser ubicado dentro del grupo de los Stramenopiles
(28,29,30). Sin embargo, las caracteristicas de EF-1,
sugieren en ese momento que Blastocystis spp. esta mds
relacionado con Entamoeba spp debido posiblemente
a lo pequeno de la muestra empleada en el estudio
y caracteristicas inherentes a la ssrRNA, por tanto,
ubicaron a Blastocystis en el Phyllum Sarcomastigophora
(26).

Posteriormente, en 1996, Blastocystis fue ubicado
de nuevo en el grupo se los Stramenopiles (29). En
este grupo es un organismo atipico, puesto que los
Stramenopiles se denominan de esa forma porque
presentan estructuras piliformes y flagelos, los cuales
no estan presentes en Blastocystis (29). Sin embargo,
el anidlisis filogenético de la subunidad ribosomal
pequena del ARN ( 30) y otras secuencias génicas del
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parasito (31), confirmaron la relacion entre Blastocystis,
flagelados y ciliados comensales provenientes de
anfibios y reptiles, entre ellos, los géneros Proteromonas,
Opalina, Protoopalina, Karotomorpha, y Cepedea. Se
considera que la ausencia de caracteristicas tipicas de los
Straminophiles en Blastocystis spp. es producto de una
pérdida secundaria de éstas (32).

La fision binaria simple es el modo de reproduccién mas
ampliamente aceptado para Blastocystis. Sin embargo,
otros mecanismos se han propuesto, entre ellos,
plasmotomia, esquizogonia, endodiogenia ( 33).

La supervivencia del parasito se encuentra relacionada
a su capacidad de responder a cambios en el ambiente
que los rodea. Principalmente a cuatro elementos
estresantes, como son: cambios térmicos, deplecion de
nutrientes, cambios osmoticos y oxidativos (34).

Blastocystis  spp, desarrolld un mecanismo de
disregulacion de la 6xido nitrico sintetasa (25), lo que
inhibe la produccion de este radical libre, el cual, induce
necrosis y apoptosis en los organismos vivos. Asi mismo,
es capaz de contrarrestar el stress por calor, sintetizando
proteinas del choque térmico, especificamente la
Hsp70, esto explica la capacidad de este protozoario
de multiplicarse a pesar de la exposicion a altas
temperaturas, como se ha observado en pacientes que
presentan infeccién cruzada con parasitos maldricos y
el virus del dengue (34).

Se ha descrito un gran nimero de tipos morfoldgicos
de Blastocystis spp. (12, 35), algunos de los cuales, son
compatibles con artefactos propios de la exposicion
de estas células a oxigeno (32). Lo realmente certero
en cuanto a morfologia, es que el género Blastocystis
agrupa organismos unicelulares que miden entre 5-10
um de didmetro, multinucleados con varias organelas
parecidas a mitocondrias, aparato de Golgi y otras
caracteristicas tipicas de células eucariotas (32).

El tipo morfologico de Blastocystis spp. predominante
en las heces de humanos infectados, son las de cuerpo
central, mal denominadas vacuolares (2, 35). Estas
parecen relacionarse con la presencia de sintomatologia,
observandose en algunos casos, esta morfologia en
una magnitud seis veces mayor a la forma granular,
mientras que, en pacientes asintomaticos la relacion
es aproximadamente dos veces mayor. Esta misma
tendencia fue observada al realizar la cuantificacion
de formas por gramo de heces, existiendo diferencias
estadisticamente significativas entre el ndmero de
vacuolares en sintomdticos y asintomaticos (12,20),
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diferencias que parecen estar relacionadas con la
sintomatologia.

Las formas de resistencia, estan presentes en alrededor
de 30% de las muestras positivas (36), sin embargo, estos
son raramente reportados debido al desconocimiento
de la morfologia caracteristica, no obstante, en cultivo,
luego de 24 horas, se pueden desarrollar formas
vacuolares a partir de quistes, sin la intervencion de los
acidos gastricos o enzimas intestinales (36, 37).

Diagnostico

El diagnéstico del pardsito es critico para desarrollar
estudios clinico epidemioldgicos, que definan la
asociacion de Blastocystis spp y enfermedad. Sin
embargo, la experiencia de técnicas parasitologicas
clasicas, como lo son los métodos de demostracion
de estadios parasitarios al microscopio, previo uso de
técnicas de concentracion, presentan escasa sensibilidad,
debido a la destruccion de los estadios de Blastocystis
spp. por los procedimientos, que en su mayoria se han
disenado para quistes de protozoarios y huevos de
helmintos, los cuales presentan cubiertas rigidas que los
protegen de dafo durante el procesamiento (36).

Diagndstico coproparasitolégico

Tradicionalmente, el diagndstico de Blastocystis ssp.
se basa en la visualizacién de la muestra de heces
fresca, en solucion salina y/o teiiida con lugol (16).
No obstante, ocasionalmente el diagndstico puede
ser complementado empleando técnicas de tincidén
como son: tricrémica, hematoxilina y eosina o May-
Grunwald-Giemsa (20). La visualizacion al microscopio
requiere experiencia técnica del analista y consume
tiempo, puesto que Blastocystis puede ser confundido
con leucocitos u otros protozoarios como Dientamoeba
fragilis (36).

Cultivo in vitro

Diversos estudios emplearon métodos de cultivo xénico
y axénico (38), a fin de aumentar la sensibilidad de los
métodos de demostracion del parasito, encontrando alta
sensibilidad (36).

Elmedio de Jones esuno delos medios mas utilizados, por
su bajo costo y facil preparacion (36). La identificacion
de las formas de Blastocystis spp. cultivados en este
medio, con la coloracién tricromica, mostré 100% de
sensibilidad y 88% de especificidad (37).

Un estudio comparativo de las formulaciones de
nutrientes de cultivo y su capacidad de mantener
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la vitalidad del parasito, mostré6 que los medios
RPMI1640 y TB1, solo lograron 3% mds de viabilidad
en comparacion con la solucidn salina isoténica (SSI),
mientras que el mantenimiento de los parasitos vitales,
en el medio bifiasico de Boeck-Drbohlav (MBD), fue
doce veces mayor a la SSI y aproximadamente cinco
veces mds en comparacion con el RPMI1640 y el TB1
(39). Sin embargo, el medio bifasico de Boeck-Drbohlav
(MBDM) modificado por Lanuza et al. 1996 (38),
resulto ser superior a todos los medios, no solo fue diez
veces mejor que la SSI'y ocho veces mejor al RPMI11640
y TB1, sino que casi dos veces superior al MBD clasico,
en mantener vitales a los parasitos hasta las 48 horas.
No obstante, todos los medios incluidos los medios
bifdsicos MBD y MBDM disminuyeron con el tiempo,
su capacidad de mantener los parasitos viables (39).

Asimismo, se encontré una alta sensibilidad y
especificidad diagndstica con cultivos xénicos realizados
a muestras de heces (38), en frascos con una base de
agar, peptona y suero fetal bovino, luego de 24 y 48 h
de incubacioén a 37°C, lo que representa una posibilidad
de incorporar este procedimiento al diagndstico de
rutina, para aumentar la sensibilidad del diagnéstico,
no obstante, se debe considerar el inconveniente que
representa en estos procedimientos, la posibilidad
de seleccionar un subtipo en particular por ser mds
facilmente cultivable que otros subtipos (36).

Diagnéstico Molecular

Los métodos moleculares son mds costosos, pero son
sensibles y especificos en comparacién con los métodos
de visualizacién al microscopio (36) y necesarios cuando
se tiene que definir la especie del pardsito o se desee
caracterizarlo genotipicamente. En el estudio molecular
se emplean secuencias consenso determinadas a partir
del analisis de la subunidad pequena de ADN ribosomal
(SSU-rADN) (24 ), la cual es altamente conservada en
cada especie, por tanto, la determinaciéon de genotipos
(Subtipos, STs) puede asociarse al origen epidemiolégico
del parasito y algunos estudios demuestran que puede
ayudar a predecir el papel patogénico (25,40) y orientar
el tratamiento, en virtud de que se ha reportado
diferencias en la susceptibilidad o resistencia variable al
tratamiento en subtipos provenientes de humanos (40).

En Colombia, se han identificado los STs 1, 2, 3, 6 y 8,
de los cuales, los ST1, ST2 y ST3 fueron aislados de
mamiferos domésticos, humanos y ratas (41). Mientras
que, los ST6 y ST8 provenian de reptiles y zarigiieyas,
pero los ST5 y ST10 caracteristicos del ganado y el ST4
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propio de humanos no fueron identificados, en esa
poblacion (41). En Brasil, fueron identificados los ST1,
ST3 y ST6, y una vez mas el ST4 estuvo ausente (42).
Por otra parte, en Turquia (43), y en Libano (44), los
genotipos encontrados fueron ST1-ST3, con predominio
de este ultimo, encontrandose una asociacion positiva
entre el ST1 y sintomatologia gastrointestinal, en los
aislados de individuos libaneses.

Lo anterior demuestra la existencia de diferencias
filogeograficas en Blastocystis spp. (44). Por tanto, es
necesario definir el(los) genotipo(s) del parasito que
circulan en una poblaciéon determinada, puesto que el
predominio de uno u otro subtipo varia con la ubicaciéon
geografica y a su vez la capacidad patogénica varia con
los STs presentes.

Diagnéstico serologico

Son pocos los estudios que evaltan la respuesta de
anticuerpos frente a Blastocystis spp., en un estudio
(45) donde fueron evaluados pacientes positivos para
Blastocystis spp. Sin sintomatologia, se observo ausencia
de respuesta humoral (IgM e IgG); sin embargo, 86% de
los pacientes sintomaticos presentaron anticuerpos IgG.
Similarmente, nuestro grupo de investigacion demostré
0% de positividad en 30 individuos asintomaticos, en
contraste con los individuos sintomaticos (n=35) de
los cuales 60% (n=21) fueron positivos para IgM y so6lo
17% (n=6) para IgG (46).

En secreciones intestinales de ratones infectados
oralmente, se demostré la producciéon de anticuerpos
IgA, IgM e IgG anti-Blastocystis hominis. La alta
respuesta de IgA contra el parasito, sugiere un rol vital
de esta inmunoglobulina, en la respuesta inmune contra
Blastocystis, y como en otros procesos infecciosos, la
IgM sérica marcé la respuesta humoral temprana de
la Blastocitosis, en los animales de experimentacion.
Una proteina antigénica de 70,8 kDa, fue reactiva para
todos los tipos de anticuerpos, mientras que proteinas
de 55y 57,2 kDa fueron detectadas tanto en secreciones
intestinales como en el suero de los ratones, por tanto, el
rol de estas proteinas en la estimulacion protectora local
es indispensable para futuros estudios de patogenicidad,
factores de virulencia, desarrollo de estuches de
inmunodiagndstico y opciones de vacunacion oral (47).

En contraste, en el estudio previamente citado, se detectd
en 100% de los sueros humanos provenientes de sujetos
con sintomatologia intestinal, una banda de 56 kDa,
reconocida solo por 90% de los asintomaticos. Otra
banda de interés, encontrada fue de 29 kDa, detectada
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por los pacientes con y sin sintomas, no obstante,
la banda fue reconocida por 40% de los pacientes
sintomaticos y solo 5% de los asintomaticos, por lo que
pudiera constituir un buen marcador de patologia (47).

Patogenia y patologia

Lahistopatologia de pacientes infectados con Blastocystis
spp. indica que el parasito no puede invadir la mucosa
del colon, pero puede alterar la funcioén y permeabilidad
de la barrera intestinal (48).

Actualmente, se conoce que el dolor visceral asociado al
sindrome de colon irritable (SCI), se debe a alteraciones
en la barrera epitelial, ocasionadas por cambios en las
uniones estrechas, que traen consigo un incremento en
la permeabilidad para-celular (49). En estos pacientes, se
observa una alta actividad proteolitica, en comparacién
con sujetos saludables, lo que sugiere que metalo,
cisteina y serina proteasas provenientes de bacterias y
de Blastocystis spp. juegan un papel importante en el
origen del SCI. Puesto que, las proteasas de serina tiene
habilidad de marcar el receptor activado por proteasas
(PAR-2), induciendo la inflamacién y disrupcion de
las uniones estrechas, caracteristicas del SCI, esto se
debe a que una vez que las uniones estrechas se abren,
las proteasas luminales pueden acceder a los ganglios
submucosos, activar los PAR-2, en neuronas entéricas y
producir hipersensibilidad (48).

La invasion bacteriana en el lumen intestinal sumado a
los antigenos del parasito, promueven la activacion de la
respuesta innata del hospedador, contribuyendo de esta
manera, en el establecimiento de una inflamacion leve
de curso crénico en la submucosa (48). Sila infeccién es
ocasiona por el genotipo ST7 de Blastocystis, este ademas
es capaz de secretar enzimas de tipo glicosiltransferasa,
que son capaces de inactivar a las proteinas del
citoesqueleto, Rho, responsables del mantenimiento
de estas uniones, ocasionando la alteracién en las
uniones estrechas intercelulares (47). En el proceso
contribuyen los patdgenos entéricos, debido a su
capacidad de modular la actividad de las proteasas del
hospedador y alterar la homeostasis intestinal (48). Al
evaluar la alteracion en la barrera epitelial relacionada
a la infeccion por Blastocystis spp. genotipo ST7, en la
linea celular de colon humano Caco-2, se encontraron
evidencias de que ésta era consecuencia de la apoptosis
del enterocito, a través de la via extrinseca, mediada por
las caspasas 3y 9 (49,50).

Por otra parte, los genotipos ST4 y ST7 de Blastocystis
ssp. modulan la activacion de receptores tipo toll
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(TLR), empleando ligandos como el zimozan (TLR-2),
lipopolisacarido (TLR-4) y flagelina (TLR-5), como fue
demostrado en ensayos en una linea celular monocitica
humana (THP1-Blue). Esta familia de receptores, son
importantes para el reconocimiento de patégenos por
células de la respuesta innata (49). El efecto sobre la linea
celular puede representar un mecanismo alternativo
al descrito previamente, que afecta a la barrera
enteroepitelial (47). Lo anterior resulta interesante,
en virtud que la pérdida de la integridad de la barrera
epitelial intestinal en sujetos infectados por Blastocystis
spp. puede proveer de receptores TLRs bajo la superficie
apical del epitelio intestinal y un acceso de ligandos
provenientes de patdogenos luminales. Por ejemplo,
TLR-5 es el receptor predominante para la flagelina
bacteriana, expresado en el colon basolateral (51), esto
implica que la infeccién con Blastocystis spp. puede
fungir como un elemento adicional en la induccién de
la inflamacidn intestinal ocasionada por bacterias.

Estudios experimentales mostraron una asociacion
entre la inoculacion de Blastocystis spp. provenientes
de humanos con sintomatologia gastrointestinal y con
un predominio de formas vacuolares, en las heces y el
desarrollo de signos en ratones inmunosuprimidos con
dexametasona (45).

Recientemente, se observd que dentro de un mismo
genotipo (el STS 3), el microambiente intestinal y las
facilidades que ofrece para que el parasito sobreviva,
son las que determinan las diferencias fenotipicas de
Blastocystis spp (52). Estos investigadores, observaron
que los parasitos aislados de pacientes con SCI y
sintomatologia son de mayor diametro y presentan alto
crecimiento en cultivo y capacidad de aglutinacion, en
comparaciéon con pardasitos provenientes de pacientes
asintomaticos, pertenecientes al mismo genotipo.
Similarmente, Blastocystis spp. fue aislado del tracto
gastro-intestinal, higado y quistes esplénicos en una
paciente femenina con dolor agudo en el hipocondrio
izquierdo, demostrando posteriormente el analisis
molecular que en su mayoria, los parasitos aislados de la
lesion correspondian al STS 3 (53).

Tratamiento quimioterapéutico

No existe un protocolo o farmaco de eleccion
para controlar las blastocistosis. Sin embargo,
El metronidazol (MTZ), es el
frecuentemente empleado en el tratamiento de la
Blastocitosis, presenta una eficacia variable entre
0-100%. Otros antimicrobianos, como laparamomicina,

medicamento
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nitazoxanida, iodoquinol 'y el trimetropin-
sulfametoxazol (TMP-SMX), se han empleado en el
tratamiento, dando resultados variables (54,55).

El MTZ se prescribe en dosis de 250 a 750 mg, 3 veces
diarias, y 1,5 gr al dia por 10 dias. Este tratamiento
se emplea solo y/o combinado con paramomicina o
cotrioxazole (54).

El MTZ puede ser efectivo en ciertos pacientes, pero
no erradica el pardsito en los pacientes que desarrollan
infeccion severa, debido posiblemente a resistencia
desarrollada por algunos subtipos del parasito y a la
procedencia geografica de la persona infectada (54,
56). Paralelamente con el tratamiento con MTZ parece
desarrollarse el aumento del potencial reproductivo
del parasito, traducido en el hecho de que las formas
granulares parecen liberar granulos reproductivos
responsables del aumento del nimero de pardsitos
observados en cultivo, luego del tratamiento. Mientras
que la resistencia de las formas quisticas a la toxicidad
del farmaco, podrian determinar la eficiencia variable
del farmaco (57). Asi como que cambios en la morfologia
y aumento en el numero de organelas similares a
mitocondrias, en Blastocystis spp. proveniente de
pacientes sintomaticos (58).

Pese a la eficacia variable, se ha demostrado en los
parasitos susceptibles al MTZ, que este induce apoptosis
en Blastocystis spp. (55).

La nitazoxanida, wun 5-nitro tiazol, constituye un
antiparasitario de amplio espectro, con aparente
actividad contra Blastocystis spp., empleado a dosis
de 500 mg por dia, durante tres dias. Sin embargo, su
efectividad varia con el genotipo del parasito, pudiendo
ser mas susceptible que el subtipo 7 que el subtipo 4, a
este medicamento (57).

El TMP-SMX, se emplea como alternativa terapéutica
si la sintomatologia persiste luego de administrar el
MTZ o en mujeres embarazadas, no obstante, el TMP-
SMX puede reducir de forma considerable el nimero de
parasitos, pero no se logra la erradicacion definitiva de
éstos (57).

En conclusién, desde el punto de vista diagnostico es
importante el reporte de la morfologia y el nimero
de Blastocystis spp. encontrados en el paciente
en un momento determinado como un primer
criterio de patogenicidad, debido a la ampliamente
demostrada relacion entre presencia de gran nimero
de formas vacuolares grandes y sintomatologia (2,
12,20,22,36,37,39).

Las proteinas antigénicas de Blastocystis spp.
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reconocidas por sueros humanos y de animales
infectados, podrian emplearse como marcadores de
patologia pero también como marcadores diagnostico.

Por otra parte, el diagndstico molecular es importante,
dada la amplia ubicaciéon del pardsito en distintos
hospedadores (reptiles, mamiferos, aves), la estrecha
relacion entre algunos genotipos y patologia, asi como,
con la variabilidad en la efectividad del tratamiento con
metronidazol y el uso de medicamentos considerados
segunda linea de eleccién como la nitazoxanida o el
TMP-SMX con el genotipo de Blastocystis spp. Por lo
que el diagnostico molecular puede traducirse en un
tratamiento oportuno.

Finalmente, en vista que se reporta a nivel mundial una
amplia variabilidad en el predominio y presencia de
genotipos y su implicacion en patologia, es importante
identificar los subtipos de Blastocystis spp. que se
encuentran circulando en Venezuela, con especial
énfasis en aquellos que son identificados en pacientes
con sintomatologia gastrointestinal o extraintestinal,
a fin de caracterizar la virulencia, susceptibilidad y
resistencia a los farmacos de primera y segunda linea
de eleccion.
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sweetened beverage consumption among US adolescents: 1988-
2004. Int ] Adolesc Med Health 2011; 23(3):279-86.

Libros
2. Individuos como autor:

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

3. Editores como autor:

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

Informacion para los autores

4. Capitulo de libro:

Lépez de Blanco M, Landaeta-Jiménez M. Los estudios de
crecimiento y desarrollo fisico en Venezuela. En: Fano V, Del
Pino M, Cano S, compiladores.

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

Material electrénico
5. Articulo de revista en Internet:

Vazquez de la Torre MJ, Vazquez Castellanos JL, Crocker
Sagastume R. Hipertension arterial en nifios escolares con
sobrepeso y obesidad. Respyn [Serie en Internet] 2011 Jul-Sep

[citada 5 nov 2011]; 12(3): [6 pantallas]. Se consigue en: URL:
http://www.respyn.uanl.mx/xii/3/articulos/Hipertension_
arterial.htm.

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

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

Articulo de revision:

El articulo de revision facilita la actualizacion y revision de
un aspecto cientifico, realizado por especialistas en el tema:
ofrece al lector interesado una informacioén condensada sobre
un tema, realiza interpretaciones y adelanta explicaciones en
topicos especificos relacionados al drea del Bioanalisis.

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

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

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