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RESUMEN

Introduccion: Si desde la etapa del internado los mé-
dicos desarrollaran las competencias en el laboratorio
clinico, se coadyuvaria en la eficacia y eficiencia de los
servicios de salud, donde la satisfaccion del paciente es
fundamental. Objetivos: Mejorar la satisfaccion de los
pacientes mediante estrategias dirigidas a los médicos
internos de pregrado. Material y métodos: Encuestas de
satisfaccion en 50 pacientes que acudieron al Servicio de
Urgencias del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ). Encuestas a los
médicos internos de pregrado para determinar el grado de
conocimiento de los procesos del laboratorio. Con base
en los datos basales obtenidos se establecieron estrategias
de capacitacion de médicos internos de pregrado en los
procedimientos preanaliticos del laboratorio. Se realizaron
evaluaciones posteriores a la estrategia. Resultados: La
satisfaccion de los pacientes aumentd a 95%. El ntimero
de punciones por toma disminuy6. Mas de una puncion:
8.32% antes de la capacitacion frente a 6.25% después de
la capacitacion. Conclusiones: Es de vital importancia
que se capacite a los médicos internos de pregrado en el
proceso del laboratorio, principalmente respecto a la fase
preanalitica, fase en la que ocurren mas del 60% de los
errores del laboratorio, mejorando la atencion brindada a
los pacientes, con mas rapidez y mejor calidad.

INTRODUCCION

La educacion es un proceso continuo que
se extiende a lo largo de la vida del indivi-
duo, este proceso surge de diferentes formas,
algunos de manera formal y otros informales
dentro de la vida en sociedad.

Internado de pregrado. El internado de
pregrado es considerado un ciclo académico
tedrico-practico que se realiza como parte de
la licenciatura de medicina. En este periodo,
el objetivo principal es integrar y consolidar

ABSTRACT

Introduction: If the doctors, from the stage of the
internship, developed the competences in the clinical
laboratory, it would contribute to the efficacy and efficiency
of the health services, where the satisfaction of the patient
is fundamental. Objectives: Improve patient satisfaction
through strategies aimed at undergraduate internal
doctors (UIDs). Material and methods: Satisfaction
surveys in 50 subjects who attended the emergency
service of INCMNSZ. Surveys to the UIDs to determine
the degree of knowledge of the laboratory processes.
Based on the baseline data obtained, training strategies
for ULDs were established in the preanalytical procedures
of the laboratory; post-strategy evaluations were made.
Results: Patient satisfaction was increased by 95%. The
number of punctures per dose decreased due to 8.32%
of more than one puncture versus 6.25% after training.
Conclusions: 7t is of vital importance that UIDs are trained
in the laboratory process, mainly the preanalytical phase,
phase in which more than 60% of laboratory errors occur,
improving the care provided to patients, with more speed
and better quality.

los conocimientos mediante la asistencia,
docencia e investigacion, los médicos internos
de pregrado desarrollan competencias clinicas
necesarias a través de la calidad asistencial en
diversos hospitales.?

El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubirdn (INCMNSZ) es sede
para alumnos regulares de cualquier escuela o
facultad con reconocimiento de validez oficial
y estd aprobada por la Comisién Interinstitu-
cional para la formacién de recursos humanos
en salud (CIFRHS).?2

Rev Latinoam Patol Clin Med Lab 2018; 65 (3): 138-144

www.medigraphic.com/patologiaclinica



Nafarrate-Cota RI et al. Satisfaccion de los pacientes con el servicio de laboratorio

** Coordinadora

de la Unidad Toma
de Muestras en el
INCMNSZ, CDMX,
México.

Correspondencia:
Dr. Reynerio
Fagundo Sierra
Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y
Nutricién Salvador
Zubiran.

Vasco de Quiroga
15, Belisario
Dominguez, 14080
Ciudad de México.
Tel: 54870900 ext
(7604)

E-mail:
reyneriofagundo@
hotmail.com

En el INCMNSZ se llevan a cabo tres
rotaciones: Medicina Interna, Cirugia y
Urgencias. En cada una de las rotaciones se
incluyen clases tedricas, de acuerdo al pro-
grama académico del internado de pregrado
de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM).
Dentro de la etapa de formacién, el médico
interno de pregrado pone en practica su ca-
pacidad y competencia requeridas en ciclos
previos, desarrollando nuevas habilidades en
un escenario real.!

En la etapa de médicos internos de pregra-
do, aplican conocimientos tedrico-practicos,
en el que se combina la adquisicién de nuevas
habilidades y destrezas. Ademas, desarrollan
una actitud de servicio, trabajo en equipo y el
aspecto efectivo y comunicativo con el pacien-
te.? Olivares identifica estos aprendizajes como:
basado en la ciencia, basado en problemas,
basado en competencias y aprendizaje basado
en perspectivas.*

La salud se encuentra entre las mayores
preocupaciones de la poblacién, y por ello
las facultades de medicina deben formar
profesionales que en un futuro intervengan
como médicos que en conjunto aborden los
problemas del sistema de salud.> Desde el
punto de vista del programa de estudios, los
alumnos que estan inscritos en una facultad de
medicina deben estar sujetos a su supervision
y evaluacion.®

Calidad en salud. Hablando en temas de
calidad, Martinez y colaboradores sefialan que
la calidad de la atencién se define como la
obtencién del maximo beneficio para que el
paciente tenga riesgos minimos, mediante la
optimizacién del uso de recursos, incluyendo
tecnologia, infraestructura y capital humano.”
En la actualidad, la Secretaria de Educacion
Pdblica (SEP) menciona que las instituciones
educativas deben incorporar a los estudiantes
de medicina a organizaciones de salud, en la
cual les permitan obtener una mayor calidad
de la experiencia educativa.?

En México, el marco legal estd dado por la
Ley General de Salud en su titulo IV, Capitulo
[, Articulo 95, el cual entré en vigor el 1 de
julio de 1984 por la NOM-234-SSA1-2003 que
esta enfocada especificamente a campos clini-
cos para ciclos clinicos e internado de pregrado,

139

los elementos indispensables en la regulacion
de las instalaciones y servicios de los estable-
cimientos para la atencién médica en salud y
preservar la calidad de los servicios mientras
se desarrollan las actividades de aprendizaje
y ensefianza de tutorial directamente con el
paciente.??

De acuerdo a Sdnchez y asociados, la cali-
dad en el aprendizaje, la ensenanza y la forma-
cién técnica de los estudiantes, principalmente
médicos internos de pregrado, es esencial en
los perfiles de los estudiantes de medicina, que
en un futuro conformaran la manera de ejer-
cer y desempenarse como profesionales de la
salud.'? Referente a procesos de laboratorio en
el INCMNSZ, estén orientados a los objetivos
de calidad, donde la prioridad es proporcionar
estudios para auxiliar en el diagnéstico de en-
fermedades a través del empleo de tecnologia
de vanguardia y de personal especializado, asf
como contribuir a la investigacién y a la docen-
cia en el drea de laboratorio clinico.

La satisfaccion que el paciente percibe
estd relacionada con un elevado niimero de
variables, tales como estado de salud, variables
sociodemogréficas (edad, sexo, nivel cultural),
caracteristicas del proveedor de salud (calidad
afectiva, cantidad de informacién, habili-
dad técnica, etcétera) y tiempo de espera;
existiendo una elevada correlacién entre las
expectativas de los pacientes y su grado de
satisfaccion.!

Errores en el laboratorio clinico. Diversas
publicaciones mencionan que las decisiones
clinicas en sistemas de salud se apoyan cada
vez mas en la informacion obtenida a través del
laboratorio clinico (mds de 70%)."? Un error de
laboratorio es cualquier defecto que ocurre en
cualquiera de las etapas de laboratorio, desde
la solicitud hasta el informe de los resultados
y su adecuada interpretacién, por lo que es
fundamental establecer lineas estratégicas para
lograr minimizarlos.

Los errores en la fase preanalitica son los
mas frecuentes y la mayorfa son prevenibles. Es
por eso la importancia de este proyecto en ca-
pacitar a los médicos internos de pregrado en
los procesos de laboratorio.'® Para reducir el
ndmero de errores en cualquiera de las etapas
de laboratorio (pre-preanalitica, preanalitica,
analitica, postanalitica) es importante aplicar

Rev Latinoam Patol Clin Med Lab 2018; 65 (3): 138-144
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ciclos de mejora continua al proceso en conjunto, asf
como capacitar al personal en estas areas.'?

En la mejora continua de procesos, especificamente
en la etapa preanalitica, como es la toma de muestras
(flebotomia), es de suma importancia conocer los proce-
dimientos adecuados como estrategia para la reduccion
de errores.™

Flebotomia. En encuestas recientes sobre practica de
flebotomia en 28 paises europeos, 21% de los paises no
requieren capacitacion especifica para la flebotomia; las
pautas nacionales de flebotomia estén disponibles s6lo en
25% de los paises; y Gnicamente 36% tiene capacitacion
especifica disponible como recurso educativo continuo.
En la mayoria de los paises de Europa, no hay fleboto-
mistas profesionales; por lo que la flebotomia es realizada
por médicos, enfermeras, personal de laboratorio u otros
profesionales de la salud."

Los errores en la flebotomia pueden llevar al su-
frimiento del paciente y comprometer su seguridad;
ademds son latentes y distantes del control directo, por
lo tanto, a menudo pasan desapercibidos.'® La fleboto-
mia es, de acuerdo con otras habilidades practicas de
atencién médica, un procedimiento complejo que exige
conocimiento teérico y habilidades manuales, asi como
precision, responsabilidad, capacidad, buena conducta
humanitaria y buena interaccion entre el flebotomista
y el paciente.®

Histéricamente, el papel critico de la flebotomia se
ha pasado por alto, habiéndose sugerido como el proce-
dimiento mas subestimado en el cuidado de la salud. Por
ejemplo, aunque la mayoria del personal de salud en
los EUA requiere una certificacion vélida o una licencia
emitida por un programa acreditado de capacitacion en
flebotomia o un organismo profesional como la Sociedad
Americana de Técnicos de Flebotomia, s6lo cinco estados
de los EUA obligan a la certificacion de flebotomia para
la practica."

La principal fuente de error durante la recoleccion
de la muestra es la humana, prevenible con la formacién
continua del personal mediante cursos.'”

En la actualidad existen documentos internacionales,
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI), en los
cuales se mencionan los pasos a seguir para la forma
correcta de la recoleccién de la muestra. Uno de los
documentos es el CLSI H3-A6 Procedure for the co-
llection of diagnostic blood specimens by venipuncture,
el cual pone de manifiesto que el personal del sector
salud (médicos, quimicos, técnico laboratoristas, per-
sonal de enfermeria) es un miembro activo del equipo
del laboratorio clinico y cumple un papel fundamental,
porque una extraccion inadecuada puede causar inter-

ferencias en algunos analitos y afectar los resultados de
los pacientes.'®

Si una muestra de sangre esta mal recolectada, los
resultados pueden sufrir interferencias y provocar dano
al paciente, influenciando la toma de decisiones, cau-
sandole, en el mejor de los casos, la molestia de volver a
someterse a la extraccion.’

Existen estudios que demuestran que el drea de ur-
gencias es donde mds se presentan los eventos adversos
en la fase preanalitica. Muchas veces, por las enormes
cargas de trabajo y falta de personal, se entorpece la
comunicacion clinico-laboratorio. La necesidad de re-
sultados inmediatos hace que el no tener establecido un
buen sistema de trabajo con el laboratorio central genere
retraso en la entrega de resultados o incluso pérdida
de ellos, lo que aumenta el riesgo de complicaciones
en los pacientes con manejos tardios, e incremento en
los costos de la institucién al mantener mas tiempo a
los pacientes esperando dichos resultados o solicitando
otros nuevos.?®

Dentro del tiempo de respuesta es importante que el
personal del area de salud esté capacitado e involucrado
en todas las fases del laboratorio para que el proceso sea
mds eficiente.?! La capacitacién debe cubrir al menos lo
esencial en cuanto a la supervision por parte del personal
experimentado y una capacitacién estructurada es nece-
saria para todos los trabajadores de la salud, que llevan a
cabo un muestreo de sangre.??

Un estudio realizado en Madrid en el afio 2005,
ENEAS, reporté que entre 25y 30% de los errores del
laboratorio repercuten sobre el cuidado del paciente y 6
a 10% causan efectos adversos, de los cuales 75 a 84%
pudieron haberse prevenido. 2324

En el afio 2007, también en Espafa, el proyecto
SYREC realiz6 un estudio de incidentes y eventos adver-
sos en medicina intensiva. Destaca, dentro del proceso
de laboratorio, la identificacién incorrecta del paciente
o de muestras en 22.06%, el retraso en la ejecucion en
32.35%, el retraso en el resultado en 29.41%, el resul-
tado erréneo en 2.94%, el resultado de otro paciente
en 7.35% y la indicacién incorrecta de la prueba en
4.41%.2

El laboratorio clinico es responsable de producir las
instrucciones adecuadas y la posibilidad de capacitacion
del personal que no esté en el laboratorio, pero que hace
flebotomia.2°

La implementacién de modelos de gestion de calidad
en la formacién integral de médicos internos de pregra-
do incluye acciones como: propiciar que los médicos
internos de pregrado y el personal que apoya su forma-
cién tengan claridad en la intencionalidad pedagégica
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del internado de pregrado respecto a la formacién de
competencias. En la formacién del personal médico, las
instituciones educativas y de salud comparten responsa-
bilidades. Se trata de que la educacién médica como tal,
contribuya con su parte a mejorar la atencion a la salud
y la calidad de vida de aquellos a quienes atenderan los
médicos en formaci6n.?”28

MATERIAL Y METODOS

Estudio experimental, descriptivo, prospectivo, longitu-
dinal. Se realizaron encuestas a pacientes que acudieron
al servicio de urgencias del INCMNSZ en el mes de
febrero del 2018, buscando evaluar la satisfaccién del
servicio que se les brindd, se tuvo una muestra de 50
sujetos. El servicio se eligié al ser la primera puerta a la
[nstitucion (primer contacto médico-paciente), y tener
un gran contacto con los médicos internos de pregrado.

Se elaboré un programa para capacitar a los mé-
dicos internos de pregrado, en los que se incluian
los siguientes temas: errores en el laboratorio, fase
pre-preanalitica, procedimientos en preanalitica,
flebotomfa, eleccion del material de venopuncién,
agujas, tubos, causas de variabilidad en muestras

Cuadro I. Calificacion otorgada por

los pacientes a la atencion proporcionada.

Calificacion %
<5 0

6 0

7 0

8 4

9 29

10 63

No contesto 4

sanguineas, guias internacionales, procedimiento de
flebotomia segtin la CLSI, beneficios de estandariza-
cién de procedimientos.

Se encuestd a los médicos internos de pregrado
del Servicio de Urgencias para determinar el grado de
conocimiento de los procesos del laboratorio. El grupo
rotd por ese servicio en los meses de Marzo y Abril del
2018, periodo en el cual hicimos su capacitacion. Se
hicieron evaluaciones posteriores a la estrategia.

Después de haber evaluado a los médicos internos de
pregrado de forma global con el proceso de ensefianza, se
volvid a interrogar a los pacientes del Servicio de Urgen-
cias durante la dltima semana del mes de Abril del 2018.

Se analizaron los datos en el programa Excel 2010,
por medio de tablasy gréficas, con medidas de tendencia
central, frecuencias y porcentajes.

RESULTADOS

En nuestros resultados basales (cuadro 1), s6lo 63% de los
pacientes encuestados le otorgaba una calificacién de 10
al servicio que recibid, por lo que vimos una oportunidad
de mejora importante.

Cuadro III. Costos en el proceso de flebotomia.

Material Costo*

Aguja 3.00
Toallita alcoholizada 2.00
Tubo 10.00
Costo por puncion 15.00
Ahorro por estudio 30.00
Ahorro dia x 20.8 estudios 624.00
Abhorro total/mes 18,720.00
Ahorro total/afio $224,640.00

* En pesos mexicanos.

Cuadro II. Numero de punciones por toma/paciente.

Una Dos Mas de dos No contesto
Fase (%) (%) (%) (%)
Precapacitacion 83.33 4.16 4.16 8.33
Postcapacitacion 93.75 6.25 0.00 0.00
Disminucion en el nimero de punciones 10.42
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Figura 1. Evaluacion del grado de conocimiento sobre los procesos de laboratorio de los médicos internos de pregrado del Servicio de Urgencias.

Respuestas correctas antes y después de la capacitacion.

Una de las preguntas que evaluaba la satisfaccién de
los pacientes era el nimero de tomas realizadas por el
médico interno de pregrado para poder recabar la mues-
tra (cuadro 1l). Observamos disminucion de 10.42% de
las multipunciones para obtener la muestra sanguinea a
procesar. Aunque no era el objetivo principal del estu-
dio, pudimos ver que la capacitacién también result6 en
menores costos (cuadro Ill) a largo plazo en el proceso
de flebotomia.

Cuando evaluamos la mejora de los médicos internos
de pregrado previo a la capacitacion y posterior a ella
(figura 1), fueron contundentes los nlimeros positivos en
educacion que se obtuvieron.

Necesitdbamos ver reflejados nuestros resultados del
proceso educativo en la satisfaccion de los pacientes (figura
2), la cual aumenté un 25% posterior a la capacitacion de
los médicos internos de pregrado, principales responsables
de la toma de muestras en el servicio de urgencias.

100 ~95-
80
70
S
3
kS
S 40
& 30
20 —
5
0 [
Si No Si No
Antes Después

Figura 2. Satisfaccion de los pacientes respecto a la atencion que se
les proporcioné antes y después de la capacitacion de los médicos
internos de pregrado.
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DISCUSION

Es de vital importancia que se capacite a los médicos
internos de pregrado en el proceso del laboratorio, prin-
cipalmente la fase preanalitica, fase en la que ocurren
mas de 60% de los errores del laboratorio. Esta capacita-
cion logrard mejorar ademas la atencion brindada a los
pacientes, con mas rapidez y mejor calidad.

El apego a las guias practicas de obtencién de mues-
tras de sangre venosa es poco. Las razones por las cuales
el personal de salud no se adhiere a los procedimientos
practicos de las directrices son miltiples e incluyen
falta de conocimiento teérico, no estar familiarizado
con el contenido de la gufa, actitudes deficientes hacia
las directrices, sobrecarga de trabajo o falta de tiempo.
Las caracteristicas ambientales, como la falta de apoyo
de la clinica o de los superiores, la falta de personal y
tiempo y, lo que es mds importante, la forma en que
se implementan, también parecen ser los principales
impedimentos.29-31

El tener un médico interno de pregrado mejor pre-
parado en el proceso del laboratorio, serda un personal
de salud que, al momento de llegar a su etapa de resi-
dencia, aplicara los conocimientos aprendidos durante
su formacién de internado, creando un especialista mds
completo.

Limitaciones del estudio. Debido a la carga de trabajo
que tienen, los médicos internos de pregrado la mayor
parte del tiempo estan agotados, por lo que en algunas
ocasiones tuvieron que reponer las capacitaciones en dias
alternos al resto de sus companeros, sobre todo los que
estaban en condicion de postguardia. Otro de los puntos
es reproducir el estudio en otras instituciones para que la
muestra de estudio sea mayor, serfa interesante observar
el comportamiento en instituciones donde permanezcan
los 12 meses del afio.
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RESUMEN

Introduccion: La aloinmunizacion es una condicion que
suele presentarse en pacientes que por su patologia sufren
de cuadros anémicos tratados mediante transfusiones sangui-
neas. Esta puede evitarse mediante el rastreo de anticuerpos
irregulares y el uso de componentes sanguineos compatibles.
Objetivo: Determinar la frecuencia y tipo de aloanticuerpos
circulantes en pacientes diagnosticados con insuficiencia
renal cronica y terapia de hemodialisis. Materiales y méto-
dos: El estudio fue descriptivo, probabilistico y relacional. El
rastreo de anticuerpos se realizo mediante el uso de células
panel ID DiaPANEL en tarjeta de ID CARD LISS COOMBS.
Para el analisis de resultados se utilizo la prueba estadistica
del 2, significancia de la razon de verosimilitud y test exacto
de Fisher, con un intervalo de confianza de 95%. Resultados:
Se detectd un nivel de aloinmunizacion de 3.1%, determi-
nandose la presencia de anti-E, anti-Lu(a), anti-A1 y 9.8%
de autoanticuerpos en pacientes con transfusiones previas,
siendo la relacion estadisticamente significativa (p=0.001).
Conclusiones: Existe una aloinmunizacion en pacientes con
insuficiencia renal cronica. La presencia de un anticuerpo
relacionado con el sistema ABO, alerta a los servicios de me-
dicina transfusional a realizar una identificacion de subgrupos
de A, ademas de incluir la fenotipificacion del sistema Rh con
la finalidad de obtener productos sanguineos compatibles.

INTRODUCCION

Los pacientes con insuficiencia renal crénica
(IRC) suelen recibir transfusiones sanguineas
como medida compensatoria a la baja en sus
niveles de hemoglobina; aunque esta terapia
es beneficiosa, puede ocasionar reacciones
postransfusionales que deterioran su estado de
salud."? Se ha demostrado ampliamente que la
aloinmunizacion es una de las principales cau-
sas para la presencia de efectos adversos en los
pacientes con IRC y en terapia con hemodidlisis
después de la trasfusién con hemoderivados,
especialmente concentrado de gl6bulos rojos

ABSTRACT

Introduction: Alloimmunization is a condition that
usually occurs in patients whose pathology is affected
by anemic conditions treated by blood transfusions,
this condition can be avoid by the detection of irregular
antibodies and the use of compatible blood components.
Objective: Establish the frequency and type of circulating
alloantibodies in patients diagnosed with chronic renal
failure and hemodialysis therapy. Materials and methods:
It was a descriptive study, probabilistic and relational.
The screening of antibodies was carried out by using
DiaPANEL ID panel cells on CARD LISS COOMBS ID
card. For the analysis of results, we used the y° statistical
test, the significance of the likelihood ratio and Fisher's
exact test, with a confidence interval of 95%. Results:
A level of alloimmunization of 3.1% was detected,
determining the presence of anti-E, anti-Lu (a), anti-A1
and 9.8% of autoantibodies in patients with previous
transfusions, being the relationship statistically significant
(p = 0.001). Conclusions: There is an alloimmunization
in patients with chronic renal failure. The presence of an
antibody related to the ABO system alerts the transfusion
medicine services to make an identification of subgroups
of A and included Rh phenotypes in order to obtain
compatible blood products.

(CCR). Estos concentrados estan estrechamente
relacionados con las reacciones hemoliticas en el
receptor, situacion que agudiza la problematica
de encontrar sangre compatible para pacientes
politransfundidos.® La tasa de aloinmunizacién
en pacientes sometidos a hemodidlisis y des-
pués de recibir varios concentrados de glébulos
rojos se encuentra entre aproximadamente 6 y
10%;* ésta depende de factores como: grado de
respuesta inmunolégica del receptor, mdltiples
transfusiones y capacidad del inmundégeno san-
guineo para generar una reaccion.>*

La aloinmunizacién ocurre frente a antigenos
eritrocitarios extranos al receptor siendo los mas
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comunes los del sistema Rh (anti-D, E, C, e, ¢), Kell (anti-
K), Duffy (anti Fya, Fyb) o frente antigenos leucocitarios
humanos (HLA), los mismos que pueden estar presentes en
el concentrado de glébulos rojos del donante al momento
de la transfusion. Segln la Sociedad Latinoamericana de
Nefrologia en el consenso del afio 2013, la frecuencia de
pacientes con insuficiencia renal fue de 650 por millén de
habitantes, con tendencia a seguir incrementando anual-
mente. En Ecuador, en el aiio 2014, el Instituto Nacional
de Estadisticas y Censos comunico la existencia de 6,611
pacientes con IRC. Actualmente, se estima que existen mas
de 10,000 personas con esta patologia, la mayoria de las
cuales requieren terapia de reemplazo con hemodialisis.®
La condicién del paciente con IRC empeora al poseer
aloanticuerpos, porque aumenta el riesgo de presentar re-
acciones adversas a la transfusién de sangre.® Actualmente,
el rastreo de aloanticuerpos se realiza mediante la micro-
técnica de aglutinacion en tarjetas de gel poliespecificas.
El método se basa en la separacién de los componentes
en reaccion por su tamafo, una ventaja es la disminucion
de la cantidad de volumen de muestra necesario para el
escrutinio; ademas la interpretacién de resultados resulta
mucho mas facil de realizar, que la técnica manual.”

En Ecuador, se hizo un estudio en pacientes multi-
transfundidos determindndose 4,3% de prevalencia de
aloinmunizacion, las principales patologfas fueron leuce-
mia linfoblastica aguda y anemias hemoliticas, refractarias,
ferropénica, apldstica, drepanocitosis;® sin embargo, no
se han realizado estudios en pacientes con insuficiencia
renal cronica. Por lo que los resultados de esta investiga-
cién serdn un gran aporte al sistema de salud en especial
al Programa Nacional de Sangre, impulsando la creacion
de nuevas normativas pretransfusionales.

MATERIAL Y METODOS

Condiciones éticas: Para el estudio se obtuvo la Aproba-
cion del Comité de Bioética de la Pontificia Universidad
Cat6lica del Ecuador c6digo 2017-08-MB-PUCE y del Mi-
nisterio de Salud Pdblica del Ecuador-MSPCURI000250-1.
Luego de la firma del consentimiento informado se pro-
cedio a realizar una encuesta estructurada, la misma que
fue codificada para mantener la confidencialidad de los
datos del paciente. Obtencién de la muestra: El requeri-
miento para el estudio fue de una muestra de suero y otra
con anticoagulante EDTA K3, la misma que fue tomada
por personal técnico especializado del centro de dialisis.
Validacion preanalitica: Se comprob6 que las muestras
de suero no tuvieran hemdlisis, coagulos y lipemia, aqué-
llas que presentaban una de las tres caracteristicas fueron
eliminadas y se espero la fecha de la proxima didlisis del
paciente para recolectar una nueva muestra. Control de
calidad: De los reactivos siguiendo los lineamientos de
Asociacion Americana de Bancos de Sangre, 2017.° Célcu-
lo muestral: Mediante la férmula de poblacién finita con
un nivel de confianza de 95% obteniéndose un tamafo
muestral de 128 pacientes. Andlisis de laboratorio: Tipi-
ficacion sanguinea del sistema ABO, se utilizaron sueros
hemoclasificadores monoclonales SERACLONE Anti-A, B,
ABy D BIORAD. Fenotipificacion del sistema Rh: Sueros
hemoclasificadores SERACLONE ANTI-D, Anti-C, Anti-c,
Anti-E, Anti-e BIORAD vy para el rastreo de anticuerpos
irregulares se utiliz6 el ID-DiaPanel 3y 11 células BIORAD-
Suiza. Andlisis estadistico: Se utiliz6 estadistica descriptiva
mediante la utilizacion del software informatico IBM SPSS
Statistics version 20.0, y el estadistico 2, razén de vero-
similitud y test exacto de Fisher, con un error alfa de 5%.

Cuadro I. Distribucion de los fenotipos del sistema Rh.

Fenotipo - Nomenclatura

Fisher. Race Wiener Recuento Porcentaje
CDE/CDe RZ/R1 1 0.8
cde/cde t/r 2 1.6
cDe/cDe RO/RO 4 3.1
cDE/cDE R2/R2 10 7.9
cDE/cDe R2/R0O 12 9.4
CDe/cDe RI/R0O 28 22.0
CDE/cDe Rz/R0O 28 22.0
CDe/CDe RI/R1 42 33.1
Total Total 127 100.0
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RESULTADOS

Poblacién: Se analiz6 un total de 128 pacientes con
insuficiencia renal crénica y terapia con hemodidlisis,
68% varones y 32% mujeres, comprendidos entre 20 y
60 afios que han recibido entre una y 10 unidades de
concentrados de glébulos rojos. Tipificacion sanguinea:
Se identificé que 20.4% de participantes presentaron el
grupo sanguineo A, de los cuales 17.3% tenian un sub-
grupo AT y el 3.1% restante un subgrupo A2. El grupo
A1B se distribuyé en 3.1% de participantes y no se en-
contraron subgrupos dentro de esta categoria; mientras
que el grupo B obtuvo 10.2% de casos, finalmente y como
grupo predominante fue el O con 66.1% de frecuencia.
Se identificaron los antigenos mds importantes del sistema
Rh (CDE/cde) y se clasificaron en ocho fenotipos con base
en la nomenclatura de Fisher-Race y Wiener, siendo el
fenotipo de mayor frecuencia el CDe/CDe (R1/R1) con
33.1% (cuadro ). Aloinmunizacién: Se identificé una
aloinmunizacién de 3.1% correspondiente a cinco tipos
de aloanticuerpos pertenecientes a los sistemas sangui-
neos ABO (anti-A1); Rh (anti-E); Lutheran (Lu?) y dos inde-

Cuadro II. Distribucion de los tipos de aloanticuerpos

encontrados en los pacientes con insuficiencia renal cronica.

Aloanticuerpos Recuento Porcentaje
Anti E 1 0.78
Anti- Al 1 0.78
Indeterminado 2 1.56
Lu(a) 1 0.78
Negativo 123 96.09
Total 128 100.00

terminados (cuadro II). También se estableci6 la presencia
de autoanticuerpos en 9.8% (12) pacientes. El andlisis de
la relacion entre variables mostré que no existe significan-
cia estadistica entre la presencia de aloanticuerpos con
la edad, género y nimero de transfusiones (cuadro IlI)
pudiendo presentarse tinicamente un estimulo inmune
frente a un antigeno extrafio probablemente durante la
transfusién sanguinea como en el caso del anti-A1 que
estd presente en un paciente tipificado como A2.

DISCUSION

El nivel de aloinmunizacién de 3.1% encontrada en este
estudio es consistente con la frecuencia de aloinmuniza-
cién en pacientes transfundidos que, segtin el estudio de
Pessoni y colaboradores en 2018, oscila de 1.4 a 4.24%.1°
Ademds, la tasa de aloinmunizacién encontrada (3.1%) es
superior al reportado por Villay otros en 2012 que fue de
1.1%, estudio realizado en pacientes multitransfundidos'"
y a la tasa reportada por Olier y otros en 2012, que fue
de 1%, en pacientes hemodializados."? En contraste al
analisis retrospectivo realizado por Do Valle Neto y otros
en 2018 que reportaron una aloinmunizacion de 11.11%
en pacientes oncolégicos, hematolégicos y renales mul-
titrasfundidos.'3

Paralelamente con la deteccién de aloanticuerpos,
se puede identificar autoanticuerpos asociados al dafio
que sufre el sistema inmune del paciente al perder pro-
gresivamente su homeostasis a medida que avanza la
enfermedad renal.' En este estudio se identific6 28.3%
de autoinmunizacion, similar a la frecuencia de 28% que
expone Pessoni y otros en 2018.'° La presencia simul-
tanea de autoanticuerpos enmascara al aloanticuerpo,
dificultando su identificacion. En esta investigacién dos
pacientes fueron clasificados con anticuerpos indetermi-
nados. Una de las razones por las cuales se dificulta la

Cuadro III. Relacion entre aloinmunizacion y el nimero de transfusiones.

Transfusiones
Aloinmunizacion 0 1 2-4 5-10 >10 Total
Negativo 76 29 15 2 1 123
Positivo 0 2 2 0 0 4
Total 76 31 17 2 1 127
Porcentaje del total 59.8 24.4 13.4 1.6 0.8 100
p=0.078.
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identificacion de aloanticuerpos es la presencia de titulos
bajos, los cuales aumentan cuando existe un nuevo con-
tacto con el antigeno correspondiente'® y la inexistencia
de paneles de células pertenecientes al sistema Diego,
cuya frecuencia de antigenos y aloanticuerpos es impor-
tante dentro de la poblacion ecuatoriana debido al alto
grado de mestizaje existente, como menciona el estudio
realizado en el afo 2018, que indica la necesidad de la
deteccion de este sistema en el pais.'

La prueba de Coombs directa se realiz6 a los pacientes
con transfusiones previas y que presentaron un autocon-
trol positivo, mostrando 9.8% de sensibilizacion de los eri-
trocitos in vivo, dato que se asemeja a la proporcion dada
por Meulenbroek y colaboradores en 2015, que va de 7
a 8% en pacientes con DAT positivo, pero sin evidencia
ni signos clinicos de hemdlisis, sefialando como posibles
causas la presencia de fracciones del complemento C3d
0 1gG;'® aunque Hendrickson y Tormey en 2014, aportan
informacion adicional sobre una falsa reactividad de la
prueba DAT asociada a farmacos o sustancias que tienden
a modificar la superficie de los eritrocitos o al fenémeno
de rouleaux.!”

En la investigacion de Do Valle-Neto y colaborado-
res, en 2018, se reporté un nivel de autoinmunizacion
de 6.54% cercana a la obtenida en este estudio que fue
de 9.8%; también demuestran que la tasa de autoinmu-
nizacién en pacientes con aloanticuerpos es superior
a los no aloinmunizados que fue del 29.16 y 2.32%,
respectivamente.'? Estos datos difieren con los del pre-
sente estudio en donde se encontré mayor porcentaje de
autoinmunizacion en los pacientes no aloinmunizados.

Con respecto a la distribucién de los fenotipos an-
tigénicos del sistema Rh CcDdEe, en este estudio se
identificaron ocho combinaciones fenotipicas, siendo el
de mayor frecuencia CDe/CDe (R1/R1) con 33.1%, estos
resultados son similares al estudio realizado por Rojas y
su grupo en 2015, donde el fenotipo mas frecuente fue
también el CDe/CDe con 32.5%."® El conocimiento de
los fenotipos del Rh es de suma importancia en medicina
transfusional en virtud que protege a los pacientes de
inmunizaciones innecesarias y es caracteristico de cada
poblacién y etnia.’®'? En el andlisis retrospectivo reali-
zado por Pessoni y asociados en 2018, el aloanticuerpo
encontrado con mayor frecuencia fue el anti-E;'° datos
similares a los de este estudio en donde se determiné un
aloanticuerpo anti-E (0.8%).

Se identific6 también la existencia de subgrupos
sanguineos del antigeno «A», detectandose un aloanti-
cuerpo anti-A1, el mismo que pudo formarse posterior
a una transfusion sanguinea de concentrado de gl6bulos
rojos «A» incompatible, lo cual denota la importancia de

identificar los subgrupos sanguineos como lo determiné
la investigacion realizada en donantes de sangre ecuato-
rianos que informd la existencia de 13% de subgrupos
A2y 2% de A2B, asi como la aloinmunizacién de 2% en
personas A2 y el 25% en las A2B.20

El andlisis de las variables: género, edad, nimero de
transfusiones sanguineas, tiempo de terapia de hemo-
dialisis y la patologia de base de la insuficiencia renal
crénica, no incidieron significativamente en la presencia
de aloinmunizacion, similar a lo senalado en el estudio de
Villa del 2012, en el que tampoco encontraron diferencias
significativas entre la frecuencia de aloinmunizacién y
estas variables.!

Si bien no fue estadisticamente significativo, se encon-
tr6 mayor proporcién de aloanticuerpos en varones (3/4)
que en mujeres (1/4) de diferentes rangos de edad y no
se identificé aloinmunizacién en pacientes menores de
30 anos, resultados similares a los obtenidos en el estudio
de Do Valle-Neto y colaboradores publicado en 2018,
donde la tasa de aloinmunizacién (17.56%) también fue
superior en varones que en mujeres.'3 Esto contrasta con
lo publicado en la literatura que tiende a senalar que las
mujeres son mas propensas a presentar aloinmunizacion
asociada a los embarazos.

Tampoco se observé relacion entre la presencia de
aloanticuerpos y el nimero de transfusiones sanguineas
debido a que la mayoria de la poblacién presenté entre
una, dos y cuatro transfusiones sanguineas (24.4 y 13.4%,
respectivamente). El estudio de Dinardo y asociados
(2018) tampoco determiné correlacién significativa
entre las variables planteadas aun cuando el nimero de
transfusiones era mayor a 6 y 10, haciendo alusién a los
factores que desencadenan una aloinmunizacién, como
son la genética de la persona, el nivel de exposicién an-
tigénica, condiciones clinicas y la capacidad de reaccién
del organismo.?

También se analizé a la anemia como factor predispo-
nente al recibir transfusiones sanguineas en los pacientes
con IRC, encontrando que 81.9% de la poblacién habia
presentado anemia en el tiempo que fueron diagnostica-
dos, dato que concuerda con lo publicado en la literatura
que sefiala que alrededor de 90% de pacientes con IRC
en fases avanzadas de la enfermedad presentan anemia
por deficiencia de eritropoyetina. Sin embargo, se observé
que Gnicamente 40.2% de pacientes que presentaron
anemia recibieron transfusiones en alglin momento y que
41.7% de pacientes con anemia no recibieron sangre, lo
que puede estar asociado a los tratamientos que incluyen
la administracion de eritropoyetina para tratar de corregir
el grado anémico del paciente sin acudir a transfusiones
sanguineas.??
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Ante estos resultados es necesaria la identificacion y
rastreo de aloanticuerpos, asi como la fenotipificacién del
sistema Rh de forma rutinaria en pacientes que requieren
transfusiones sanguineas; ademds de que esta informacion
va a constituir un aporte al sistema nacional de bancos
de sangre para la creacién de nuevas politicas de calidad.
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RESUMEN

Introduccion: La coloracion Papanicolaou (Pap test) exige
el uso de xileno como aclarante celular en la tltima etapa
de la coloracion, pese a los peligrosos riesgos de expo-
sicion diaria y ocupacional. Objetivo: Revisar las guias
de citologia de los paises latinoamericanos centrando el
analisis en las recomendaciones sobre el uso de solventes,
de sucedaneos, los protocolos de manejo ambiental, y
las medidas de bioseguridad. Material y métodos: Este
estudio retrospectivo analitico se realizé siguiendo un
protocolo definido para las siguientes etapas del mismo:
identificacion, revision, inclusion y analisis. Se consultaron
metabuscadores y bases de datos, bajo los términos MeSh
y no MeSh, se identificaron las principales sociedades
cientificas en citologia de cada pais y se revisaron sus
contenidos. La comparacion entre paises y normativas se
realizo conforme los cinco componentes de analisis: 1) uso
de xileno, 2) las recomendaciones para la bioseguridad del
personal de laboratorio, 3) las recomendaciones del uso de
sucedaneos de xileno, 4) informacion sobre el riesgo para
el personal y el medio ambiente, y 5) afio de publicacion de
los documentos. Resultados: Se incluyeron 37 guias, de las
cuales nueve (24%) refirieron al menos uno de los compo-
nentes del estudio. Estas nueve guias correspondieron a los
paises de Brasil, Chile, Colombia, Guayana Francesa, Perti
y Uruguay. El primer componente fue el mas frecuente con
21.3% (ocho guias), seguido del segundo con 10.8% (cuatro
guias), y el cuarto con 8.1% (tres guias). El promedio de
afo de publicacion de las guias fue 2011 (rango: 1990 a
2017). Sélo la guia del Instituto Nacional de Salud del Perti
recomendo el uso de un sustituto de xileno. Conclusiones:
Determinamos poca informacion disponible y la carencia
de interés por parte de los gobiernos sudamericanos en la
proteccion ambiental y ocupacional relacionados con el
xileno demostrado en sus manuales.

INTRODUCCION

ara distinguir los componentes celulares y
tisulares se requieren técnicas de coloracién
que faciliten la comprensién de sus estructu-
ras diferenciadas. En ese sentido, tremendo
beneficio han de ser las coloraciones para la
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Analisis de la problematica del xileno en
los laboratorios Sudamericanos de citologia

Jeel Moya-Salazar,** Victor Rojas-Zumaran*

ABSTRACT

Introduction: Papanicolaou stain (Pap test) requires
the use of xylene as a cell clearing agent in the last
stage of coloration, despite the daily dangerous risk and
occupational exposure. Objective: To review the cytology
guidelines of the Latin American countries focusing the
analysis on the recommendations on the use of solvents,
substitutes, environmental management protocols, and
biosecurity measures. Material and methods: This
retrospective analytical study was conducted following
a protocol defined for the following stages of the study:
Identification, review, inclusion and analysis. Meta-
searchers and databases were consulted under the MeSh
and not-MeSh terms, and we were identified the major
cytology’s scientific societies of each country and their
contents revised. The comparison between countries and
regulations was made according to the next five components
of analysis: 1) use of xylene, 2) recommendations for the
biosecurity of laboratory workers, 3) recommendations
for the use of xylene substitutes, 4) risk-information to
personnel and the environment, and 5) year of publication
of documents. Results: We included 37 guides, of which
nine (24%) reported at least one of the study components.
These nine guides corresponded to the countries of Brazil,
Chile, Colombia, French Guiana, Peru and Uruguay. The
first component was the most frequent with 21.3% (eight
guides), followed by the second with 10.8% (four guides),
and the fourth with 8.1% (three guides). The average year
of publication of the guides was 2011 (range: 1990 to
2017). Only the guide of the National Institute of Health
of Peru recommended the use of a xylene substitute.
Conclusions: We determined little information available
and the lack of interest on the part of the South American
governments in environmental and occupational protection
related to xylene shown in their guidelines.

citologia y la histologfa, que tienen el propésito
de facilitar la visualizacién de las diferentes
estructuras que integran las secciones celulares
para diferenciar lo normal de lo alterado.
Una de las més trascendentales tinciones
celulares es la coloracién pancromética de Pa-
panicolaou (Pap test), la cual permitio, a través
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del cribado del cancer de cuello uterino (CCU) masivo y
organizado, disminuir la tasa de mortalidad en muchos
paises del mundo."* Actualmente, el Pap test es una pieza
fundamental de las estrategias de atencién ginecolégica
con ciertas limitaciones y bondades.

Esta coloracion, que tiene vigencia en el tiempo y el
espacio, ha sido sujeto de muchas modificaciones desde
su origen en la década de 1950.>"" Se ha sugerido el
uso de sucedaneos de xileno (un hidrocarburo policiclico
aromético utilizado para aclarar las células en la dltima
etapa de coloracién) como alternativa para reducir sus
perjudiciales efectos sobre la salud humana y ambiental.’

Por diversas razones, estos sustitutos de xileno son
poco usados, y no han tenido una aplicacién masiva entre
los laboratorios de patologia en muchos paises, pero sobre
todo en paises con bajos y medianos ingresos donde no
se ha evidenciado un alto costo-beneficio. Ademas, no se
han descrito las consecuencias y efectos contra la salud
humana, en los laboratorios con uso prolongado de éstos.

El objetivo de este estudio fue revisar las gufas de
citologia de paises latinoamericanos, centrando nuestro
andlisis en las recomendaciones sobre el uso de solventes,
las medidas de bioseguridad recomendadas, los protoco-
los de manejo ambiental, y la indicacién de suceddneos.

MATERIAL Y METODOS

Para cumplir con los objetivos planteados desarrollamos
un estudio retrospectivo analitico durante 2018 siguiendo
un protocolo definido para las siguientes etapas del estu-
dio: identificacion, revision, inclusion y analisis.

Bisqueda de guias. La revision de guias de citologia,
patologia y céncer cervical se realizé en principio en
los metabuscadores (Google y Yahoo!) y en las bases de
datos Scielo, Lilacs, Latindex, Pubmed y Science Direct.
La estrategia de busqueda en los metabuscadores fue
(manual de citologia) AND (manual do citologia) AND
(Cytology Manual) OR (manual de cancer cervical) AND
(manual de céncer de cuello uterino) AND (manual de
cancro do colo do utero) AND (manual de céncer de la
matriz) referido para cada pafs. La estrategia de bisqueda
en las bases de datos incluyé los términos MeSh (Medical
Subject Headings) y no MeSh Norma técnica, cancer de
cuello uterino, xilol y sucedaneos, con sus respectivos
algoritmos para cada base.

Ademas, se identificaron las principales sociedades
cientificas en citologia de cada pafs, y se revisaron sus
paginas webs, sus manuales, normativas, guias, normas
técnicas, sugerencias, iniciativas, y grupos de investigacion
sobre reactivos y colorantes, y sus guias sobre citologia
cervical, manejo de cancer cervical y otras.

Revision y andlisis de datos. En esta etapa se realiz6
la lectura integral de cada documento y, a partir de ellas,
se realiz6 la comparacién basada en los siguientes cinco
componentes de andlisis: 1) Uso de xileno (también
llamado xilol, xyléne y xylol/xylene), o en su nombre
comercial, 2) Las recomendaciones para la bioseguridad
del personal de laboratorio, 3) las recomendaciones del
uso de sucedaneos de xileno, 4) informacién sobre el
riesgo para el personal y el medio ambiente, y 5) ano de
publicacién de los documentos.

Analisis de datos. Se utilizé estadistica descriptiva
(la descripcion de los estudios se realizé con base en las
frecuencias relativas y absolutas) y estadistica no para-
métrica entre los principales componentes del andlisis. El
andlisis de datos se realizd en IBM SPSS v20.0 (Armonk,
US) para Windows.

RESULTADOS

Se incluyeron 37 guias relacionadas con la prevencion del
CCUy la citologia cervical; de éstas, nueve (24%) refirieron
al menos uno de los cuatro componentes de este estudio.
El tépico mas frecuente fue «la recomendacién de uso
de xileno» con 21.3% (ocho gufas), seguido de «las reco-
mendaciones de bioseguridad relacionadas con xileno»
con 10.8% (cuatro gufas), e «informacién sobre riesgo de
exposicion a solventesy con 8.1% (tres gufas) (Cuadro ).

Para la Republica de Argentina, la guia abreviada
del Programa Nacional de Prevencién de Cancer Cervi-
couterino (PCPCC),"? el Proyecto para el mejoramiento
del Programa Nacional de Prevencién de Céncer de
Cuello Uterino™ el Instituto Nacional del Céncer (que
recomienda citologia con la prueba de Papiloma Virus
Human (HPV) diferenciado segln los grupos etarios),'”
y el Consenso Nacional Inter-Sociedades sobre Cancer
de Cuello Uterino que reuni6 a 14 instituciones argenti-
nas'® no indican cémo se debe realizar el Pap test, ni los
componentes que consideramos en este estudio.

De igual forma, el gobierno Boliviano en sus tres do-
cumentos (dos del 2009718 y uno del 2013"9) desarro-
llados y publicados por el Ministerio de Salud y Deportes
(MSD) no senalan aspectos fundamentales sobre el uso
de xileno durante el Pap test. Por su parte, el gobierno
Brasileno refiere el uso de xileno en el manual Técnico
de Citopatologia; 2° sin embargo, en los dos manuales
del Instituto Nacional de Cancer (INCA), del 2011%"y su
Gltima version del 2016,22 no se refieren las medidas de
bioseguridad ni el uso del xileno o sus sucedaneos.

Tanto en Chile como en Colombia s6lo un documento
revisado refirié un componente relacionados con el xile-
no. Segln lo evaluado, en las dos guias del Ministerio de
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Cuadro I. Epitome del analisis de los cuatro componentes relacionados con el xileno en los laboratorios sudamericanos de citologia.

Se han resaltado las guias nacionales que cumplan con alguno de los componentes.

Componentes Riesgo
Pais Autores Afio Uso de xileno Bioseguridad Sucedaneos personal
Argentina PNPCC?3 2014 No No No No
OPs* 2008 No No No No
INC® 2015 No No No No
CNISCCUe 2015 No No No No
Bolivia MSDY 2009 No No No No
MSD*® 2009 No No No No
MSD¥ 2013 No No No No
Brasil MS% 2012 Si No No No
INCA% 2011 No No No No
INCA? 2016 No No No No
Chile MINSAL? 2015 No No No No
MINSAL? 2010 No No No No
ISPC?» 2013 No Si No No
Colombia INS? 2009 No No No No
Antioquia®® 2010 Si No No No
MINSALUD? 2014 No No No No
ILCC® 2005 No No No No
Ecuador MSP30 2015 No No No No
MSP3t 2017 No No No No
Guayana MH3? 2013 No No No No
MCHIP3 2012 No No No No
Guayana Francesa* INCa® 2016 No No No No
HAS?3® 2013 No No No No
INRS*’ 2014 Si Si No Si
HAS* 2010 No No No No
OPS/PAHO PALTEX?® 1990 Si No No No
OPS¥ 2002 Si Si No Si
Paraguay MSPBS* 2015 No No No No
MSPBS/OPS* 2010 No No No No
Perti INS* 2005 Si No Si, neoclear No
EsSalud® 2011 No No No No
MINSA* 2017 No No No No
UNASUR RINC* 2012 No No No No
Uruguay MSP*6 2014 No No No No
CHLCC47#% 2007 Si No No No
CHLCC*® 2013 Si Si No Si
Suriname MyV# 2013 No No No No
Venezuela MPPS*® 2017 No No No No

Abreviaturas: CHLCC = Comision Honoraria de Lucha Contra el Cancer. CNISCCU = Consenso Nacional Inter-Sociedades sobre Cancer de Cuello Uterino. EsSalud = Seguro Social del Peru.

HAS = Haute Autorité de Santé. INC = Instituto Nacional del Céncer. INCA = Instituto Nacional de Cancer. INCa = Institut National du Cancer. INRS = Institut National de Recherche et de Sécurité.
INS = Instituto Nacional de Salud. ISPC = Instituto de Salud Publica de Chile. LCC = Liga Colombiana contra el Cancer. MCHIP = Maternal and Child Health Integrated Program.

MH = Ministry of Health Guyana. MINSA = Ministerio de Salud. MINSAL = Ministerio de Salud. MINSALUD = Ministerio de Salud. MP = Ministerio de Salud Publica del Ecuador.

MPPS = Ministerio del Poder Popular para la Salud. MS = Ministério do Saide. MSD = Ministerio de Salud y Deporte. MSP = Ministerio de Salud Pablica.

MSPBS = Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social. MvV = Ministerie van Volksgezondheid. OPS = Organizacion Panamericana de la Salud.

OPS/PAHO = Organizacién Panamericana de la Salud/Panamerican Health Organization. PALTEX = Programa Ampliado de Libros de Texto y Materiales de Instruccion.

PNPCC = Programa Nacional de Prevencion de Cancer Cervicouterino. RINC = Red de Institutos Nacionales de Cancer. UNASUR = Unién de Naciones Sudamericanas.

*Se incluyen guias francesas que rigen bajo los lineamientos de este pais. **Se describe la técnica Harris-Shorr y la variante de Shorr.
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Salud de Chile?*?4 no se indicaron aspectos relacionados
con los solventes, contrariamente al documento del Ins-
tituto de Salud Publica de Chile (ISPC) que describen las
medidas de bioseguridad para los trabajadores de los labo-
ratorios de citopatologia.?®> En Colombia, s6lo el Manual
de Procedimientos Citol6gicos de AntioquiaZ® refiere que
los trabajadores deben estar libres de problemas de salud
por procesamiento, y resalta las medidas de seguridad que
deben emplearse. Esto discrepa considerablemente de
los documentos del Instituto Nacional de Salud (INS),%”
de la Guia Préctica del Ministerio de Salud (MINSalud)?8
y las recomendaciones para la garantia de la calidad en
citologia de la Liga Colombiana contra el Cancer (LCC).?

Lamentablemente, en las dos guias ecuatorianas re-
visadas (ambos del Ministerio de Salud Pdblica del Ecua-
dor3931), ni las dos guias evaluadas de Guayana (una del
Ministerio de Salud®? y la otra un Proyecto Internacional
de prevencion del CCU)*3 mencionan las bondades de
la citologia exfoliativa y el Pap test, ni las medidas de
bioseguridad o prevencion de riesgo por uso de xileno.

En la Guayana Francesa, dado un suministro de salud
muy pobre, las dificultades de acceso al sistema de salud
observado para una parte de la poblacion, especificidades
geograficas, epidemiolégica y cultural, la adaptacion de las
estrategias francesas de seleccién estan siendo aplicadas
en términos de poblacién objetivo, buscando mejorar
el acceso al cribado cervical. El Ministerio de Salud y el
Instituto Nacional de Cancer de la Guayana Francesa no
refiere ninglin componente concerniente a los criterios
de este estudio.>*3¢ Sin embargo, el Instituto Nacional
de Investigacion y Seguridad (INSR) refiere acciones y
aspectos relacionados con la bioseguridad y riesgo para el
personal y el ambiente con el uso constante de xileno.3”

Por su parte, la Organizacién Panamericana de la
Salud (OPS) a través de su Oficina Regional OPS, en su
manual de 1990 menciona el uso de xileno por la tasa de
citologfas estimadas en 50 mil por afio, mas no refiere las
medidas de prevencién.?® Otro documento de la OPS,
del 2002, que es tomado como referencia por la mayoria
de los paises latinoamericanos, sugiere integramente las
acciones de manejo, uso y prevencion de riesgo con el uso
de xileno en los laboratorios de patologia de la regién.??
Aunque no refieren el uso de suceddneos de xileno, sus
ventajas y limitaciones.

En Paraguay, el Ministerio de Salud Pdblica y Bien-
estar Social (MSPBS), en sus dos manuales no describen
acciones relacionadas con los componentes de este es-
tudio.*®41 En Per(, el Instituto Nacional de Salud alude
los protocolos de bioseguridad en general, pero no espe-
cificos para ninguno de los reactivos toxicos y peligrosos
usados durante el Pap test. Asimismo, este Manual de

Procedimientos especificos para citologia del 2005 no
refiere como debe ser el almacenamiento correcto, el
tiempo, el postalmacenamiento y las actividades de pre-
vencion de enfermedades ocupacionales. Ademas, no
indica cémo distribuir la muestra. Sélo sefnala «descartar
xileno si toma color claro o se vuelve lechoso» y no indi-
ca las medidas, lugares de desecho, ni los cuidados que
debe tener este procedimiento.*? Otros documentos mas
actuales, como el de la Seguridad Social (EsSalud) y del
Ministerio de Salud Peruano no refieren ninguno de los
componentes del presente estudio.*344

En el Informe sobre la situacion del control de Cancer
de Cuello Uterino en ocho paises de Latinoamérica del
2012, realizado por la Red de Institutos Nacionales de
Céncer (RINC) y la Unién de Naciones Suramericanas
(UNASUR), no se describen actividades de uso de xileno,
sus riesgos y las medidas de bioseguridad.*>

En Uruguay, si bien la guia de tamizaje del Ministerio
de Salud Publica del 2014 no incluye lineamientos so-
bre el xileno y sus riesgos,*® en los documentos sobre el
Programa de Prevencion de Cancer de Cuello Uterino en
Uruguay «Dr. Enrique Pouey» del 200747 y del 201348
se mencionan gradualmente mejorados las sugerencias
sobre bioseguridad, el uso de xileno durante la coloracion,
asi como los riesgos y la prevencién de su uso por los
trabajadores de los laboratorios de citologfa.

Finalmente, ni el Plan Nacional del Gobierno de
Surinam hacia el 20204 ni el Manual del Ministerio del
Poder Popular para la Salud de Venezuela®® establecen
las actividades basicas sobre el xileno ni las circunstancias
adversas de su uso.

Ninguna de las sociedades de citologia sudamericana
refiere un documento o pronunciamiento sobre el xileno,
sus riesgos, minimizacion de sus efectos organicos y/o
ambientales a través de medidas de proteccion, ni el uso
de sucedéneos dentro del Pap test. El promedio de afio
de publicacion de las guias y manuales fue 2011 (rango:
1990 a 2017). Y sélo la guia del INS de Pert recomendé
el uso de un sustituto de xileno.

En la cuadro Il presentamos nuestra propuesta a corto
y largo plazo sobre las acciones de mejora en el uso de xi-
leno y los otros componentes planteados en este estudio.

DISCUSION

Sélo nueve de las 37 guias incluidas y revisadas en este
estudio reportaron alguno de los cuatro componentes
principales relacionados con el xileno. Por otra parte,
ninguna de las guias nacionales mencioné consistente-
mente las medidas de seguridad y proteccién ambiental
y personal frente al uso de solventes durante el Pap test.
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Cuadro II. Marco de propuestas a corto y largo plazo

para solucionar el problema del xileno en los laboratorios de citologia sudamericanos.

Componentes

Solucion a corto plazo

Solucion a largo plazo

1) Uso de xileno (xilol)

i) Bioseguridad del
personal de laboratorio

iii) Uso de sucedaneos
de xileno

iv) Informacion sobre el
riesgo para el personal
y el medio ambiente

v) Ao de publicacion
de los documentos

a) Uso de coloraciones alternativas validadas que
sustituyen al xileno (Eco-Pap)®?

b) Reducir los bafios de xileno del Pap test!!

¢) Uso de plantas con capacidad absortiva de
solventes>® durante el uso de xileno

d) Actividades de educacion sanitaria, promocion
y prevencion sobre el xileno en los laboratorios
de citologia

a) Uso de barreras de proteccion adecuadas

b) Realizar actividades de higiene quimica®
¢) Horarios rotativos de los trabajadores para
reducir la exposicion prolongada y diaria a los
solventes

a) Incorporar su uso durante el Pap test seglin las
necesidades operativas de la institucion
b) Actividades de difusion y promocion de su uso

a) Control anual de xileno en sangre

b) Adquisicion de buen conocimiento especifico
sobre xileno

¢) Sensibilizacion personal contra riesgos excep-
cionales en su institucion (in house)

d) Proponer actividades informativas sobre xileno
y otros solventes del Laboratorio de citologia a
través de los colegios profesionales y las socieda-
des cientificas

a) Actualizar las guias de cada institucion (los
Procedimientos Operacionales Estandarizados) en
el marco de los SDG’s*

b) Incluir informacion sobre el riesgo de uso de
xileno y su manejo ambiental y de proteccion
humana

¢) Promover el dialogo entre las instituciones
ambientales y las sanitarias sobre el xileno y otros
solventes

a) Establecimiento del uso de coloraciones ecoldgicas o
el uso de sustitutos de xileno (reduccion de ppm/horas de
trabajo)

b) Implementacion de sistemas de tratamiento de xileno®®
¢) Promover el uso de guantes durante el Pap test

a) Coordinar con los jefes/supervisores de laboratorio las
medidas de bioseguridad para garantizar un trabajo seguro
b) Verificar y acondicionar el mobiliario y los equipos del
Laboratorio para mejorar las barreras de proteccion

¢) Incorporacion de barreras de proteccion (gabinetes de
seguridad laboral, camaras de flujo, campanas de extraccion
de gases, sistemas de ventilacion automatizados, etc.)®

d) Proponer normatividades sobre Seguridad y Salud Ocupa-
cional en el Laboratorio de citologia a través de los colegios
profesionales.

e) Redisefar los laboratorios de citologia para eliminar

el olor y los contaminantes suspendidos de los productos
quimicos

a) Realizar evaluaciones de toxicidad, costo-efectividad, y
riesgo de exposicion

b) Fiscalizacion ambiental gubernamental y no guberna-
mental

¢) Validar técnicas de sustitucion de xileno con otros solven-
tes organicos usados empiricamente en los Laboratorios

a) Pronunciamiento de las sociedades cientificas en Sudamé-
rica y el mundo sobre los riesgo de su uso laboral diario

a) Crear guia latinoamericana de consenso sobre el Pap test
incluyendo el riesgo de uso de reactivos toxicos

b) Actualizar e incluir en los Manuales Nacionales informa-
cion sobre el correcto uso de xileno, los riesgos para la salud
humana y ambiental, las actividades de prevencion e higiene,
y Su manejo

¢) Incluir progresivamente en las guias y manuales sugeren-
cias de uso para la implementacion de tecnologias mejoradas
que permiten enriquecer la actuacion ambiental y social
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Los principales hallazgos tenaces del presente estudio
fueron, primero, su pionera evaluacién y comparacién de
las guias y manuales en Sudamérica sobre el xileno y los
factores relacionados con su uso. Esto se fundamenta en
la preocupacién que sostenemos sobre la salud ocupacio-
nal de los trabajadores del laboratorio de citologia en la
region, que diariamente se exponen a este reactivo bio-
contaminante. Segundo, basados en la poca informacién
que promueven los gobiernos sudamericanos sobre el
uso correcto de xileno, su almacenamiento, eliminacion,
sustitucién y potencial riesgo durante la coloracion de
Papanicolaou, planteamos acciones de mejora a corto y
largo plazo como una propuesta para los gobiernos de la
region y el mundo para promover el bienestar ambiental y
de la Salud durante el cribado del CCU en cada realidad.

El xileno consiste en la mezcla de tres isémeros de
dimetil-bencenos (orto-, meta- y para-xileno) vy etil-
benceno. Este solvente es usado comdnmente en los
laboratorios de citologia e histologia y presenta un olor
caracteristico a 0.62 ppm.>! Sus efectos para la salud
humana son heterogéneos, y flucttian desde irritacién de
las membranas mucosas, el fenémeno de Reynaud, ndu-
seas/vomitos, serias dificultades respiratorias, desérdenes
neurolégicos, hipoacusia, tumores cerebrales y leucemia
(exposicion crénica a altas concentraciones).?'>>

Si bien existen varios métodos de reciclaje de solventes
utilizados en la bateria de coloracién®® y posibles estrate-
gias de sustitucion de xileno,>”->® nosotros vemos que los
costos y la implementacion de los procesos son altos para
las realidades de los paises sudamericanos. Més de 80%
de la mortalidad por el CCU acontece en paises con bajos
y medianos ingresos.? Al igual que en Per(, el CCU afecta
a poblaciones sudamericanas con bajo sostenimiento sa-
nitario y altas tasas de enfermedad donde los programas
de prevencion del CCU no son efectivos.®® Implementar
medidas de reciclaje o sustitucién de solventes en estas
realidades con recursos limitados podria resultar vano,
ya que los aspectos centrales de los programas presentan
ocasionales contrariedades y restricciones.

Sin embargo, debido al rapido e irreparable dafo
que se le ha hecho y continda haciéndose al planeta,®®
que incluso puede afectar y promover el desarrollo de
enfermedades humanas,®' las lecciones aprendidas al
dia de hoy deberian ser «la bisqueda y el cambio al uso
de actividades menos contaminantes y sostenibles en
todas las instituciones sociales en el mundo entero». Los
laboratorios de citologia tienen el rol fundamental de la
prevencién secundaria del segundo tipo de cancer feme-
nino mas frecuente y altamente mortal. A su vez, éstos
deben utilizar tecnologfas sostenibles que les permitan
también una actuacién ambiental.

Esto significa proponer métodos alternativos més bara-
tos que no demanden altos costos de compra, necesidad
de personal altamente entrenado en los nuevos métodos,
debido a que los recursos son la mayoria de las veces
limitados. Recientemente, la modificacion ecolégica de la
coloracion de Papanicolaou (Eco-Pap) ha sido propuesta
como un método eco-amigable (ecofriendly, en inglés) con
alto rendimiento ambiental y robustez en la identificacién
de CCU vy sus lesiones precursoras.®?®3 Ademds de no
utilizar xileno, exceptua al éxido de mercurio, amoniaco y
acido clorhidrico. Si bien se ha probado que su efectividad
en un hospital terciario y referencial evita los engorrosos
procesos de compra de productos controlados y bio-
acumulacion de 72 litros de xileno, su costo-efectividad
debe ser evaluado en diferentes realidades.

Existen en el mercado otros sustitutos de xileno como
Ottix Plus (DiapathS.p.A., Martinengo, Italia) Neo-Clear
(Merck, Darmstadt, Alemania), Master clear (American
MasterTech Scientific, CA, USA), Pathoclear (Biopack,
Buenos Aires, Argentina), entre otros. Es creciente el
uso de estos suceddneos de xileno en los laboratorios
de citologia e histologia en la regién; no obstante, debe
evaluarse su real impacto ambiental, el riesgo de expo-
sicién prolongado del personal técnico, sus implicancias
para la salud de los profesionales de laboratorio y su
costo-beneficio.

Estas tecnologias alternativas nos permitiran cumplir
con los Objetivos de Desarrollo Sustentable (ODS, o SDG
en inglés) durante el cribado de CCU y especificamente
en el laboratorio de citologia.®* Estos ODS son un llamado
universal a la adopcién de medidas para poner fin a la
pobreza, proteger el planeta y garantizar que todas las
personas gocen de paz y prosperidad hacia el 2030. Si
bien, en ninguno de los objetivos de los ODS se menciona
algo sobre el papel del xileno y su silente contaminacién
ambiental y humana, las actividades que emprendamos
para eximir su uso nos permitirdn mejorar la calidad de
vida humana y el bienestar de la biodiversidad.

Nuestros datos muestran que ninguna de las guias
abord¢ la sustentabilidad de los métodos de laboratorio
de citologia. Las gufas clinicas y otras en general tuvieron
diferentes objetivos, muchos dirigidos a la prevencién
terciaria, pero que incluyen la prevencién secundaria
como parte de sus intervenciones, no notificaron sufi-
cientemente sobre los cuatro componentes relacionados
con el xileno.

El documento PALTEX de la OPS indica que por
afno un laboratorio de citologia (con 40 mil citologias/
afo como minimo) debe prever la compra de 150 litros
anuales (12 litros por mes).?8 En ese sentido, estimamos
una tasa de contaminacion de aproximadamente 64 mil
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litros anuales de xileno en los laboratorios de citologia
de los Estados Unidos.®> Reducir primordialmente el uso
de xileno, un importante y peligroso reactivo bioconta-
minante, debe constituir una de las principales acciones
de seguridad laboral, ya que usualmente los trabajadores
manejan las laminas portaobjetos sin guantes, sin venti-
lacién, sin gafas, y sin advertencia.'?

Demostramos que en las guias de citologia sudameri-
canas no existe una legislacion estricta que proteja a los
trabajadores de los laboratorios de patologfa, citologia e
histologfa. Sin duda, entender los riesgos diarios de los
usos de solventes podrd promover la responsabilidad
legal de los laboratorios de citologfa, ya que 70% de tra-
bajadores de laboratorio tienen décadas de exposicion a
solventes (xileno, tolueno, u otros productos quimicos),
que podrian manifestar sintomas algunos anos después
de su jubilacién laboral 54>

Este estudio tuvo limitaciones. En principio, sélo se
revisaron documentos publicados en internet segin nues-
tro método de bulsqueda. Debe existir documentos de
interés internos en los hospitales y sociedades cientificas y
estudiantiles de cada pais a los que no se ha tenido acceso
y no fueron incluidos en este analisis. Segundo, no se re-
visaron documentos de instituciones de accién ambiental,
ya sean gubernamentales o no gubernamentales, ni gufas
de los ministerios del ambiente, instituciones quimicas
con actividad y vinculo con laboratorios de citologfa en
cada nacién. Aunque consideramos que éstas deben te-
ner dictimenes sobre el uso y las medidas de proteccion
organica y ambiental de los solventes como el xileno, el
ente fiscalizador de la salud ambiental (OEFA, Organismo
de Evaluacion y Fiscalizacion Ambiental del Perd)) no tiene,
lamentablemente, ninguna normativa oficial respecto a
este importante biocontaminante.®®

CONCLUSIONES

Esta nueva aproximacion del presente estudio respecto
a la prevencion y vigilancia de los riesgos potenciales del
xileno en los laboratorios de citologfa en Sudamérica ha
demostrado la poca informacion disponible y la carencia de
interés por parte de los gobiernos en la proteccién ambien-
tal y ocupacional durante el cribado del cancer cervical.

Nuestro andlisis sobre las recomendaciones en el uso
de solventes, las medidas de bioseguridad, los protocolos
de manejo ambiental y la indicacién de sucedaneos no
han sido abordadas sustancialmente en las gufas revisadas
de citologia y manejo del del cancer cervical. Esta preocu-
pante situacion nos permitird buscar acciones de mejora
a futuro, para generar un entorno de mejor calidad y un
bienestar humano.
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RESUMEN

Introduccion: La autoinmunidad es una anomalia en la
respuesta inmunitaria frente a antigenos propios por la
pérdida de tolerancia y la generacion de autoanticuerpos.
El sindrome de anticuerpos antifosfolipidos (SAAF) es una
enfermedad autoinmune, en la cual el paciente produce un
grupo de anticuerpos antifosfolipidos. Objetivos: Eva-
luar la utilidad de la deteccion de estos marcadores en el
diagndstico de enfermedades autoinmunes especialmente
SAAF en pacientes pediatricos del Hospital Infantil de
Meéxico Federico Gomez. Determinar la prevalencia de
los isotipos de anticuerpos antifosfolipidos. Material y
métodos: Del 1 de enero de 2015 al 30 de junio de 2017
se obtuvieron 336 ensayos para la determinacion de anti-
coagulante lupico (AL) por el método de veneno de vibora
de Russell diluido, anticuerpos anticardiolipina (aCL) y
anti-B2GPI (af2GPI) por ELISA indirecta. Resultados:
54% de los ensayos resultaron negativos y 46% positivos
para uno o mas marcadores. Dentro de los positivos,
58% fue positivo solo para AL y 42% para AL + aCL y/o
aP2GPI, siendo el aB2GPI isotipo IgM el més prevalente.
De los que resultaron positivos, 62% se utilizo para integrar
un diagndstico para enfermedades autoinmunes, los mas
frecuentes fueron lupus eritematoso sistémico (35%) y
SAAF (21%). Sélo los marcadores aCL y ap2GPI fueron
estadisticamente significativos en el estudio. Conclusio-
nes: El diagnostico de enfermedades autoinmunes resulta
ser complicado debido a que se genera una gran cantidad
de determinantes auto-antigénicas que pueden tener en
comun alguno de estos determinantes, por lo que surge
la necesidad de encontrar métodos analiticos que tengan
alta sensibilidad y especificidad, en este estudio s6lo aCL
y ap2GPI son marcadores estadisticamente significativos.

INTRODUCCION

EI sindrome de anticuerpos antifosfolipidos

(SAAF) es una enfermedad adquirida de

caracter autoinmune vy sistémica en la que
el individuo afectado produce anticuerpos

ABSTRACT

Introduction: Autoimmunity is an anomaly in the immune
response to its own antigens due to the loss of tolerance
and the generation of autoantibodies. Objectives: To
evaluate the usefulness of the detection of these markers
in the diagnosis of autoimmune diseases especially
SAAF in pediatric patients of the Hospital Infantil de
Mexico Federico Gomez. To determine the prevalence of
antiphospholipid antibody isotypes. Material and methods:
From January 1, 2015 to June 30, 2017, 336 trials were
obtained for the determination of lupus anticoagulant
(AL) by the method of diluted Russell’s viper venom,
anticardiolipin antibody (aCL) and anti-B2GPI (ap2GPI)
by ELISA. Results: 54% of the trials were negative and
46% positive for one or more markers. Within the positives
58% was positive only for AL and 42% for AL + aCL and
/or aB2GPI, with the aB2GPI IgM isotype being the most
prevalent. Of those who were positive, 62% were used
to integrate a diagnosis for Autoimmune Diseases, the
most frequent being systemic lupus erythematosus (35%)
and SAAF (21%). Only the aCL and aB2GPI markers
were statistically significant in the study. Conclusions:
The diagnosis of autoimmune diseases turns out to
be complicated due to the fact that a large number of
autoantigenic determinants are generated that may have
some of these determinants in common, so that the need
arises to find analytical methods that have high sensitivity
and specificity, in this study only aCL and af2GPI are
statistically significant markers.

contra los fosfolipidos (aFL) o complejos de
fosfolipidos-proteinas,’ lo que se traduce en
un aumento en la probabilidad de presentar
trombosis y otras alteraciones hematolégicas.?
Este sindrome afecta en su mayoria a las muje-
res aunque la diferencia no es tan marcada en
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poblacién pediatrica (1.2:1).> Se ha documentado que
su etiologia podria ser multifactorial, es decir, debida a
factores ambientales, hormonas, carga genética, infec-
ciones y farmacos.

Para establecer el diagnéstico se utilizan los criterios
de Sapporo, en los cuales se indica que el paciente debe
presentar al menos un criterio clinico y uno de laboratorio.
Dentro de los criterios de laboratorio se incluyen los si-
guientes parametros: Anticoagulante lGpico (AL) positivo,
titulos medios o altos para anticuerpos anticardiolipina
(aCl) y/o anticuerpos anti-p2 glicoproteina | (af2GPI), de-
tectados en dos 0 mds ocasiones en un intervalo minimo
de 12 semanas.* En 2012, en la ampliacién de criterios,
se incluyo la determinacion del isotipo IgA, en el caso de
obtener resultados negativos para aCL o anti-B2GPI de
isotipo 1gG o IgM.>

El AL es un tipo de inhibidor inespecifico de la
coagulacion, estructuralmente se trata de una inmuno-
globulina que actta contra proteinas como la B2GPI, la
protrombina y complejos fosfolipido-proteina; es por
ello que, al unirse a alguno de estos componentes, causa
interferencias en las pruebas de laboratorio dependien-
tes de fosfolipidos.

Los aCL son anticuerpos dirigidos contra los fos-
folipidos que forman parte de la membrana de las
mitocondrias (muy abundantes en musculo cardiaco),
los cuales tienen una participaciéon importante en la
fosforilacion oxidativa.

La B,GPI (apolipoproteina H) es un anticoagulante
natural y su funcién es la de inhibir la via intrinseca de
la coagulacion vy la agregacion plaquetaria. Cuando hay
presencia de anticuerpos anti-B,GPI, éstos se unen al
dominio I de la B,GPl alterando su funcién y favoreciendo
eventos trombéticos debido a que hay interaccién con
receptores de las plaquetas que pueden activarlas.®

MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio para evaluar la utilidad y la pre-
valencia de los marcadores utilizados en el diagnéstico
de enfermedades autoinmunes, especialmente SAAF,
en pacientes pedidtricos del Hospital Infantil de México
Federico Gomez, utilizando los resultados generados del
1 de enero de 2015 al 30 de junio de 2017.

Marcador 1: Anticoagulante ltpico (AL). La muestra
utilizada fue plasma obtenido de sangre periférica en un
tubo con citrato de sodio al 3.2%.

El AL se determiné por el método de veneno de vi-
bora de Russell diluido con un kit de reactivos de la casa
comercial IL-Werfen y se llevé a cabo en un equipo ACL
TOP 500 CTS de la misma casa comercial.

El reactivo dRVVT Screen es pobre en fosfolipidos,
esta concentracion hace que el ensayo sea sensible ante
presencia del AL, modificando de esta forma su actividad
debido a que los anticuerpos interfieren con la funcién
de los fosfolipidos alargando el tiempo de formacion del
coagulo. El efecto que causa el AL sobre los fosfolipidos se
ve neutralizado al agregar una mayor cantidad de éstos,
acortando el tiempo de coagulacién, esta es la funcion
del reactivo dRVVT Confirm, es por ello que se procesan
conjuntamente.

El Punto de Corte para el AL determinado por el La-
boratorio de Coagulacién Especial con base en el equipo,
reactivos y poblacién fue: Negativo > 1.2. Positivo < 1.2.

Marcador 2: Anticuerpos anticardiolipina (aCL). La
muestra utilizada fue suero obtenido de sangre periférica.

La deteccion de anticuerpos aCL se realiz6 mediante
la técnica de ELISA indirecta” con los kits EUROIMMUN
para determinar los isotipos A, G y M. En algunos casos
los anticuerpos anticardiolipina requieren de la presencia
de B2GPI para usarla como “cofactor” de la cardiolipina
y de esta manera se da la identificacién del antigeno; los
pocillos y el buffer muestra contienen a esta proteina. El
ensayo fue de tipo cuantitativo por lo que los resultados
se reportaron en U IgA, M o G - FL/mL.

Marcador 3: Anticuerpos anti-p2GPI. De igual forma
que las aCL los ap2GPI se determinaron mediante ELISA
indirecta con kits EUROINMMUN identificando los iso-
tipos A, Gy M, pero los resultados fueron expresados en
Unidades Relativas del isotipo de inmunoglobulina (A, G
o M) /mL (UR/mL IgA, G o M).

La técnica es semiautomatizada por lo que se utilizaron
los siguientes equipos: Lector InfiniteF50, para los lavados
Hydro FLEX y el software TECAN MAGELLAN FOR F50.

Los controles positivo y negativo fueron utilizados en
cada ensayo como comprobacion interna de la fiabilidad
del desarrollo de las determinaciones. En el caso de los
marcadores 2 y 3 existe un control de calidad externo
que se lleva a cabo dos veces al afio y es proporcionado
por la casa comercial.

RESULTADOS

A partir del T de enero de 2015 y hasta el 30 de junio de
2017 se realizaron 336 ensayos para anticoagulante ltpi-
co, anticuerpos anticardiolipina y anti-B2GPI de isotipo A,
G y M. Dentro de éstos resultados 180 (54%) resultaron
negativos y 156 (46%) positivos, los cuales pueden serlo
para un ensayo o varios marcadores.

El 72% de los ensayos positivos correspondieron a
mujeres y 28% a hombres. En la figura 1 se muestran las
frecuencias en las que se presentaron los anticuerpos
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un trabajo dificil debido a que en este tipo de patologias se
S g genera una gran cantidad de determinantes autoantigénicas
= capaces de causar diversas enfermedades que pueden
3 tener en comin alguno de estos determinantes, por lo
o 40 que surge la necesidad de encontrar métodos analiticos
aplicados al laboratorio clinico que tengan alta sensibili-
20 dad y especificidad® para elevar la calidad del diagnéstico
diferenciando verdaderos positivos y negativos.
0

AL ACA ACG ACM ABA ABG ABM

Figura 2. En esta poblacion, se encontro que los marcadores mas
prevalentes fueron AL y ap2GPI isotipo M. Cabe resaltar que se de-
terminaron 20 ensayos positivos para ACA y 33 para ABA.
Abreviaturas: AL = Anticoagulante lipico. ACA = Anticardiolipina isotipo
A. ACG = Anticardiolipina isotipo G. ACM = Anticardiolipina isotipo M.
ABA = Anti-B2GPI isotipo A. ABG = Anti-B2GPI isotipo G. ABM = Anti-
B2GPI isotipo M.

seglin su edad y en la figura 2 la prevalencia de los mar-
cadores evaluados.

Dentro de los positivos, 58% fue positivo sélo para
ALy 42% para AL + aCL y/o aB2GPI, siendo el ap2GCPI
isotipo IgM el mas prevalente. De los que resultaron po-
sitivos, 62% se utilizé para integrar un diagndstico para
enfermedades autoinmunes, las mas frecuentes fueron
lupus eritematoso sistémico (35%) y SAAF (21%); sin
embargo, existen diagnésticos muy heterogéneos debido
a que proceden de diferentes salas de consulta (cuadro ).

Por el método de y? se encontré que, en este estudio,
los marcadores estadisticamente significativos fueron los
aClL y apGPL.

Cuadro I. Diagnosticos definitivos

de los pacientes con marcadores positivos.

Diagndstico %

Lupus 35
SAAF primario 1
EA (sin lupus)

SAAF + EA (sin lupus)
Trombosis (sin SAAF o lupus)
Infeccion (bacteriana/viral)
SAAF secundario

Dafio hepatico/renal
Hipertension

PHS

Fendmeno de Raynaud
Trombocitopenia

Otro

DO LW W LW W L O O O\ 0 ©

—_
=

SAAF = Sindrome de anticuerpos antifosfolipidos.
EA = Enfermedades autoinmunes.
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Cuadro II. Asociacion entre cada marcador en estudio y la presencia o ausencia de enfermedades autoinmunes.

AL aCL aB2GPI
Marcador/ Enfermedad Positivos Negativos Positivos Negativos Positivos Negativos
Enfermedad autoinmune 52 34 59 68 25
Sin enfermedad autoinmune 22 11 45 29 27
Estadisticamente significativo No Si Si

El valor de p fue evaluado mediante la prueba de 2, considerando el valor < 0.05 para significancia estadistica.

El AL es un ensayo que arroja un valor predictivo
positivo o negativo, por lo que inicialmente se tuvo la
hipétesis de que al tener un resultado positivo para AL
debia encontrarse algin isotipo de aCL o aBp2CPI, lo cual
no ocurrié en todos los ensayos realizados pues hubo
pacientes que presentaban AL positivo y aCL - ap2GPI ne-
gativo (25%) o AL negativo y aCL - ap2GPI positivo (49%).
En el estudio cuando aparecian en conjunto AL- aCL o
ap2GPI el anticuerpo predominante que se encontré fue
ap2GPI isotipo M, este anticuerpo es el que se asocia a
episodios trombdéticos.?

La asociacion entre anticoagulante lGpico y enferme-
dades autoinmunes resulté no ser significativa estadistica-
mente (cuadro Il), pues al ser un reactante de fase aguda
su concentracion puede elevarse cuando el individuo
cursa con algin tipo de inflamacién o infeccion.

El método de determinacién, los valores de corte y el
material de referencia influyen en los resultados; como
consecuencia, hay variabilidad en cuanto a sensibilidad
y especificidad en la medicién. Sin embargo, en el caso
de los ensayos realizados en el Hospital Infantil de Mé-
xico, previamente se determiné una media poblacional
con respecto al tipo de pacientes que se atienden para
disminuir la cantidad de variables analiticas, ademas de
seguir las recomendaciones en la guia denominada Up-
date of the guidelines for lupus anticoagulant detection.*

En la actualizacion del 2012 de la International
consensus guidelines on anticardiolipin and anti-p2-
glycoprotein | testing: report from the 13th Interna-
tional Congress on Antiphospholipid Antibodies® se
recomienda la determinacién de aFL del isotipo A para
los aFL cuando no se detecten los isotipos G o M de
ambos marcadores. Estd documentado que el isotipo
A aparece en menor proporcién® que los mencionados
anteriormente, pero en este estudio se encontré que su
prevalencia era aiin mayor que el isotipo G para aCL
y ap2GPI (figura 2).

La B2GCPI es una proteina necesaria para determinar
analiticamente algunos aCL, " por lo que se ha propuesto
determinar solamente los ap2GPI. Sin embargo, en los
ensayos no siempre resultan positivas ambas, es por ello
que en el documento International consensus statement
on an update of the classification criteria for definite Anti-
phospholipid syndrome’ se recomienda su determinacion.
En el caso de este trabajo es estadisticamente significativa
como marcador en enfermedades autoinmunes.
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Microorganismos frecuentemente hallados
en pacientes con vida sexual activa
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Cortés-Dominguez Oscar,* Huerta-Romano José Fernando*

RESUMEN

La vagina hospeda diferentes especies bacterianas en gran
cantidad que son conocidas por su relacion directa con el
mantenimiento del equilibrio acido-base y con funcion
protectora. Los microorganismos que frecuentemente son
hallados en las pacientes asintomaticas son Bacteroides,
Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium y especies
de micoplasma, entre las mas destacadas. Esta comprobada
la predisposicion a alguna infeccion debido a la alteracion
de la microbiota, con disminucion de especies reguladoras
como el bacilo de Doderléin y aumento importante en la
concentracion de bacterias anaerobias estrictas. El objetivo
del presente estudio fue la identificacion de los microorga-
nismos mas frecuentes en paciente con vida sexual activa.
Fueron valoradas 695 pacientes a las que se les realizd
citologia exfoliativa cervico-vaginal (Papanicolaou) en
el Laboratorio del Departamento de Biologia Celular de
la Facultad de Medicina. El grupo mas observado fue
flora cocoide, por demas fue sobrepasado el bacilo de
Doderléin, el cual pudo ser detectado en casi tres de cada
10 pacientes estudiadas. En 12.5% de la poblacion se
encontr6é de manera decreciente a Gardnerella vaginalis,
Toxoplasma gondii, Chlamidia trachomatis y Trichomonas
vaginalis. Gardnerella vaginalis se encontré formando
parte de la flora genital, confirmandose la presencia de
factores como la falla de los mecanismos locales de
defensa para la disbiota. El hallazgo de Leptohtrix acti-
nomyces es controvertido y no se pudo relacionar con el
uso de DIU. Los microorganismos patogenos hallados
con sintomatologia asociada fueron Toxoplasma gondii,
Chlamidia trachomatis y Trichomonas vaginalis, de los
cuales Candida fue el unico asociado a menopausia y a
multigestas, el resto a promiscuidad.

ABSTRACT

The vagina hosts different bacterial species in large
quantity that are known to be directly related to the
maintenance of acid-base balance and protective
function. The microorganisms that are frequently found in
asymptomatic patients are Bacteroides, Staphylococcus
epidermidis, Corynebacterium and mycoplasma species,
among the most prominent. The predisposition to some
infection due to the alteration of the microbiota is proven,
with a decrease in regulatory species such as Doderléin
bacillus and an important increase in the concentration
of strict anaerobic bacteria. The objective of the
present study was the identification of the most frequent
microorganisms in a patient with an active sexual life.
A total of 695 patients were evaluated, who underwent
cervical-vaginal exfoliative cytology (Papanicolaou) in
the Laboratory of the Cellular Biology Department of
the Faculty of Medicine. The most observed group was
cocoid flora, in addition the Doderléin bacillus was
surpassed, which could be appreciated in almost 3 of
every 10 patients studied. In 12.5% of the population,
Gardnerella vaginalis, Toxoplasma gondii, Chlamidia
trachomatis and Trichomonas vaginalis were found
in decreasing manner. Gardnerella vaginalis was
found to be part of the genital flora, confirming the
presence of factors such as the failure of local defense
mechanisms for disbiota. The finding of Leptohtrix
actinomyces is controversial and could not be related to
the use of IUD. The pathogenic microorganisms found
with associated symptoms were Toxoplasma gondii,
Chlamidia trachomatis and Trichomona vaginalis of
which Candida was the only one associated to menopause
and multigesta, the rest to promiscuity.

INTRODUCCION

La gran cantidad de microorganismos
asociados al cuerpo humano es apro-
ximadamente 10 veces mas numeroso que
nuestras propias células, y forma complejas
comunidades (microbiota) en simbiosis con su
hospedero. La composicion y funcién de éstas

juegan un rol vital en el desarrollo humano,
fisiolégica, inmuno y nutricionalmente.’ De
los grandes hébitats microbianos humanos, la
vagina es importante, ya que hospeda dife-
rentes especies bacterianas en gran cantidad
que son conocidas por su relacion directa con
el mantenimiento del equilibrio dcido-base y
con funcién protectora. La mayoria de ellas,
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como las productoras de acido lactico Lactobacillus spp.,
parecen estar perfectamente adaptadas al ambiente
vaginal, asi como otras productoras de bacteriocinas
y/o peroxido de hidrégeno.? Microorganismos frecuen-
temente hallados en las pacientes asintomaticas son
Bacteroides, Staphylococcus epidermis, Corynebacterium
y especies de micoplasmas, entre las mds destacadas.
La alteracion de la flora bacteriana se inicia con los
cambios relacionados a la maduracién sexual con el
perfeccionamiento del ambiente vaginal y con el inicio
de las relaciones sexuales. Estd de mas mencionar que
como piedra angular de la predisposicion a alguna in-
feccion se considera la alteraciéon de la microbiota, con
disminucion de especies reguladoras como el bacilo de
Doderléin y aumento importante en la concentracion
de bacterias anaerobias estrictas como: Gardnerella
vaginalis, Prevotella spp., Mobiluncus spp., Ureaplasma
urealitycum y Mycoplasma hominis. Siendo la causa mas
frecuente el aumento de Gardnerella vaginalis, princi-
pal agente etiolégico de vaginosis bacteriana (VB).3*
La asociacion de entidades como vaginosis bacteriana
y candidiasis es comin en pacientes sin vida sexual
activa, puesto que no son consideradas infecciones de
transmision sexual y son mas aceptadas como disbio-
tas. Por lo contrario, y con idéntico promedio de edad
(17 anos), en pacientes con vida sexual activa es mds
factible encontrar microorganismos patégenos, como
Trichomonas vaginalis, aun en mujeres asintomaticas.’
Segln un estudio de una poblacién femenina no emba-
razadas en edad fértil con edades entre 15 y 44 afos,
38.2% reportaron microbiota vaginal grado | (normal),
mientras que en el resto prevalecieron organismos como
Gardnerella vaginalis, Ureaplasma spp., Candida spp.,
Escherichia coli, Streptococcus agalactie, Trichomonas
vaginalis y Mycoplasma hominis en orden de mayor
a menor frecuencia. Los factores de riesgo asociados
al hallazgo de estos Gltimos microorganismos son en
orden de importancia: vida sexual activa, inicio de vida
sexual temprana, nimero de parejas sexuales mayor a
tres y grupo de edad entre 28 a 41 afos. Se entiende
que en este grupo de mujeres, la vaginosis bacteriana
es la disbiota mas comn, relacionada frecuentemente
a otros microorganismos como Trichomonas vaginalis.®8
Mediante un analisis mas estricto con PCR en poblacion
holandesa, se constaté una diferencia en la microbiota,
con cifras aproximadas de la microbiota vaginal en pa-
cientes con diagnéstico de disbiota. Los organismos con
mayor presencia en pacientes con vida sexual activa fue-
ron G. vaginalis (96%), A. vaginae (87%) y Megasphaera
(60%). Aunque en pacientes asintomaticas estos mismos
organismos fueron observados en 27, 6 y 2%, respecti-

vamente. Sin duda alguna, la microbiota vaginal consiste
principalmente en Lactobacillus spp., sea en mujeres
con vida sexual activa o inactiva, sin tomar en cuenta
a pacientes con alteracion en el ambiente, ya sea por
factores infecciosos o inmunes. Los cambios dramaticos
en los tipos y concentraciones de las especies microbia-
nas en la vagina pueden desencadenar un estado de
enfermedad. Una clausula primordial en el Proyecto
del Microbioma Humano establece la necesidad de la
exploracion y estudio de la diversidad bacteriana en la
cavidad vaginal en pacientes sanas y enfermas con el
fin de entender si los cambios en el microbioma vagi-
nal pueden relacionarse con los cambios en las salud
femenina.?19 El objetivo del presente estudio fue la
identificacién de los microorganismos mas frecuentes
en pacientes con vida sexual activa.

MATERIAL Y METODOS

Fueron valoradas 695 mujeres que acudieron a realizarse
citologia exfoliativa cérvico-vaginal (Papanicolaou) al
Laboratorio del Departamento de Biologia Celular y
Molecular de la Facultad de Medicina de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla, del periodo de Mayo
de 2013 a Abril de 2017. También se realiz6 valoracion
de pH vaginal y prueba de hidréxido de potasio (KOH).
Las muestras fueron tenidas utilizando el tren de tincién
de Papanicolaou modificado; posteriormente fueron
montadas para su observacién bajo microscopio para
su andlisis. También se documentaron los datos clinicos
con el objetivo de comprobar diagnéstico. Se realizaron
exploraciones vaginales por técnica de Papanicolaou
(citologia exfoliatica cérvico vaginal) para determinar la
frecuencia de los microorganismos mas comunes en pa-
cientes con vida sexual activa, asi como para discriminar
a pacientes sanas de enfermas con criterios diagndsticos
demostrados y analisis citolégico realizado por un exper-
to. De igual manera, se evalué prueba de hidréxido de
potasio (Prueba de aminas) y determinacion de pH por
medio de tiras reactivas, que no se incluyen en la cito-
logia exfoliativa cervicovaginal de forma convencional.

RESULTADOS

Fue evidente una mayor incidencia de flora cocoide en-
contrada en las 695 muestras de la citologia exfoliativa
cervicovaginal, encontrdndose en seis de cada 10 pacien-
tes examinadas; seguido por el bacilo de Doderléin, el
cual pudo ser apreciado en casi tres de cada 10 pacientes
estudiadas. Aunque probablemente se deba a alteraciones
en el pH vaginal, la mayoria de las muestras fueron de
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pacientes sanas (cuadro ). En orden decreciente los demas
agentes encontrados fueron Gardnerella vaginalis (figura
1), Leptothrix actinomyces, Toxoplasma gondii, Chlamydlia
trachomatis y porcentualmente similares, Trichomonas
vaginalis y Candida spp. Los microorganismos causales
de candidiasis y tricomoniasis fueron los agentes menos
frecuentemente encontrados.

DISCUSION

No todos los datos obtenidos en el presente trabajo coin-
ciden con lo reportado en la literatura. Cabe mencionar
que las diferencias en los resultados podria deberse a
variacién en la medicién del pH vaginal considerado como
normal o fisiol6gico y los antecedentes gineco-obstétricos

*F T
e S

Figura 1. Células clave o células “Clue” (circulo). Muestran contor-
nos irregulares de las células por efectos de Gardnerella vaginalis
(citolisis), principal agente asociado a otros microorganismos en la
presente investigacion (microfotografia 40X10).

-

independientes que pudiesen influir en la alteracién del
mismo; por ejemplo, el nimero de gestas, y las variaciones
existentes en cada etapa del ciclo ovarico por influencia
hormonal, entre otros. Si tomamos en cuenta que el mar-
gen de error por parte del personal es minimo, debemos
considerar las variaciones fisiologicas dentro del rango del
pH (3.7-4.8) como los principales factores que amplian el
margen de un rango asintomatico. En la observacién de
microorganismos o alteraciones citoldgicas (como células
clave o coilocitos), intervendrian factores como calidad
de la muestra (incluyendo el proceso de obtencion de la
muestra) y el equipo utilizado (asi como la observacion del
clinico). Se reportaron bacterias de los grupos cocoides,
bacilos y biota vaginal en conjunto con otros microorga-
nismos como: C. vaginalis, L. actinomyces, T. gondii, C.
trachomatis, Candida y T. vaginalis, en general se encon-
tré en 12.5% (flora mixta). El orden de frecuencia de las
especies es liderada por la bacteria Gardnerella vaginalis
que se hallé en una de cada diez mujeres de la presente
investigacion (62 pacientes en total). Lo que coincide con
la incidencia baja o nula de Lactobacillus spp. a la par del
aumento de G. vaginalis en esas muestras, el continuo
aumento de C. vaginalis disminuye en gran proporcién
el cohabitat con el lactobacilo y de este modo reduce la
produccién de &cido lactico en la mucosa vaginal.'0-12

CONCLUSIONES

Se puede distinguir dos tipos de poblaciones en los hallazgos,
clase patégenay no patégena, en las cuales se incluyen sélo
flora cocoide y Lactobacillus en la primera categoria, y el resto
de organismos con importancia clinica. El bacilo G. vaginalis
ha sido considerado por algunos autores como principal res-
ponsable del desequilibrio existente en la microbiota vaginal

Cuadro I. Porcentaje de microorganismos reportados en el total de las muestras.

Pacientes

Microorganismo n %

Flora cocoide 422 60.7
Lactobacillus spp. (B. de Doderléin) 186 26.8
Gardnerella vaginalis 62 8.9
Leptothrix actinomyces 13 1.9
Toxoplasma gondii 5 0.7
Chlamydia trachomatis 3 0.4
Candida spp 2 0.3
Trichomonas vaginalis 2 0.3
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caracteristica de la vaginosis bacteriana; sin embargo, se ha
demostrado su presencia natural en la cavidad sin presentar
sintomatologfa en determinadas proporciones. Y sin duda
fue el organismo mas frecuentemente hallado en la presen-
te investigacion. Esto demuestra que en la patogenia de la
disbiota intervendrian factores que afectarian al equilibrio
entre bacterias residentes y los medios de control (acidifica-
cién del medio), lo que desencadenaria mayor proliferacion
de la poblacién bacteriana, haciendo del sitio un foco de
infeccién en potencia. La frecuencia aumenta conforme
a la edad; se considera que la carencia de la influencia
hormonal en periodos postmenopdusicos es un factor de
gran importancia en la colonizacién bacteriana asintomd-
tica y en la mayorfa de las infecciones gineco-urinarias. L.
actinomyces ocupa el segundo lugar segtin lo encontrado;
es causante de actinomicosis y se ha relacionado el uso de
DIU con la presentacion ginecoldgica de esta enfermedad;
sin embargo, la progresion a enfermedad depende de fac-
tores locales, de sus mecanismos defensivos y no del estado
del sistema inmunoldgico de la paciente. Se observé en el
frotis de Papanicolaou en 13 mujeres de este estudio, pero
el diagndstico es controvertido, ya que se considera tanto
como flora genital nativa como sapréfito. Lo mas frecuente
es que se le asocie su residencia vaginal al coito. Los casos
sintomaticos se deben a microorganismos como: T. gondi, C.
trachomatis, Candida y T. vaginalis que se relacion6 en menos
de 7% de los casos y que, en orden respectivo, ocupan en
frecuencia el tercer, cuarto, quinto y sexto lugar de los casos
hallados. En su mayoria, correspondieron a mujeres con vida
sexual activa y nimero de parejas sexuales mayor o igual a
dos. A excepcion de las pacientes con hallazgo de Candida,
quienes se caracterizaban por ser pacientes multigestantes
(igual o mayor a tres gestas) y menopausicas.
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RESUMEN

Introduccion: La sepsis es una de las causas de mortalidad en
los niflos en el mundo, reportandose 7.5 millones anualmente.
Dentro del abordaje clinico y de laboratorio son necesarias
pruebas rapidas y precisas. Las pruebas de biologia molecular
son una opcién disponible, pero tienen que ser evaluadas.
Los sistemas de gestion de calidad y los procesos de mejora
continua nos llevan a generar evidencias objetivas en la toma
de decisiones y por ello se recomienda la verificacion analitica
de un método cualitativo para demostrar las especificaciones
analiticas del fabricante. Objetivo: Evaluar el desempefio
analitico de una prueba de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) mltiple en tiempo real LightCycler® SeptiFast Test
Meade, Material y métodos: Estudio prospectivo y descriptivo
realizado en el Hospital Infantil de México Federico Gémez
(HIMFG), de Junio 2015 a Junio del 2017. De la plataforma
analitica LightCycler® SeptiFast Test M22d, Resultados:
El proceso de estandarizacion de la prueba de LightCycler®
SeptiFast Test M2 se realiz con apego a las instrucciones
del fabricante. La prueba cuenta con diversos niveles de con-
trol, que deben ser incluidos en cada experimento. El control
interno (CI) son moléculas de ADN sintético que se agrega en
volumen definido a las muestras, y debe ser positivo, mientras
que el control negativo (CN) debe ser negativo. Los controles
reactivos (CR), de bacterias Gram positivas (G+), Gram
negativas (G-) y hongos deben ser positivos. En la fase de
estandarizacion, se realizaron 13 experimentos y, a pesar de
reconocer los microorganismos adicionados (cepas ATCC),
nos invalida la prueba debido a que, en los controles reacti-
vos, no detecta amplificados de bacterias Gram positivas y/o
Gram negativas, mientras que los hongos si amplificaron. Sin
embargo, para que una prueba pueda ser valida analiticamente,
todos los controles reactivos deben amplificar. Conclusiones:
A pesar de ser una prueba para diagnostico in vitro (IVD), en
las condiciones de infraestructura, equipamiento y trabajo, no
fue posible la estandarizacion y verificacion de la prueba de
LightCycler® SeptiFast Test M&€% en el HIMFG, incluso des-
pués de realizar 13 experimentos apegados a las instrucciones
y en presencia de asesores del fabricante que constataron el
estricto seguimiento de éstas. Por lo que concluimos que, aun
siguiendo las recomendaciones del fabricante, no result una
prueba confiable ni clinicamente ttil.

ABSTRACT

Introduction: Sepsis is one of the causes of child mortality
in the world, with 7.5 million reported annually. Within the
clinical and laboratory approach, rapid and accurate tests
are necessary. Molecular biology tests are an available
option but have to be evaluated. Quality management
systems and continuous improvement processes lead
us to generate objective evidence in decision making
and for this reason we recommend the analytical
verification of a qualitative method to demonstrate the
manufacturer’s analytical specifications. Objective: To
evaluate the analytical performance of a multiplex PCR
real-time LightCycler® SeptiFast Test M9rad, Material
and methods: Prospective and descriptive study carried
out at the Hospital Infantil de México Federico Gémez
(HIMFG), from June 2015 to June 2017. From the
analytical platform LightCycler® SeptiFast Test Mdrade,
Results: The standardization process of the LightCycler®
SeptiFast Test M9r2% was carried out in accordance with
the manufacturer’s instructions. The test has several levels
of control, which must be included in each experiment.
The internal control (IC) are synthetic DNA molecules
that are added in defined volume to the samples, and
must be positive, while the negative control (NC) must be
negative. The reactive controls (CR), G+, G- and fungi
bacteria must be positive. In the standardization phase,
13 experiments were performed and despite recognizing
the microorganisms added (ATCC strains), it invalidate
the test because in reactive controls, it does not detect
amplified G+ and/or G- bacteria, while the fungi did
amplify. However for a test to be analytically valid all
reactive controls must amplify. Conclusions: In spite of
being an in vitro diagnostic (1VD) test, under the conditions
of infrastructure, equipment and work, it was not possible
to standardize and verify the LightCycler® SeptiFast
Test M9 test in the HIMFG, even after 13 experiments
according to the instructions and in the presence of the
manufacturer’s advisors who verified the strict follow-up
of these. Therefore, we concluded that, even following the
manufacturer’s recommendations, it did not turn out to be
a reliable and clinically useful test.
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INTRODUCCION

ntre 1990 y 2015, la tasa de mortalidad neonatal

del mundo disminuy6 de 33 a 19 muertes por cada
1,000 nifios nacidos vivos. Como la caida de la morta-
lidad neonatal ha sido mas lenta que la mortalidad de
nifos entre 1y 59 meses, las muertes neonatales ahora
representan una parte mayor del total de las muertes de
nifios menores de cinco anos. La mayoria de las muertes
neonatales son causadas por complicaciones de partos
prematuros (35%), complicaciones durante el trabajo
de parto y el parto propiamente dicho (24%), y sepsis
(15%). (Objetivos de Desarrollo del Milenio Informe
de 2015). 18

Para el diagnéstico de la sepsis, que es una importante
causa de morbimortalidad, se requiere de pruebas rapidas
y precisas.”"1? Las pruebas de biologia molecular son una
opcion disponible, pero tienen que ser evaluadas. El uso
de pruebas basadas en la deteccién y amplificacién de
acido desoxirribonucleico (ADN) y acido ribonucleico
(ARN) para el diagnéstico de enfermedades infecciosas
tienen sus bases en el conocimiento molecular de la en-
fermedad y en las capacidades tecnoldgicas, considerando
también las limitaciones antes de la implementacién
clinica.’™ 14

En los Gltimos afos las actividades relacionadas con
la verificacion y validacién de métodos analiticos han
tomado gran importancia, debido al continuo desarrollo
y actualizacién de técnicas y equipos analiticos cada
vez mas sofisticados y, por otro lado, al interés de los
profesionales en garantizar la calidad de sus procesos y
resultados.’ 17 Una prueba IVD (diagnéstico in vitro) debe
ser validada por el fabricante, y estar sujeta a revision y
verificacion exhaustiva con muestras clinicas, consideran-
do la incorporacién de estudios de correlacién analitica,
se deben realizar estudios apropiados para verificar que
las caracteristicas de rendimiento establecidas por el
fabricante se obtengan en el laboratorio, ademas de de-
mostrar que el laboratorio estd capacitado para cumplir
las especificaciones establecidas en la validacion.!>19

Los laboratorios clinicos deben generar estrategias
para tener un 6ptimo funcionamiento de sus platafor-
mas, considerando las caracteristicas de infraestructura,
asi como flexibilidad y adaptabilidad de los procesos
analiticos. 1021

Los instrumentos seleccionados para el laboratorio
clinico del Hospital Infantil de México Federico Gémez
(HIMFG) requieren una evaluacién previa antes de ser
utilizados para el apoyo diagnéstico, con el objetivo de
sumar un valor agregado a las diferentes determinaciones
y brindar certeza y confianza en los resultados. Por lo que

es indispensable poner en evidencia las caracteristicas
analiticas declaradas por el fabricante. 2223

Los sistemas de gestion de calidad y los procesos de
mejora continua nos llevan a generar evidencias objetivas
en la toma de decisiones y, por ello, se planteé la nece-
sidad de realizar la evaluacién analitica de un método
cualitativo para la deteccién de patdégenos, utilizando
técnicas de biologfa molecular dentro de nuestro labo-
ratorio, con el objetivo de demostrar el cumplimiento
de las caracteristicas analiticas que se requieren para el
trabajo diario del Laboratorio de Biologfa Molecular del
HIMFG.2223

Objetivo. Evaluar el desempeiio analitico de la reac-
cién en cadena de la polimerasa (PCR) mdiltiple en tiempo
real LightCycler® Septifast Test M&9¢ (Roche Diagnostics),
para la deteccién de ADN bacteriano y flngico.

METODOLOGIA

Estudio prospectivo y descriptivo de la prueba de Light-
Cycler® Septifast Test M&?de realizado en el HIMFG,
durante el periodo de Junio 2015 a Junio del 2017.

Se evalué la sensibilidad y especificidad de la prueba
considerando la capacidad del método para detectar
muestras verdaderas positivas (sensibilidad diagnéstica)
y muestras verdaderas negativas (especificidad diagnos-
tica), usando como base la guia EP12-A2 de CLSI. Para
evaluar la veracidad de la prueba LightCycler® SeptiFast
Test M82d¢ se realiz6 la comparacion de los resultados
obtenidos versus el método tradicional de identificacion,
tomando como método de referencia pruebas para he-
mocultivos. Utilizando una muestra de sangre periférica
recolectada de manera simultanea a la toma de muestra
de un hemocultivo, con previa autorizacién de los padres
mediante la recepcién y autorizacion de un consenti-
miento informado.

Proceso analitico: Los procesos de extraccion de
acidos nucleicos, amplificacion y lectura de resultados
fueron realizados de acuerdo a las recomendaciones
del fabricante, se utilizaron los reactivos: LightCycler®
SeptiFast Kit M829¢, SeptiFastLys Kit M&?de, SeptiFastPrep
Kit M&2de para la amplificacion y el andlisis el equipo
LightCycler® 2.0 el programa Septifast Identification
Software (SIS).

La prueba LightCycler® Septifast Test M&24¢ es una
prueba IVD de amplificacién de acidos nucleicos para la
deteccion e identificacién de ADN bacteriano y flingico,
de los microorganismos especificados en la lista maestra
(cuadro I) de la prueba SeptiFast (SML) en sangre humana
colectada con anticoagulante K3-EDTA y en el equipo
LightCycler® 2.0 Instrument.
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Cuadro I. Lista maestra de la prueba SeptiFast (SML) (informacién obtenida de la ficha técnica de la prueba).

Gram negativos Gram positivos Hongos

Escherichia coli Staphylococcus aureus Candida albicans
Klesiella (pneumoniae/oxytoca) CoNs! Candida tropicalis
Serratia marcescens Streptococcus pneumoniae Candida parapsilosis
Enterobacter (coacae/aerogenes) Streptococcus spp. Candida glabrata

Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa
Acinetobacter baumannii
Stenotrophomonas maltophilia

Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis

Candida krusei
Aspergillus fumigatus

I'Staphylocococcus coagulasa negativo (las cepas del grupo CoNS).

Preparacion del material biol6gico usado como
referencia. Se prepararon cepas ATCC de Gram nega-
tivos Escherichia coli (25922), Pseudomonas aeruginosa
(27853), Klebsiella pneumoniae (18883) y Gram positi-
vos Staphylococcus aureus (43300) y Candida albicans
(10231) realizando una suspension en 2 mL de solucién
salina fisiologica estéril, para cada cepa microbiana de
desarrollo reciente, ajustando a una turbidez de 0.5 de la
escala de MacFarland con el densitémetro DensiCHECK™
PlusBioMérieux, para lograr una concentracion de 1 x 108
UFC/mL, a partir de ella se realizaron diluciones seriadas
hasta obtener una concentracién de 1 x 10* UFC/mL. Se
tomaron 100 pL de ésta, con una cuenta viable de apro-
ximadamente 100 UFC/mL los cuales fueron integrados
en 900 plL de sangre total de individuos sanos.

Proceso analitico. A partir de las inoculaciones del
material de referencia en muestras de sangre periférica se
realizo la extraccion de ADN (mezcla de 900 plL de sangre
total y 100 uL de la dilucion de las bacterias y hongos). La
lisis de la muestra se realizé con Septifastlys Kit M&d¢ en
el equipo MagNal y serlnstrument. Para la liberacién y
purificacion del ADN se utiliz6 el SeptiFastPrep Kit Mgrade
con el que se incubd la muestra a 56 °C en presencia de
proteasa, amortiguador de lisis y 10 uL de control interno
(CI) para liberar y proteger el ADN de la accién de las
ADNasas. Posteriormente, la solucion fue transferida a la
columna con fibras de silice en la que se retiene el ADN
genémico de humano, bacterias y hongos, las cuales fue-
ron purificadas con dos lavados. Finalmente, se realiz6 la
elucién en 300 plL utilizada para la amplificacién, para lo
que se utilizaron los reactivos LightCycler® SeptiFast Kit
Meade que contienen la Tagpolimerasa y los juegos de son-
das e iniciadores especificos para detectar bacterias Gram
positivas, Gram negativas, hongos y el control interno (CI).

Se prepararon las mezclas de reaccion con el ADN
de las muestras, las cuales fueron transferidas a capilares
de 100 pL del LightCycler 2.0 Instrument con el pro-
grama correspondiente para la amplificacién, curvas de
melting y posteriormente el andlisis con el programa SIS.
Para finalmente realizar la lectura de la amplificacion del
material de referencia (bacterias Gram positivos, Gram
negativos y hongos).

Con el objetivo de monitorear la sensibilidad y es-
pecificidad, en el laboratorio se realiz6 un ensayo en el
que incluimos muestras inoculadas con 100 UFC/mL de
las cepas mencionadas.

Adicionalmente, se realizaron ensayos con las reco-
mendaciones emitidas por los expertos del fabricante
del kit. Dentro de esas recomendaciones se encontraba
lo siguiente: aumentar el volumen de Clde 10 a 30y 50
uL y otro experimento con extraccién automatizada con
el equipo MagNaPure Compact Instrument y el reactivo
MagNaPureNucleicAcid Kit de volumen grande, posterior
a la lisis descrita anteriormente.

El proceso de estandarizacion de la prueba de Light-
Cycler® SeptiFast Test M&24¢, se realiz6 con apego a los
lineamientos establecidos en la ficha técnica del fabri-
cante, utilizando cepas ATCC de algunos microorganis-
mos. La prueba cuenta con diversos niveles de control,
los cuales fueron incluidos en cada experimento y estan
descritos como control interno (Cl), control negativo
(CN) y controles reactivos (CR). El Cl son moléculas de
ADN sintético de doble cadena que contiene sitios de
unioén Gnicos para iniciadores y sondas, que permite
diferenciar su amplificado del especifico de cada mi-
croorganismo y se agrega en volumen definido a las
muestras en el resultado, se espera que el Cl amplifique
considerado como el control positivo del proceso de

Rev Latinoam Patol Clin Med Lab 2018; 65 (3): 167-174

www.medigraphic.com/patologiaclinica



170 Sanchez HIL et al. Evaluacion de PCR mdltiple para la identificacion del ADN bacteriano y fingico en sepsis neonatal

extraccion. CN es el control negativo, como su nombre
lo dice, no se espera identificar nada en el analisis y CR
es el control reactivo que contiene los fragmentos de
los 25 microorganismos de la PCR multiplex, por lo que
en el analisis este CR debe ser positivo. Si no cumple
estos criterios en los diferentes controles en el analisis
la prueba no es valida.

Consideraciones éticas. Este protocolo cuenta con
autorizacién del comité de ética, investigacion y biosegu-
ridad y esta catalogado como un estudio de riesgo minimo
con el registro «HIM/2015/030 SSA.1179».

RESULTADOS

En seis experimentos (procesos analiticos completos
desde extraccion hasta lectura de resultados) realizados,
todos los resultados del ensayo presentaron avisos de
invalidez del experimento, ya que el Cl fue negativo
cuando deberia ser positivo y los CR no detectaron los
25 microorganismos del multiplex; esta primera fase
de implementacién fue realizada con la asesorfa de
los expertos del fabricante. Sin embargo, se realizaron
revisiones de los procesos de extraccién, amplificacién y
analisis, por la invalidez de los mismos y en una segunda
fase se hicieron cuatro experimentos mas, siguiendo las
recomendaciones del fabricante y la asesoria de expertos
de distribuidores y fabricante; sin embargo, los resultados
no fueron validados, por lo que en una tercera fase se
incluyeron tres experimentos adicionales, los controles
correspondientes con concentraciones superiores a las
establecidas. Las figuras Ty 2 muestran el andlisis y grafico
de los resultados de un experimento.

Se identificé que la prueba LightCycler® SeptiFast Test
Merade es una técnica muy sensible a errores en el proce-
dimiento y a variaciones en la excitacién y deteccién que
pueden presentarse en el instrumento LightCycler 2.0,
por lo que, segln las recomendaciones de los expertos
del fabricante, los experimentos fueron realizados por
diferentes operadores para eliminar el error operador
dependiente.

Se realiz6 finalmente el experimento nimero 10, en
el que se incluyeron ocho muestras de sangre periférica
de pacientes neonatos, los cuales presentaban clinica-
mente datos de sepsis y como parte de su abordaje se
les tomaron hemocultivos y citometrias hematicas, con
previa autorizacién y firma de un consentimiento infor-
mado. Los resultados de las muestras de estos pacientes
se describen en el cuadro Il.

DISCUSION

La prueba evaluada es una técnica cualitativa, con una sen-
sibilidad analitica minima de 30 UFC/mL descrita en la ficha
técnica para todas las cepas, excepto para Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
pneumoniae y Streptococcus mitis que es de 100 UFC/
mL y una especificidad que no se describe en la ficha
técnica del fabricante; sin embargo, siguiendo los estan-
dares de calidad de la guia de CLSI EP12-A2, Guia para
la evaluacion del desempeio de pruebas cualitativas, el
tutorial sobre la validacién de métodos cualitativos: del
enfoque univariado al multivariado?'2° y el programa
de control de calidad analitico del Laboratorio Clinico

SeptiFast ldentification Software 2.0.0.37

28/04/2017 12:29:13 p.m. page 1

E Gy |

Imported LC-File: Specimen Assay | Data Results Flags | Comment
SEPTIFAST 04-12-2015 ceotiFast G(+) > Assay invalid
S:rpn : \:i G6) x Assay invalid
Last modified date: 28/04/2017 12:27:27 p.m. P F =]
Operator: System Admin SeptiFast G(+) >< Assay invalid
LC Instrument-ID; LC_15287 cample2 G ch&70 151.08 h0.14 E_coli 7| Assay invalid
LCS Version: LCS4 41121 Z(+} = = YT ——
Macro: SeptiFast_2.0_04463046001 SepfiFast G()___|ché70157.78 hd 24 P_aeruginosa 4 Assa: invalid
CCC File Name: SeptiFast_CCO_161109-01 sample 3 F } - =)
. G(+) b Assay invalid
SEph"—_ﬂit G-} chi640 157.58 h0.10 K. pneumoniagloxytoca X Assay invalid
sample E =
SepfiFast Gi{+) _ |ch640151.07 h0.89 cp13.76 | S. aureus * Assay invalid
Run 5ar‘r’|p\e 5 S6) 77| Assay invalid
‘ Flags £ = - -
BGi+) X Assay invalid
SeptiFast Gi-) Fas Assay invalid
Assay Flags sample & - ch540 155.30 h0.08 C. albicans
ASan Flags chi540 156.39 h0.05 C. albicans
. . - . G(+) = Assay invalid
Gi+) > | RC: Mo Ampl!con S.spp f.rgm SML (610) SeptiFast G0 Y Assay invalid
Gi-) 24 | RG: Mo Amplicon: P. mirabilis sample 7 E =
F

Figura 1. Reporte SIS del ensayo A. Avisos de invalidez. CR no detectado en bacterias Gram positivas (G+) y Gram negativas (G-). Resultados
validos para hongos (F) en las sicte muestras analizadas. Diversos microorganismos detectados.
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Figura 2. Canal 610 G+ de ensayo A.

Cuadro I1. Comparativo de resultados de SeptiFast vs hemocultivo de pacientes con diagndstico presuntivo de sepsis.

Paciente Resultado SeptiFast Resultado Hemocultivo

1 Negativo Staphylococcus epidermidis

2 Enterobacter cloacae/aerogenes Negativo

3 Staphylococcuscoagulasa negativo Negativo

4 Negativo Candida boidinii

5 Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis

6 Negativo Negativo

7 Staphylococcus coagulasa negativo Staphylococcus epidermidis

8 Negativo Negativo
del HIMFG se debe verificar y obtener un resultado recolectada con anticoagulante EDTA, de donantes sanos.
satisfactorio en el desempeno analitico de la plataforma Obteniendo una sensibilidad minima de 30 UFC/mL para
en el sitio de proceso para constatar lo declarado por el todas las cepas, excepto para Staphylococcus epidermidis,
fabricante.?32 Staphylococcus haemolyticus, Streptococcus agalactiae,

Dentro de las primeras observaciones a la informacion Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae 'y

declarada por el fabricante tenemos que en la ficha técnica Streptococcus mitis con 100 UFC/mL (cuadro I1]).
manifiestan que la sensibilidad y la especificidad no se Posterior a los experimentos analiticos, en los cuales
calcularon porque no se dispone de un método de referen- se intent6 reproducir lo antes mencionado para verificar
cia adecuado. Sin embargo, la sensibilidad analitica de la los valores de sensibilidad analitica, se obtuvieron resul-
prueba LightCycler® SeptiFast Test M8d¢, |a calcularon me- tados negativos, lo cual resta confiabilidad a la prueba;
diante el anélisis de la tasa de resultados de cada analito de si bien las pruebas de biologia molecular (PCR) tienen
una serie de diluciones de 100, 30 y 3 UFC/mL en sangre un alto grado de sensibilidad, en esta ocasion se ha evi-
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denciado una debilidad analitica que no permite que
en esta prueba sea incorporada al diagndstico clinico,
existen publicaciones en las cuales se hace énfasis en los
valores de sensibilidad y especificidad.?

La especificidad se evalu6 al probar la uniformidad
y la homogeneidad de la region ITS objetivo, donde
recogieron aislados clinicos originarios de varias regio-
nes geogréficas de Europa (sur, centro y norte), Japon
y Estados Unidos. En total, caracterizaron 1,709 ais-
lados mediante métodos microbiolégicos y probaron

con la prueba LightCycler® SeptiFast m8?d¢, hallando
resultados discrepantes en menos del 1.2% de todos
los resultados.

En los 13 experimentos realizados, al menos uno de
todos los controles no fue identificado por el programa
SIS por lo que, de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante, se repitié todo el proceso y se solicité asisten-
cia técnica. Al comparar los resultados del reporte (SIS)
con los gréficos del software LightCycler, se identificaron
casos en los que no es contundente la ausencia de picos

Cuadro III. Cepas probadas mediante el analisis de la tasa de resultados (informacion obtenida de la ficha técnica de la prueba).

Seccion A Nuam. de positivos/Num. de pruebas
Concentracion [UFC/mL]

Objetivo 100 30 3
Acinetobacter baumannii 8/8 12/12 11/20
Aspergillus fumigatus 8/8 12/12 20/20
Candida albicans 8/8 12/12 12/20
Candida glabrata 8/8 12/12 10/20
Candida krusei 8/8 12/12 8/20
Candida parapsilosis 8/8 12/12 720
Candida tropicalis 8/8 12/12 9/20
Enterobacter aerogenes 8/8 12/12 16/20
Enterobacter cloacae 8/8 12/12 12/20
Enterococcus faecalis 8/8 12/12 15/20
Enterococcus faecium 8/8 12/12 17/20
Escherichia coli 8/8 12/12 20/20
Klebsiella oxytoca 8/8 12/12 14/20

Seccion B
Klebsiella pneumoniae 8/8 12/12 17/20
Proteus mirabilis 8/8 12/12 16/20
Pseudomonas aeruginosa 8/8 12/12 520
Serratia marcescens 8/8 12/12 1920
Staphylococcus aureus 8/8 12/12 8/20
Staphylococcus epidermidist 8/8 1/12 0/20
Staphylococcus haemolyticus® 8/8 0/12 0/20
Stenotrophomonas maltophilia 8/8 12/12 18/20
Streptococcus pneumoniae 8/8 712 1720
Streptococcus agalactie? 8/8 712 0/20
Streptococcus pyogenes? 8/8 9/12 4/20
Streptococcus mitis? 8/8 9/12 0/20

! Cepas que representan el grupo Staphylocococcus coagulasa negativo (CoNS) de la Lista maestra de la prueba SeptiFast (SML) de la seccién A del cuadro III.
2 Cepas que representan en grupo Streptococcus spp. de la lista SML de la seccion B del cuadro I11.
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de control CRy Cl que reporta el software SIS, en algunos
casos las curvas estan presentes. Pero, si comparamos los
niveles de fluorescencia alcanzados en estos experimentos
con una corrida valida, se observé que los picos estdn
subestimados aproximadamente 50% en los niveles de
fluorescencia. Tomando en cuenta esta evidencia, es pro-
bable que el programa SIS no considere picos existentes
cuya fluorescencia no corresponde a la esperada.

Para asegurar la confiabilidad y verificacion de las
pruebas como parte del proceso analitico, se aplicaron los
lineamientos para el aseguramiento interno de la calidad
y se llevaron los registros correspondientes a lo largo de
los diferentes experimentos.

Se utilizaron seis juegos de reactivos de LightCycler®
SeptiFast Test M&?9¢ para 50 reacciones cada uno, en los
13 experimentos realizados, en los cuales se siguieron
las instrucciones y modificaciones recomendadas por los
especialistas del fabricante, se concluyé que la deteccién
de ADN bacteriano y fangico de la prueba LightCycler®
SeptiFast Test M879¢, no es posible estandarizar y, por lo
tanto, tampoco es posible realizar la verificacién de la
prueba porque no se cumplieron los requisitos de verifi-
cacion de los diferentes experimentos y concluimos que,
en nuestras condiciones, no es una prueba clinicamente
atil en el diagnéstico de la sepsis neonatal.

En el reporte SIS del ensayo A, figura 1, se puede
observar que los resultados fueron anulados debido a
dos avisos de invalidez de la prueba en bacterias. RC: No
Amplicon S spp. From SML (610) y CR: No amplicon; P
mirabilis. Cuando se analizaron las curvas en el LightCycler
Software, figura 2, se observa que el pico correspondiente
al CR del grupo de bacterias Gram positivas (G+) en el
canal 610 estd presente; sin embargo, este grafico no es
tomado en cuenta por programa SIS.

Existen estudios publicados que hacen mencién a la
evaluacion de pruebas moleculares para el diagndstico
de sepsis neonatal, dentro de estos estudios se encuentra
el publicado por el grupo de trabajo de precisién de la
prueba de diagnéstico de Cochrane (Cochrane Diagnos-
tic Test Accuracy Working Group).?* En dicho estudio se
realizaron busquedas en bases de datos bibliograficas
electrénicas, resimenes de conferencias, archivos per-
sonales y listas de referencias de articulos identificados.
Se incluyeron estudios de disefio de casos y controles o
series consecutivas, que evaluaron ensayos moleculares
(prueba de indice) en neonatos con sospecha de sepsis
(participantes) en comparacion con cultivos microbianos
(estandar de referencia). Y obtuvieron mediante un mo-
delo de efectos aleatorios bivariados para un metandlisis
de los 23 estudios incluidos, y se generaron estimaciones
resumidas de sensibilidad y especificidad con intervalos

de confianza (IC) del 95%. La sensibilidad media y la
especificidad fueron de 0.90 (IC del 95%: 0.78-0,95) y
0.96 (IC del 95%: 0.94-0.97), respectivamente. La reac-
cién en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR) y
la PCR convencional de amplio rango tienen mayor sen-
sibilidad y especificidad que otros ensayos. No se dispuso
de suficientes datos para evaluar los subgrupos de edad
gestacional y de tipo sepsis. Esta informacion publicada
y tomada como referencia hace notar la deficiencia en el
ensayo que nosotros evaluamos y pone en manifiesto la
necesidad de evaluar todas las plataformas que se van a
utilizar para los procesos de diagnéstico en los pacientes
con sepsis.??

Adicionalmente de la evaluacién a las plataformas
analiticas es importante realizar un cuestionamiento
técnico cientifico al personal de aplicaciones, asesoria o
capacitadores de las pruebas ya que, en nuestra expe-
riencia, los diferentes ensayos no pudieron llevarse a cabo
aun con la participacion de los expertos de los procesos
analiticos de las marcas comerciales. Dentro de los puntos
de las normas de certificacién y acreditacion es indispen-
sable contar con la competencia técnica y el respaldo de
los fabricantes en dichos procesos; esta situacién debe
considerarse de manera especial, ya que los resultados de
las pruebas pueden verse afectados negativamente.?'-2>

CONCLUSIONES

La plataforma evaluada (LightCycler® SeptiFast Test Mg&de)
es un ensayo analitico que no mostré evidencia objetiva
para su implantacién como prueba diagnéstica en nuestro
laboratorio clinico.

El ensayo carece confiabilidad al no tener resultados
positivos en sus puntos de control interno, aun con las
recomendaciones de los expertos técnicos del fabricante
y distribuidores.

Dentro del Laboratorio Clinico del HIMFG vy éareas
médicas decidimos que no es pertinente usar un ensayo
analitico con las caracteristicas descritas en el ejercicio
de atencién a pacientes de nuestra institucion.
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42° Aniversario de Fundacion de la Asociacion
Latinoamericana de Patologia Clinica/Medicina
de Laboratorio (ALAPAC/ML)

n nuestros 42 afos de existencia de la

fundacién de ALAPAC/ML queremos
expresarles lo que significa mantener la activi-
dad constante en favor de la Patologia Clinica
Latinoamericana. En este afo, en el congreso
de Lima, se fortalecieron una vez mas los lazos
de unién y crecimiento de la Asociacion con
participacion activa en la docencia con inves-
tigadores y asistencia de otros profesionales de
diferentes especialidades con los que trabaja-
mos en equipo en el quehacer cotidiano del
laboratorio clinico de calidad al servicio de la
Medicina y en favor de los pacientes.

El 23 de septiembre de 1976 significa un
hito en la congregacién de los patélogos clini-
cos latinoamericanos convirtiéndose en una
organizacién de emprendimiento de alto nivel
cientifico y crecimiento profesional. Por ello, el
XXIV Congreso celebrado en Lima del 6 al 8
de septiembre tuvo mucho significado porque
fue la cuarta vez que el pais fue anfitrién y
los felicitamos por su cuidadosa organizacion
durante el evento.

Asimismo, destacamos que los miembros
del Consejo asistieron a la 24* Asamblea de
ALAPAC/ML con mucho entusiasmo y con va-
rias ideas para trabajar en equipo. Todos hicie-
ron uso de la palabra y lo hicieron con maestria
en la administracion del tiempo de exposicion.
En efecto, en el almuerzo de trabajo, abordaron
temas muy importantes sefialados previamente
en la agenda de la Asamblea, entre ellos se
destacan los siguientes:

e El crecimiento oficial en miembros de
ALAPAC/ML, porque la delegacion chilena
desplegé todo su entusiasmo y se aprobé
que el 25° Congreso de ALAPAC/ML se

realice en Santiago del 19 al 21 de octubre
de 2020.

* Laparticipacion de Uruguay propuso que el
31° Congreso de la WASPaLM sea conjunto
al 26° Congreso de ALAPAC/ML en forma
extraordinaria; por supuesto, aprobado por
unanimidad para el aio 2021 en Punta del
Este.

* Se reafirmé la propuesta de Cuba para la
organizacion del 27° Congreso en el afio
2022.

* Fue importante la participacién de México,
porque después de cuatro afos se reinte-
graron con entusiasmo, propusieron realizar
el 50° Congreso Mexicano de Patologia
Clinica junto al Congreso de ALAPAC/ML.
Sin embargo, por disposiciones anteriores
no serd posible, pero se aprobé que México
sera organizador del 28° Congreso de ALA-
PAC/ML en el ano 2024.

* Un proyecto a futuro es el crecimiento
de representacion en ALAPAC/ML de los
futuros patélogos clinicos en formacion.
Tenemos la categoria de Miembros Adhe-
rentes y por supuesto que se realizara esta
representacion.

* Se realiz6 la distribucién del tomo nim. 2
2018 de la Revista Latinoamericana de Pa-
tologfa Clinica y Medicina de Laboratorio,
que también esta disponible en medio vir-
tual. Agradecemos la constancia e invitamos
a que los vicepresidentes se comprometan a
alimentar sus paginas impulsando a publicar
mas articulos y noticias de sus paises.

Por todo lo anterior, felicitamos a ALAPAC/
ML por sus 42 afos y asi nos acercamos a medio
siglo de existencia.

e >
T et ekt A1 £
—.—DPra. Carolina Prieto Castillo

Presidente ALAPAC/ML 2018-2020
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Asociacion Latinoamericana de Patologia Clinica/Medicina De Laboratorio
(ALAPAC/ML) desde 1976

Junta Directiva ALAPAC/ML 2018-2020

En la ciudad de Lima, Per el dia viernes 07 de septiembre de 2018, a 12:30 h en el salén Neptuno del Delfines Hotel
& Convention Center, se realiz6 la 25° Asamblea del Consejo de la Asociacién Latinoamericana de Patologia Clinica/
Medicina de Laboratorio, con asistencia de representaciones de los siguientes paises: Bolivia, Brasil, Chile, Cuba, Ecua-
dor, México, Pert y Uruguay. Conformandose la Junta Directiva para el bienio 2018-2020.

Dra. Carolina Prieto Castillo (Chile) Presidente

Dra. Gabriela Ma. Moreira Corazza (Uruguay) Presidente Alterna 2021
Dr. Reynaldo Denis de Armes (Cuba) Presidente Alterno 2022
Dr. José M. Carre6n Moldiz (Bolivia) Secretario Permanente
Dra. Maria Jesus Vial (Chile) Secretaria

Dr. Juan Carlos Hormazabal O. (Chile) Secretario alterno

Dra. Isabel Briceno Lizana (Chile) Tesorera

Dr. Marcelo Diaz de Valdés (Chile) Tesorero alterno

Vicepresidencias

Dr. Pablo Lépez Pedrozo (Uruguay) Actividades Gremiales y Coordinacién
Dr. Enrique Abraham Marcel (Cuba)
Dra. Zulema Berrios Fuentes (Per()

Dr. Klever Saenz Flor (Ecuador) Control de Calidad y Acreditacion
Dr. Armando Moreno de la Cruz (Pert)

Dr. Luis Narvaez Crijalva (Ecuador) Relaciones Industriales
Dra. Luisane Vieira (Brasil)
Dr. José Luis Hernandez Montiel (México)

Dr. Julio Sempértegui Vega (Ecuador) Planes Futuros
Dr. Wilson Shcolnik (Brasil)
Dr. Manuel Canseco Alvarez (México)

Dra. Rosa Ma. Garcia Escamilla (México) Actividades Cientificas y Educacién
Dr. Walter Alall6n Villero (Uruguay)
Dr. José Luis Le6n Vega (Per()

Dr. Jests Alberto Mori Pacheco (Pert) Relaciones Internacionales
Dra. Florencia Sundberg Jaume (Uruguay)

Dr. Enrique Navarrete Cadena (México) Editor de la Revista Latinoamericana de Patologia
Clinica y Medicina de Laboratorio

Dr. Nairo Massakazu Sumita (Brasil) Representante de la WASPaLM

Por lo tanto, en uso de las atribuciones conferidas por los estatutos, se realizé el respectivo acto de juramento de
posesion en ceremonia especial de clausura del 24° Congreso de ALAPAC/ML el dia sabado 08 de septiembre de 2018
para que cada miembro de la Junta Directiva asumiera la representacion de ALAPAC/ML en la Sociedad Cientifica de
Patologfa Clinica y autoridades administrativas de su pais y coordinando con la presidencia de ALAPAC/ML.
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disponible en www.medigraphic.com/patologiaclinica/instrucciones (PDF). Los autores
deberan descargarla e ir marcando cada apartado una vez que éste haya sido cubierto durante
la preparacién del material para publicacién.

La lista de verificacién en formato PDF debera enviarse junto con el manuscrito, también
debera adjuntar la forma de transferencia de derechos de autor. Los manuscritos inadecuada-
mente preparados o que no sean acompanados de la lista de verificacion seran rechazados sin
ser sometidos a revision.

[] Losarticulos deben enviarse en formato electrénico. Los
autores deben contar con una copia para su referencia.

[] Elmanuscrito debe escribirse con tipo arial tamafio 12
puntos, a doble espacio, en formato tamafo carta, con
margenes de 2.5 cmen cada lado. La cuartilla estandar
consiste en 30 renglones, de 60 caracteres cada reglén
(1,800 caracteres por cuartilla). Las palabras en otro
idioma deberan presentarse en letra italica (cursiva).

[ ] El texto debe presentarse como sigue: |) pagina del
titulo, 2) resumen y palabras clave [en espaiiol e inglés],
3) introduccién, 4) material y métodos, 5) resultados, 6)
discusién, 7) agradecimientos, 8) referencias, 9) apén-
dices, 10) texto de las tablas, | 1) pies de figura. Cada
seccidn se iniciara en hoja diferente. El formato puede
ser modificado en articulos de revisién y casos clinicos,
si se considera necesario.

UJ
UJ

Numeracién consecutiva de cada una de las paginas,
comenzar por la pagina del titulo.

Anote el nombre, direccién y teléfono de tres pro-
bables revisores, que no pertenezcan a su grupo de
trabajo, a los que se les puede enviar su articulo para
ser analizado.

TEXTO
Pagina de titulo

O

Incluye:

I) Titulo en espafol e inglés, de un maximo de 15
palabras y titulo corto de no mas de 40 caracteres,

2) Nombre(s) de los autores en el orden en que se pu-
blicaran, si se anotan los apellidos paterno y materno
pueden aparecer enlazados con un guién corto,
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Instrucciones para los autores

3) Créditos de cada uno de los autores,

4) Institucion(es) donde se realizé el trabajo y

5) Direccién para correspondencia: domicilio com-
pleto, teléfono, fax y direccién electrénica del
autor responsable.

Resumen

O
U

En espafol e inglés, con extensién maxima de 200
palabras.
Estructurado conforme al orden de informacién en
el texto:

I) Introduccidn,

2) Objetivos,

3) Material y métodos,
4) Resultados y

5) Conclusiones.

Evite el uso de abreviaturas, pero si fuera indispensa-
ble su empleo, debera especificarse lo que significan la
primera vez que se citen. Los simbolos y abreviaturas
de unidades de medidas de uso internacional no re-
quieren especificacién de su significado.

[] Palabras clave en espafiol e inglés, sin abreviaturas;
minimo tres y maximo seis.

Texto

[] Manuscrito que no exceda de 10 paginas, dividido en

O
U

O

subtitulos que faciliten la lectura.

Deben omitirse los nombres, iniciales o nimeros de
expedientes de los pacientes estudiados.

Se aceptan las abreviaturas, pero deben estar prece-
didas de lo que significan la primera vez que se citen
y las de unidades de medidas de uso internacional a
las que esta sujeto el gobierno mexicano.

Los farmacos, drogas y sustancias quimicas deben
denominarse por su nombre genérico, la posologia
y vias de administracién se indicaran conforme a la
nomenclatura internacional.

Al final de la seccién de material y métodos se deben
describir los métodos estadisticos utilizados.

Reconocimientos

O

Los agradecimientos y detalles sobre apoyos,
farmaco(s) y equipo(s) proporcionado(s) deben citarse
antes de las referencias. Enviar permiso por escrito de
las personas que seran citadas por su nombre.

Referencias

O

O

Se identifican en el texto con nimeros arabigos y en
orden progresivo de acuerdo a la secuencia en que
aparecen en el texto.

Las referencias que se citan solamente en los cuadros
o pies de figura deberan ser numeradas de acuerdo
con la secuencia en que aparezca, por primera vez,
la identificacién del cuadro o figura en el texto.

O

Las comunicaciones personales y datos no publicados,
seran citados sin numerar a pie de pagina.

El titulo de las revistas periddicas debe ser abreviado
de acuerdo al Catdlogo de la National Librery of Medicine
(NLM): disponible en: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nlmcatalog/journals (accesado 4/Mar/13). Se debe
contar con informacién completa de cada referencia,
que incluye: titulo del articulo, titulo de la revista abre-
viado, afio, volumen y paginas inicial y final. Cuando se
trate de mas de seis autores, deben enlistarse los seis
primeros y agregar la abreviatura et al. Ejemplos:

Articulo de publicaciones periédicas:

Diaz PP, Olay FG, Hernandez GR, Cervantes-
Villagrana RD, Presno-Bernal M, Alcantara GLE.
Determinacién de los intervalos de referencia de

biometria hematica en poblacién mexicana. Rev
Latinoamer Patol Clin 2012; 59 (4): 243-250.

Libros, anotar edicién cuando no sea la primera:

Murray PR, Rosenthal KS, Kobayashi GS, Pfaller
MA. Medical microbiology. 4th ed. St. Louis:
Mosby; 2002.

Capitulo de libro:

Meltzer PS, Kallioniemi A, Trent JM. Chromo-
some alterations in human solid tumors. In:
Vogelstein B, Kinzler KW, editors. The genetic
basis of human cancer. New York: McGraw-Hill;
2002. p. 93-113.

Para mas ejemplos de formatos de las referencias, los
autores deben consultar: http://www.nlm.nih.gov/bsd/
uniform_requirements.html

Cuadros

U
L]
L]
L]

(]

No tiene.

Si tiene.

Nimero (con letra):
La informacién que contienen no se repite en el texto
o en las figuras. Como maximo se aceptan 50 por
ciento mas uno del total de hojas del texto.

Estan encabezados por el titulo y marcados en forma
progresiva con nimeros romanos de acuerdo con su
aparicién en el texto.

El titulo de cada cuadro por si solo explica su conte-
nido y permite correlacionarlo con el texto acotado.

Figuras

U
L]

(]

No tiene.

Si tiene.

Nidmero (con letra):
Se consideran como tales las fotografias, dibujos, gra-
ficas y esquemas. Los dibujos deberan ser disefiados
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por profesionales. Como maximo se aceptan 50 por
ciento mas una del total de hojas del texto.

La informacién que contienen no se repite en el texto
o en las tablas.

Se identifican en forma progresiva con nimeros
arabigos de acuerdo con el orden de aparicién en el
texto, recordar que la numeracién progresiva incluye
las fotografias, dibujos, graficas y esquemas. Los titulos
y explicaciones se presentan por separado.

0 O

Las imagenes salen en blanco y negro en la versién
impresa de la revista. Sin embargo, si las imagenes
enviadas son en color, apareceran asi (en color) en la
version electrénica de internet. Si el autor desea que
también se publiquen en color en la versién impresa,
debera pagar lo correspondiente de acuerdo con la
casa editorial.

Fotografias

[] No tiene.

[] Sitiene.
Numero (con letra):
en color:

[] Seran de excelente calidad, blanco y negro o en color.
Las imagenes deberan estar en formato |PG (JPEG),
sin compresién y en resolucion mayor o igual a 300
ppp- Las dimensiones deben ser al menos las de
tamano postal (12.5 x 8.5 cm), (5.0 x 3.35 pulgadas).
deberan evitarse los contrastes excesivos.

Instrucciones para los autores

[] Las fotografias en las que aparecen pacientes iden-
tificables deberan acompanarse de permiso escrito
para publicacién otorgado por el paciente. De no ser
posible contar con este permiso, una parte del rostro
de los pacientes debera ser tapado sobre la fotografia.

[] Cadaunaestara numerada de acuerdo con el nimero
que se le asigné en el texto del articulo.

Pies de figura

[] No tiene.

[] Sitiene.

Numero (con letra):
[] Estan sefalados con los nimeros arabigos que, con-

forme a la secuencia global, les corresponde.

Aspectos éticos

O

O

Los procedimientos en humanos deben ajustarse
a los principios establecidos en la Declaracién de
Helsinski de la Asociacién Médica Mundial (AMM) y
con lo establecido en la Ley General de Salud (Titulo
Quinto) de México, asi, como con las normas del
Comité Cientifico y de Etica de la instituciéon donde
se efectud.

Los experimentos en animales se ajustan a las normas
del National Research Council y a las de la institucién
donde se realizé.

Cualquier otra situacidon que se considere de interés
debe notificarse por escrito a los editores.

Titulo del articulo:

Autor (es):

Nombre y firma de todos los autores

Lugar y fecha:

Transferencia de Derechos de Autor

Los autores certifican que el articulo arriba mencionado es trabajo original y que no ha sido previamente publi-
cado. También manifiestan que, en caso de ser aceptado para publicacién en la Revista Latinoamericana de
Patologia Clinica y Medicina de Laboratorio, los derechos de autor seran propiedad de esta revista.
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Unidad de
Patologia

o Clinica

El Laboratorio mas confiable

= CAP

ooooooooooooooooooooooooo

COLLEGE of AMERICAN PATHOLOGISTS
Primer Laboratorio Acreditado por CAP
(College of American Pathologists) en el Occidente del Pais

iCOMPARE LA CALIDAD

DE NUESTROS SERVICIOS!

Consulte en nuestra pagina web los
resultados de sus pacientes en forma segura,
confiable, confidencial y en tiempo real.

ESperamos su visita para que conozca
nuestras instalaciones, equipos,
sistemas y el departamento
de Aseguramiento de Calidad

Laboratorios Centrales:

Av. Mexico 2341 CP 44650, Guadalajara, Jal. México
Laboratorio: Tel. (33) 3669 0310 con 30 lineas
Imagenologia: Tel. (33) 3669 0336

Servicio de Referencia: Tel. (33) 3669 0314
lab@upc.com.mx | imagenologia@upc.com.mx

www.upc.com.mx

Servicio de Referencia a

Laboratorios de todo el Pais

Procesamiento de pruebas especiales.por
la metodologia més avanzada

= Agregometria Plaquetaria

= Anatomia Patolégica

= Cargas Virales (RT-PCR en Tiempo Real)

= Citologia Exfoliativa

= Citometria de Flujo Multiparamétrica

= Contrainmunoelectroforesis k .

= Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) - .

= Electroforesis ' q

= Electroquimioluminiscencia

= Ensayo Fluorescente Ligado a Enzimas (ELFA) .

- Ensayo Inmunoenzimdtico Ligado a Enzimas (ELISA) o=

= Espectrometria de Absorcién Atémica (AAS)

= Espectrometria de Masas en Tandem (MS/MS) ‘
L3

= Espectroscopia de Infrarrojo (IR) i

= Genotipos de HIV y HCV \. o

« Hibridacion In Situ Fluorescente (FISH) g Y
= Inmunodifusién Radial (RID) N ;ﬂ g

* Inmunoensayo Enzimatico (EIA)
= Inmunofijacion

* Inmunoflucrescencia (IIF) ! - \
= Nefelometria e S qwg
= PCR-LCD Array % i
= PCR-RFLP ‘. —~3
= Quimioluminiscencia q - ;:I

= Radioinmunoandlisis (RIA)
= Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR). O|Ig®f|UC|90fld0;
de Secuencia Especifica (SSO). LABScan (Luminex)
= Reaccién en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real
(PCR Tiempo Reall) Cudlitativo y Cuantitativo

= Técnica de Inmunoensayo Enzimatico Multiplicado (EMIT)

= Turbidimetria 4
= Transcripcidn Reversa-Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(RT-PCR) Multiplex. Extension de Iniciadores Objetivo Espemflco -
(TSPE) Multiplex. Luminex xMAP. -

= Western Blot e

L]
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sysmex

NUEVO SISTEMA AUTOMATIZADO
DE ANALISIS DE ORINA

SOLUCION DE AUTOMATIZACION
DE UROANALISIS

B

= n . Zls . ,u

= | - Combina el anlisis de quimica clinica

- con citometria de flujo e imagenes digitales
1 s — - El andlisis de las imagenes se realiza
solamente cuando es necesario

ANALIZADOR DE QUIMICA DE ORINA
TOTALMENTE AUTOMATIZADO

1 Imgr

—

- El analizador de quimica de orina mas rapido del mercado

- Auténomo e integrado en el analizador de particulas UF-5000
- Tamizaje adicional para los trastornos renales
UC-3500

ANALIZADOR AUTOMATIZADO

']
I I

DE PARTICULAS DE ORINA
- Hasta 17 pardmetros clinicos més 11 pardmetros de investigacién
I - Mejora la discriminacién entre hematies y cristales

- Diferenciacion entre los cilindros y las células epiteliales

- Diferenciacién entre bacterias gram negativas
y gram positivas en menos de un minuto

DISPOSITIVO DE IMAGENES DIGITALES
DE PARTICULAS DE ORINA

- Aumenta la eficiencia y mejora la productividad
- Cdmara acoplada que reconoce y clasifica las particulas
- Reduce la necesidad de revisién en el microscopio

Para obtener mas informacidn visite el sitio web www.sysmex-unseries.com
o escriba a promo@sysmex.com

Mencione el codigo 50thANNIVERSARY para tener acceso al precio th
conmemorativo del 50 aniversario de Sysmex.

ANNIVERSARY
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