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Nota del editor

ecientemente  hemos estado pendientes

de eventos deportivos que han capturado

nuestra atencion por el papel protagonico que

tletas costarricenses han tomado en esas
competiciones. Afortunadamente, no se han presentado
problemas por el uso de sustancias ilicitas en esas
actividades deportivas. El uso de algunos recursos para
mejorar el rendimiento de los competidores se remonta
al origen de las olimpiadas en la antigua Grecia, pues
los triunfadores obtenian importantes ganancias y
procuraban obtener ventajas sobre sus oponentes en la
competencia. En 1928, la Federacion Internacional de
Atletismo fue el primer organismo que prohibié el uso
de sustancias dopantes. La mayoria de las federaciones
deportivas internacionales introdujeron los controles de
dopaje en la década de 1970.

Los ensayos para la determinacion de drogas de abuso
en orina son un examen frecuente en los laboratorios; no
solo estan orientados a la deteccion del dopaje por parte
de los deportistas, sino también para identificar el uso
de esas sustancias en personas que dependen de ellas y
proporcionar un reporte adecuado, con el fin de procurar
el tratamiento correcto en los casos que lo ameriten. El
primer articulo de este numero, de los doctores Garro
y Zavaleta, nos presenta una amplia revision sobre los
farmacos comunmente relacionados a falsos positivos
cuando se emplean métodos de inmunoensayos y la
necesidad de la confirmacion de los resultados obtenidos
por los métodos de referencia.

Las pruebas moleculares cada vez ganan mayor
importancia como herramienta diagnostica en el
laboratorio. El segundo articulo, sobre los microarreglos,
cumple con su objetivo de brindar una definicion
general de estos, asi como explicar ciertos aspectos de
su fabricacion y describir la metodologia que emplea;
ademads, muestra sus aplicaciones clinicas, como son la
hibridacion gendmica comparada y los microarreglos de
polimorfismos de un Gnico nucleétido.

Presentamos un nuevo articulo sobre la importancia
de los bancos de leche humana, los diferentes procesos
que se llevan a cabo en ellos, asi como la necesidad de
implementar los controles adecuados para un desempefio
eficaz de estos establecimientos. Este articulo nos
presenta la experiencia obtenida en el Unico servicio de
este tipo que se tiene en Costa Rica, ubicado en el Hospital
Dr. Carlos Luis Valverde Vega en San Ramon, provincia
de Alajuela.

La enfermedad cardiovascular es la primera causa de
muerte en Costa Rica; el infarto de miocardio es una de
las manifestaciones mas importantes de esta patologia. La
determinacion de troponina es una de las herramientas
mas utiles para diagnosticar este cuadro. Desde que
se presentd al mercado esta prueba, hace cerca de 20
afnos, se han desarrollado diferentes métodos para su
determinacion; los estudios realizados han puesto en
evidencia la importancia de contar con los métodos
adecuados y un buen conocimiento del significado de
este biomarcador para una correcta interpretacion del
resultado obtenido.

Por ultimo, se presenta un cuadro de infeccién de herida
quirurgica producido por Shyngomonas paucimobilis. Si
bien el aislamiento de este organismo no es inusual, si se
debe tener en cuenta como agente de infeccion nosocomial
y debe ser tomado en cuenta por los equipos de control de
infecciones intrahospitalarias, en los cuales Ila
participacion de los microbidlogos es fundamental. 4

Dr. Gabriel Munoz Cernadas
Editor jefe
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Falsos positivos en pruebas de deteccion
de drogas de abuso en orina asociados
a consumo de medicamentos

Luis David Garro-Zamora', Esteban Zavaleta-Monestel"

Resumen:

Las pruebas de deteccién de drogas de abuso en orina
(Urine Drug Screen, UDS) son un método rapido, de bajo
costo, facil aplicacién y alta sensibilidad que se realiza
rutinariamente en diversas instituciones de control de
adicciones, deportes de alto rendimiento, centros de salud
y organizaciones laborales. Sin embargo, con el pasar de
los afios se han descrito falsos positivos de estas pruebas
asociados a consumo de medicamentos de prescripcidn,
venta libre y productos alimenticios. Desafortunadamente,
estos incidentes comprometen la confiabilidad de
las personas a las que se les realiza la prueba y del
profesional que la aplica, lo cual podria desencadenar
consecuencias en el ambito laboral o personal, e inclusive
con respecto al tratamiento médico del control de algunas
adicciones. Por ello, es de vital importancia analizar y
recopilar los farmacos cominmente relacionados a falsos
positivos en pruebas UDS y de igual manera algunos
datos que se conocen al respecto. Esta revisidon esta
dirigida a profesionales en salud relacionados con estas
pruebas: médicos, microbidlogos y farmacéuticos, con
el fin de tomar en cuenta cudles medicamentos pueden
potencialmente causar un falso positivo. En resumen,
la informacion analizada coincide en la importancia de
reconocer los inmunoensayos en orina como pruebas
no confirmatorias de deteccién de drogas. Metodologia:
Analisis sistematico en las bases de datos Pubmed, Access
Pharmacy, Proquest y EBSCO. Se compilaron articulos con
las palabras claves False Positives Drugs Urine, Opioids,
cannabinoids, amphetamines, LSD, tomando en cuenta
publicaciones del afio 2000 a la actualidad.

Palabras clave: Drogas de abuso, falsos positivos, pruebas
de orina, dopaje.

Abstract:

Urine drug screens (UDS) for drug abuse are quick,
inexpensive, easily applied and highly sensitive methods
that are routinely performed in several healthcare
centers, high performance sports, labor organizations
and other institutions as a way for controlling addiction.
However, over time, false positives have been reported
associated mainly with the use of prescription drugs,
over the counter drugs (OTC’s) and even food products.
This unfortunately has compromised the reliability
of the people who have been tested, and the staff
who performed the test; as well as compromising the
progress of medical treatment in addiction control.
Therefore, it is highly important to review and
collect all available information regarding the drugs
commonly associated to false positive results in urine
drug screens (UDS). This review is aimed to the health
professionals whose daily work is related to these tests:
physicians, microbiologists and pharmacists; in order
to provide current data and show which medications
can potentially cause a false positive. The collected
information agrees in recognizing the importance of urine
immunoassays as non-confirmatory drug screening tests.
Methods: Systematic analysis in data bases such as
Pubmed, Access Pharmacy, Proquest, EBSCO. The articles
were selected according to the following key words:
“False positives drugs urine”, “opioids”, “cannabinoids”,
“amphetamines”, “LSD”, taking into account publications
from the year 2000 to the present.

Key words: Drug of abuse, false positive, urine tests,
doping.

Articulo recibido el 21/02/2015 / Aceptado para su publicacion el 25/05/2015.

|. Departamento de Farmacia, Hospital Clinica Biblica.
II. Jefatura de Farmacia, Hospital Clinica Biblica.
Correspondencia: jldavidgz@gmail.com
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Antecedentes

as pruebas UDS, también conocidas como

inmunoensayos para la deteccion de drogas

de abuso en orina (Urine Drug Screen,

UDS), representan una controversia entre los
profesionales de salud tratantes, principalmente debido a
que no se ha evaluado la magnitud e importancia de este
problema 4. Una calificacion del poder de la evidencia
relacionada con el tema lo catalogd en categoria C, por
tratarse en su mayoria de pequefios estudios controlados
y reportes de caso @.

Especificamente, se vuelve un tema de gran importancia
en panoramas relacionados con individuos que requieren
un control estricto en programas de deshabituacion de
drogas de abuso, o como requisitos de algiin empleo.
También, puede afectar la confianza de los pacientes
hacia los profesionales de salud que prescribieron el
medicamento que arrojo un falso positivo @24,

Los falsos negativos constituyen en si un énfasis muy
interesante que no se tomd en cuenta para la presente
revision por aspectos de extension, sin embargo presentan
una oportunidad de investigacion futura.

Diversas causas relacionadas con falsos positivos han
sido publicadas en la literatura cientifica o reportados
de manera anecdética. Las causas mas comunes pueden
agruparse en cuatro categorias ©:

1. Uso de medicamentos de prescripcion y OTC (Over
the counter o venta libre).

2. Metabolitos de medicamentos que presentan
reacciones cruzadas con la droga examinada.

3. Consumo de productos alimenticios que poseen en
sus componentes la droga examinada.

4. Sobredosis de medicamentos que sobrepasan los
limites de deteccion de las drogas de abuso.

A pesar de la alta sensibilidad de los inmunoensayos
a la presencia de drogas y sus respectivos metabolitos,
la especificidad y precision de sus resultados dependen
del método utilizado asi como de la sustancia analizada.
A causa de ello, esta limitacion en ocasiones resulta en
falsos positivos por reacciones cruzadas entre los analitos
y moléculas que no son las examinadas 4

Para disminuir la posibilidad de incurrir en conclusiones
erroneas, los resultados positivos observados en un
inmunoensayo deben ser confirmados haciendo uso de
una prueba mas precisa como la espectrometria de gases
acoplada a un detector de masas (GC-MS), lo cual es el
“gold standard” para este nivel de analisis ¢,

Los limites de deteccion, establecidos por el
Departamento de Salud y Servicios Humanos de los
Estados Unidos (DHHS), reducen la posibilidad de
obtener falsos positivos. Ejemplo de ello fue en 1998,
cuando se aumentd el corte de deteccion de opioides
de 300 a 3 000 ng/ml, para evitar falsos positivos por
la ingesta de semilla de amapola. No obstante, este tipo
de decisiones pueden causar falsos negativos, de ahi
que muchos laboratorios siguen manejando cortes mas
estrictos 9.

El GC-MS es un método de alta sensibilidad, aunque
también ha reportado problemas o errores en deteccion
de drogas de abuso. Se conocen casos relacionados a
la deteccion del d-isdbmero y l-isdbmero de anfetaminas
(relacionados al uso de selegilina, un inhibidor de la
monoamino oxidasa) que no pueden identificarse por
medio de inmunoensayo o GC-MS (39,

Varios medicamentos de prescripcion, asi como OTC,
han reportado falsos positivos en inmunoensayos (ver
tabla 1). Cabe destacar que las pruebas de anfetaminas
y opioides son las de mayor reporte de falsos positivos,
caso contrario a las pruebas de cannabinoides y cocaina,
donde dichos reportes son escasos ©.
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Tabla 1. Medicamentos relacionados con falsos positivos en pruebas de
laboratorio de deteccion de drogas de abuso -

Droga Medicamentos que causan falsos positivos

Anfetaminas/metanfetaminas Amantadina
Benzfetamina
Bromfeniramina
Bupropion
Clorpromazina
Desimipramina
Desoxiefedrina
Dextroanfetamina
Efedrina
Felinefrina
Fluoxetina
Isomepteno
Isoxsuprina
Labetalol
Fentermina
Barbituricos Ibuprofeno
Naproxeno

Benzodiazepinas Oxaprozin

Sertralina
Cannabinoides Dronabinol
Efavirenz
Ibuprofeno
Ketoprofeno
Naproxeno

Cocaina Amoxicilina

Agua tonica (agua quinada)
Metadona Clorpromazina
Clomipramina
Difenhidramina
Doxilamina

Opiaceos
(morfina, codeina)

Dextrometorfano
Difenhidramina

Fluoroquinolonas (levofloxacina, Ofloxacina)

Fenciclidina Dextroanfetamina

Dextrometorfano
Difenhidramina
Doxilamina
Ibuprofeno
Imipramina
Ketamina

LsD Amitriptilina
Diltiazem
Diciclomina
Ergotamina
Haloperidol

Fenilefrina
Fenilpropanolamina
Metilfenidato
Prometazina
Propilhexedrina
(inhalador nasal)
Pseudoefedrina
Ranitidina
Seleginina
Tioridazina
Trazodona
Trimetobenzamida
Trimipramina
Vicks inhaler®

Efavirenz

Pantoprazol
Piroxicam
Prometazina
Sulindaco
Tolmetina

Té de hoja de coca

Ibuprofeno
Quetiapina
Tioridazina
Verapamilo

Hojas de amapola
Rifampicina
Quinina

Lamotrigina
Meperidina
Sertralina
Tioridazina
Tramadol
Venlafaxina

Prometazina
Sertralina
Sumatriptdn

Anfetaminas y metanfetaminas

Las anfetaminas y metanfetaminas se presentan como
dos enantiomeros designados como d o /. El d-isémero
posee mayor actividad estimulante sobre el sistema
nervioso central (SNC) que el /-isdmero, por tanto, se
relaciona con su utilizacién como droga de abuso. La
accion del [-isdbmero es mas especifico en actividad

vasoconstrictora periférica, por ello esta disponible
en el inhalador encontrado en la clasificacion OTC
como Vicks Vapoinhaler® (no registrado en Costa
Rica); sin embargo, no esta exento de presentar falso
positivo (especialmente con sobredosis) incluso en
pruebas de laboratorio realizadas utilizando un GC-
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MS, por ello se recomienda utilizar pruebas especificas
enantioméricas 367,

En moléculas como la efedrina, pseudoefedrina,
clorpromazina y prometazina, los falsos positivos son
esperables debido a la similitud estructural con las
anfetaminas, por lo tanto, los autores recomiendan
realizar la prueba confirmatoria de GC-MS 9.

Ahora bien, reacciones cruzadas fueron reportadas con
moléculas no similares como laranitidina. Laranitidina
(un antagonista de H,) es un medicamento comiinmente
prescrito y se encuentra en presentaciones de 150-300
mg, dosificaciones que han sido relacionadas a falsos
positivos ; un estudio realizado en 23 pacientes
reveld que es necesaria una concentraciéon en orina
mayor a 91 mg/l para obtener un falso positivo para
metanfetaminas 812,

Existe un reporte de caso de falso positivo de anfetaminas
por el uso de selegilina, atribuido al /-isomero. Los
autores recomendaron identificar las concentraciones
de isomeros (en caso de existir un falso positivo por
orina) para descartar el consumo de anfetaminas, ya que
en la prueba confirmatoria de GC-MS se pueden obtener
concentraciones mayores a 500 pg/ml de este farmaco 1612,

Casos de drogas antidepresivas como atomoxetina
(asociado a sobredosis) y bupropion (por uso crénico)
han tenido reportes de falsos positivos de anfetaminas,
ambos descartados por GC-MS, sin embargo, se
recomienda precaucion con su uso 9. Otro reporte reveld
tres pacientes con falsos positivos por anfetaminas,
asociados al uso del antihipertensivo labetalol. Estos
resultados no fueron confirmados por GC-MS, por lo
cual se clasific6 como reactividad cruzada del metabolito
3-amino-fenilbutano-labetalol con los inmunoensayos
realizados ©.

Por su facil acceso, los medicamentos antigripales
representan un riesgo creciente de aparicion de falsos
positivos por anfetaminas. Lo anterior se debe a
la presencia de moléculas como bromfeniramina,
clorfeniramina, efedrina, guaifenesina, fenilefrina,
feniramina en sus formulaciones, que pueden presentar
reactividad cruzada con los kits comerciales de deteccion
de drogas (31D,

La metformina (un agente antidiabético oral) ha
reportado también falso positivo por anfetaminas. Esto
sucedi6 con un paciente al que se le realiz6 una prueba de
orina para renovacion de licencia; este puso un recurso de
apelacion judicial ya que el tnico farmaco que consumia

regularmente era metformina; las pruebas confirmatorias
de GC-MS fueron negativas 19,

Finalmente, se debe recalcar el cuidado con el consumo
de suplementos alimenticios, ya que ocasionalmente
no reportan componentes que causan falsos positivos
(especialmente por anfetaminas y derivados) . La
advertencia es asociada principalmente a la dimetilamina
(DMAA), también conocida como metilhexamina o
extracto de geranio. Este producto, utilizado para perder
peso, ha sido prohibido en paises como Australia y
recientemente en EE. UU. por la FDA (Food and Drug
Administration) 41,

Cannabinoides

La marihuana es una de las drogas ilicitas de mayor
consumo a nivel global. La mayoria de inmunoensayos
disponibles detectan la presencia del metabolito urinario
del A9-tetrahidrocannabinol (THC), conocido como 11-nor-
A9-tetrahidrocannabinol-9-acido  carboxilico (349, Falsos
positivosdemarihuana sonasociados auso de medicamentos
como el Marinol®, secundario a inhalacion pasiva de
humo de marihuana, uso de inhibidores de bomba de
protones y la ingestion de productos derivados de caiiamo
(Cannabis sativa) 12,

El principio activo del Marinol® es un analogo sintético
del THC llamado dronabinol, utilizado en algunos
paises para el tratamiento de ndusea y vomito asociados
a quimioterapia, estimulacion del apetito en pacientes
con sida y manejo del glaucoma. Este medicamento es
metabolizado en el higado a THC y en inmunoensayos
UDS puede causar falsos positivos 1.

El farmaco antirretroviral efavirenz interfiere en los
inmunoensayos por sumetabolito efavirenz8-glucuronido,
el cual requiere de confirmacion por GC-MS ©. Se han
reportado falsos positivos asociados al uso de inhibidores
de bomba de protones (Pantoprazol) ®. También, niveles
detectables de cannabinoides han sido asociados con
la ingesta previa de alimentos que contienen cafiamo,
sin embargo, estos niveles no fueron confirmados por
GC-MS, por lo cual son descartables (34,

Se ha propuesto a la tetrahidrocannabivarina (un
compuesto natural de todos los productos de cannabis)
como indicador exclusivo de consumo de marihuana, ya
que no se metaboliza a partir de cannabinoides; por tanto,
su presencia puede indicar el consumo de marihuana, sin
la excusa del uso de un producto medicinal -,
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Tabla 2. Falsos positivos en inmunoensayos con anfetaminas

Reaccion cruzada Plataforma de inmunoensayo ~ Nombre del Niveles donde se Nivel de evidencia
de drogas (mas corte de deteccién o inmunoensayo presenté el falso
cutoff) positivo
Bupropién Siemens Dimension® SYVA EMIT Il Plus® Ocurrid Revision retrospectiva
Clorpromazina Roche Hitachi 911°® SYVA EMIT-MAM® Ocurrid Revision retrospectiva
(1.0 pg/ml cutoff)
DMAA Roche Modular P® Roche Kinetic interaction 7.5 pg/ml Rechazar seguin
of microparticles in a estandares de DFU
(300 ng/ml cutoff) solution (KIMS®)
SYVA EMIT Il Plus® 3.1 ug/ml Rechazar segun
Roche Kinetic interaction estandares de DFU
of microparticles in a
solution (KIMS®) and SYVA 6.9 ug/ml Dosis terapéutica
EMIT 1I®
Labetalol No mencionado No mencionado No reportado Reporte de caso
Metformina - Biosite Triage® No reportado Reporte de caso
Ofloxacina TdxFIx® (300ng/ml) AM/MA 11® No reportado Dosis terapéutica

Prometazina

Trazodona

Roche Hitachi 911® (1.0ug/ml
cutoff)

Olympus UA 400®

Roche Cobas ¢501°, cutoff
300pg/!

SYVA EMIT-MAM®

SYVA Ecstasy
EMIT I1®

Anfetaminas 11®

No reportado

3 pg/ml (m- CPP)

6.7 pg/ml (m- CPP)

Revision retrospectiva

Rechazar seguiin
estandares de DFU*

Matriz nativa

Nota: DFU (Drug-free urine ‘orina libre de droga’)

Nota: Tomado y modificado de: Saitman A, Park H, Fitzgerald R. False-Positive Interferences of Common Urine Drug Screen
Immunoassays: A Review. J Anal Toxicol. 2014. 38:387-396

Tabla 3. Falsos positivos en inmunoensayos con cannabinoides

Reaccidn cruzada Plataforma de inmunoensayo (con Fabricante del Niveles donde el falso Nivel de evidencia

de drogas corte de deteccidn [cutoff]) inmunoensayo positivo se presentd
Efavirenz Cedia® Dau Multi-Level THC, Triage® Microgenics, BioSitey  No reportado Reporte de caso

TOX Drug Screen and Cannabinoids Immunalysis

(THCA/CTHC) Direct ELISA Kit, corte

50 pg/l

Rapid response drug-of-abuse tests

strips, cutoff 50 ng/ml

P & BTNX

Ibuprofeno EMIT® d.a.u., cutoff 20 pg/I Syva No reportado Reporte de caso
Naproxeno EMIT® d.a.u., cutoff 20 pg/! Syva No reportado Reporte de caso
Acido Niflimico Kinetic interaction of microparticles in Roche 2.5 ug/ml Rechazar segun

a solution (KIMS®), cutoff 50 ng/ml

estdndares de DFU

Nota: DFU (Drug-free urine ‘orina libre de droga’)

Nota: Tomado y modificado de: Saitman A, Park H, Fitzgerald R. False-Positive Interferences of Common Urine Drug
Screen Immunoassays: A Review. J Anal Toxicol. 2014. 38:387-396
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Opiaceos

Se pueden obtener falsos positivos por morfina y codeina
debido al consumo de alimentos que contienen hojas de
amapola, yporlapresenciadehidrocodonaohidromorfona
que no puedan ser distinguidos como metabolitos
secundarios de codeina y morfina, respectivamente.
Ante esto, las autoridades estadounidenses recomiendan
realizar pruebas para cada farmaco G519,

El uso de quinolonas ha sido asociado a falsos
positivos por opiaceos ?. En un estudio, se evaluaron
las presentaciones disponibles en el mercado de este
antimicrobiano, en seis pacientes; se utilizd6 morfina a
diferentes concentraciones como control para determinar
a cual concentracion minima de opioides daba como
positivo la quinolona. Se administré una dosis Unica de
levofloxacina u ofloxacina y se recolectaron muestras de
orinas durante las proximas 48 horas. Se obtuvo que al
menos uno de los ensayos, a diferentes concentraciones
de los seis pacientes, resultaba positivo a morfina V. Se
necesitaron concentraciones de 200 mg/l de ofloxacina
en orina para exceder el limite de deteccion de morfina
(300 pg/l). Estos resultados no se reprodujeron con
ciprofloxacina o norfloxacina. Otro antimicrobiano

asociado es la rifampicina; con esta se han reportado
tres casos de falso positivo por opiaceos, los cuales se
descartaron con la prueba GC-MS ©,

Metadona

La difenhidramina y doxilamina son medicamentos
altamente utilizados para tratar el insomnio leve. A dosis
diarias de 100-200 mg de difenhidramina, se obtuvieron
falsos positivos en tre pacientes en UDS (concentraciones
de 10 mg/l). También, un caso de intoxicaciéon por
doxilamina resulté en falsos positivos de UDS de opioides
(800 mg/l de orina) y metadona (50 mg/l en prueba de
orina); asimismo, un caso de quetiapina fue reportado en
tres pacientes que lo utilizaban como monoterapia @

Benzodiazepinas

Este grupo de farmacos son cominmente estudiados
en UDS. Controversialmente, los inmunoensayos
con benzodiazepinas tienden también a arrojar falsos
negativos ©. Un estudio reportd falsos positivos por
benzodiazepinas en tres adolescentes que consumian
sertralina; dicho analisis asocid dosis superiores de
150 mg a estos resultados .

Tabla 4. Falsos positivos en inmunoensayos con opidceos y metadona

Plataforma de
inmunoensayo (+ cutoff)

Reaccion cruzada de
drogas

Fabricante del
inmunoensayo

Niveles donde se presentd Nivel de evidencia

el falso positivo.

Aminosulpirida y sulpirida

Codeina, dihidrocodeina,
morfina, metadona y
morfina-3-glucurénido

Creatinina

Dihidrocodeina

Difenhidramina

Levofloxacina, Ofloxacina

CEDIA buprenor assay®, cutoff

5ng/ml Scientific
CEDIA buprenor assay®, cutoff Microgenics
5ng/ml

EMIT® d.a.u. methadone, Syva

cutoff 300 ng/ml

CEDIA buprenor assay®, cutoff Microgenics

5 ng/ml

Lateral-flow immunoassay for
methadone, cutoff 300 ng/ml
Laboratories)

EMIT 1I® propoxyphene, cutoff

300 ng/ml Syva

AxSYM fluorescence Abbott
polarization immunoassay

morphine, cutoff 300 ng/ml

Thermo Fisher

One Step Multi-
Drug Screen (ACON

130 mg/I para aminosulpirida
y 250 mg/| para sulpirida

30 mg/I (codeina), 60 mg/I
(dihidrocodeina), 120
mg/| (morfina), 320 mg/I
(metadona) y 520 mg/I
(morfina-3-glucuronido)

No reportado

No reportado

100 pg/ml

200 pg/ml
1700 pg/ml

Rechazar segun estdndares
de DFU

Rechazar segln estdndares
de DFU

Reporte de caso

Reporte de caso

Rechazar segun estandares
de DFU

Rechazar segun estandares
de DFU

Rechazar segun estandares
de DFU

sigue...
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Levofloxacina, ofloxacina,
pefloxacina, enoxacina

Levofloxacina, ofloxacina,
pefloxacina, enoxacina,
gatifloxacina

Levofloxacina, ofloxacina,
pefloxacina, lomefloxacina,
moxifloxacina,
ciprofloxacina, norfloxacina

Morfina

Naloxona

Ofloxacina

Pentazocina

Drogas Psicotropicas

Quetiapina

Rifampicina

Tapentadol

Tramadol

Verapamilo

CEDIA morphine®, cutoff
300ng/ml

EMIT 11® morphine, cutoff 300
ng/ml

Abuscreen OnLine morphine,
cutoff 300 ng/ml

CEDIA buprenorphine assay®,
cutoff 10 ng/ml

CEDIA opiate®, cutoff 300
ng/ml

Fluorescence immunoassay
for opiates

EMIT I1® opiates, cutoff 300
g/l

Cedia heroin metabolite (6-
AM) assay cutoff 10ng/ml

Kinetic interaction of
microparticles in a solution

(KIMS®) methadone, cutoff
300 ng/ml

Kinetic interaction of
microparticles in solution
(KIMS®) methadone cutoff
300 ng/ml

KIMS® opiates (kinetic
interaction of microparticles
in solution)

DRI methadone enzyme
immunoassay cutoff 130
ng/ml

CEDIA buprenorphine assay®
cutoff of 5 ng/ml

Lateral-flow immunochrom
buprenorphine assay, cutoff
5 ng/ml

Lateral-flow
immunochromatographic,
buprenorphine assay, cutoff
5ng/ml

Methadone, cutoff 300 ng/ml

Nota: DFU (Drug-free urine ‘orina libre de droga’)

Microgenics

Syva

Roche

Microgenics

Microgenics

Triage TM and Multi-
5M

Syva

Microgenics

Roche Integra 800

Roche COBAS Integra
Methadone Il test kit

Cobas Integra

Microgenics

Microgenics

Rapid One
Buprenorphine Test

Cards (Am. Bio Medica)

QuikStrip OneStep
Buprenorphine Test
strips (CLIAwaived)

Diagnostic Regents,
Inc. (DRI)

60-1 700 pg/ml

140-600 pg/ml

200-1 700 pg/ml

No reportado

6 100 pg/ml

No reportado

200 mg/I

No reportado

8 mg/l ciamemazina, 57
mg/I| alimemazina, 5 mg/I
levomepromazina, 20 mg/I
clorpromazina, 100 mg/I
clomipramina y 100 mg/I
tioridazina

No reportado

156-5 000 pg/!

6 500 ng/ml

100 mg/I

50 mg/I

No reportado

20 mg/I

Rechazar segun estandares
de DFU

Rechazar segun estandares
de DFU

Rechazar seguin estandares
de DFU

Reporte de caso
Rechazar segun estandares

de DFU

Reporte de caso

Reporte de caso

Rechazar segln estandares
de DFU

Reporte de caso

Rechazar segun estandares
de DFU

Rechazar segun estandares
de DFU

Solucién estandar de
tramadol

Solucién estandar de
tramadol

Reporte de caso

Rechazar segun estandares
de DFU

Nota: Tomado y modificado de: Saitman A, Park H, Fitzgerald R. False-Positive Interferences of Common Urine Drug Screen
Immunoassays: A Review. J Anal Toxicol. 2014. 38:387-396



Rev. Colegio de Microb. Quim. Clin. Costa Rica, Volumen 21, N22, Abril - Junio, 2015 e ISSN: 2215-3713

Caso interesante es el de efavirenz, el cual ha mostrado
reactividad cruzada con algunos tipos de kits. Los autores
realizaron un estudio ciego en el que la mitad de los
pacientes (n = 50) estaban dosificados terapéuticamente
con efavirenz y la otra mitad (n = 50) no. Al utilizar el
kit Biosite Triage, 46 de los 50 pacientes prescritos con
efavirenz resultaron positivos, mientras que 47 de los
50 pacientes que no utilizaban el farmaco resultaron
negativos. Los resultados positivos fueron reevaluados
con GC-MS vy arrojaron, en ambos grupos, resultados
negativos, por lo cual, los autores concluyeron que los
resultados positivos estaban asociados a una reactividad
cruzada con el metabolito 8-OH-efavirenz ©.

Fenciclidina (PCP)

Los autores recomiendan utilizar técnicas de GC-
MS para distinguir entre el dextrometorfano y la
fenciclidina, ya que se ha reportado un falso positivo
a concentraciones en orina de 5 000 pg/l, asi como un
caso de ingesta previa de 500 mg de dextrometorfano
que resultd positivo en una prueba de orina, cuyo analisis

se realiz6 mediante la técnica de cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés) 1%,
También, el ibuprofeno ha reportado casos de falso
positivo en poblacion pediatrica @.

En relacién con la lamotrigina, se han reportado
dos casos asociados con falsos positivos por
fenciclidina . Ademas, en la literatura se
reportan seis casos de falsos positivos asociados
al uso de venlafaxina y dextrometorfano, un caso
relacionado con cloroquina y otro post mortem
asociado a sobredosis de tramadol &9,

Dietilamida del acido lisérgico (LSD)

Diversos UDS han demostrado reacciones cruzadas con
farmacos y uno de los mas frecuentes en este tipo de
reacciones es el ambroxol @%. Este mucolitico, de gran
volumen de prescripcion, causoé falsos positivos en doce
pacientes. Otros farmacos relacionados son la sertralina,
el bupropion y el fentanilo (a concentraciones mayores
de 40 pg/l) @V,

Tabla 5. Falsos positivos en inmunoensayos con benzodiazepinas

Reaccion cruzada de Plataforma de inmunoensayo  Fabricante del

Niveles donde se presenté  Nivel de evidencia

farmaco (+ corte de deteccidn) inmunoensayo el falso positivo
Efavirenz - Biosite Triage 8 No reportado Revision retrospectiva
Sertralina Abbot Architect and Abbot No mencionado No reportado Revision retrospectiva

Aeroset

Nota: DFU (Drug-free urine ‘orina libre de droga’)

Nota: Tomado y modificado de: Saitman A, Park H, Fitzgerald R.
Immunoassays: A Review. J Anal Toxicol. 2014. 38:387-396

Tabla 6. Falsos positivos en inmunoensayos con

Medicamento Plataforma de inmunoensayo

(mas corte o cutoff)

Reacciones cruzadas

Fabricante del inmunoensayo

False-Positive Interferences of Common Urine Drug Screen

drogas miscelaneas (PCP, LSD y barbituricos)

Niveles donde se presenté  Nivel de evidencia

el falso positivo

de para PCP
Lamotrigina - Bio-Rad Tox/See® 7.6 pg/ml (sérico) Reporte de caso
MDPV Beckman Coulter DxC 800°, Synchron® 3.1 pg/ml Rechazar seguin estandares

cutoff 25 ng/ml

de DFU

sigue...
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Tramadol

Venlafaxina

No definido

Siemens ADVIA 1800®

No definido

Siemens Dimension®

Abbot AXSYM®

Syva EMIT Il Plus®
DRI PCP

Microgenics®, cutoff
25 ng/ml

Syva EMIT 1I1®

Syva EMIT I1®

Syva RapidTest d.a.u.®,
cutoff 25 ng/ml

FPIA for PCP
Instant-view

Multi- Drug Screen®

5.4 ug/ml

500 pg/ml a corte mas
bajo 25 ng/ml

No reportado

No reportado

200ug/ml

Ocurrié corte en 25ng/ml

No reportado

Reporte de caso

Rechazar seguin estandares
de DFU

Reporte de caso

Revision retrospectiva

Rechazar segun estandares
de DFU

Reporte de caso

Reporte de caso

Reacciones cruzadas

para LSD

Ambroxol CEDIA DAU LSD assay cutoff Hitachi 917-analyzer 3 mg/l Rechazar segun estandares
0.5 ng/ml de DFU

Amitriptilina, Emit Il LSD® assay from Syva-30R automated assay Variable (0.1 <1000 mg/l) Rechazar segun estandares

benzfetamina, Behring diagnostics cutoff 0.5 de DFU

bupropion, ng/ml

buspirona, cefradina,
clorpromazina,
desipramina, diltiazem,
doxepin, fentanil,
fluoxetina, haloperidol,
imipramina, labetalol,
metoclopramida,
proclorperazina,
risperidona, sertralina,
tioridazina, trazodona y
verapamilo

Ergonovina,
lisergol, maleato de
bromfeniramina,
imipramina HCL y
metilfenidato HCL

EMIT 11 LSD® cutoff 500 pg/ml

Dade Behring

4000 ng/ml (ergonovina),
25 000 ng/ml

(lisergol y maleato de
bromfeniramina), 50

000 ng/ml (imipramina
HCL) y 50 000 ng/ml
(metilfenidato HCL)

Rechazar seguin estandares
de DFU

Fentanilo CEDIA LSD® assay and Microgenics and SYVA 40 pg/ Rechazar segun estandares
Emit I LSD® assay de DFU

Sertralina CEDIA® Microgenics 1.5 ug/l Rechazar seguin estandares

de DFU

Reacciones cruzadas

para barbituricos

Ibuprofeno FPIA (cutoff 500 pg/1) Abbott TDx No reportado Reporte de caso

Naproxeno FPIA (cutoff 500 ug/1) Abbott TDx No reportado Reporte de caso

Nota: DFU (Drug-free urine ‘orina libre de droga’)

Nota: Tomado y modificado de: Saitman A, Park H, Fitzgerald R. False-Positive Interferences of Common Urine Drug Screen
Immunoassays: A Review. J Anal Toxicol. 2014. 38:387-396
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Cocaina

Actualmente, no existen medicamentos de prescripcion
que contengan cocaina. Sin embargo, falsos positivos
asociados a la presencia del metabolito de la cocaina,
conocido como benzoilecgonina, han sido reportados por
la exposicion de cocaina a nariz y oido, asi como a la
ingesta de té de coca ©.

Derivados de acido propiénico

Rollings et al. estudiaron el uso agudo y cronico
de ibuprofeno, naproxeno y fenoprofeno en busca
de falsos positivos de cannabinoides, barbittricos
y benzodiazepinas en las muestras de orina de 120
voluntarios. El estudio concluyo que el riesgo de falsos
positivos asociados a estos medicamentos es bajo, sin
embargo, existen casos asociados a cannabinoides y
barbituricos por lo cual se sugiere precaucion en el uso.
Asimismo, los investigadores no lograron establecer una
relacion entre estos resultados y las concentraciones de
los farmacos en orina, ni asociacion con la estructura
del medicamento. Se teorizo, por tanto, una interferencia
“reaccion-enzima” que causa una afectacion en la lectura
de absorbancia. Como conclusion, opinaron que, con el
uso de ibuprofeno (agudo y cronico) y naproxeno, a pesar
de no estar regularmente asociado a falsos positivos,

debe siempre realizarse una prueba de confirmacion por
GC-MS O,

Conclusion

Los inmunoensayos UDS son el método mas empleado
para obtener resultados de uso de drogas de abuso. En
estarevision se analizaron los farmacos mas cominmente
asociados a falsos positivos en estas pruebas asi como las
principales causas, tales como presencia de metabolitos
activos, reactividad cruzada y semejanza estructural.

Se asocian a falsos positivos una gran variedad de me-
dicamentos altamente utilizados como antiinflamatorios,
moduladores del animo, antihistaminicos y antibidticos.
Por lo tanto, es de gran importancia considerar el uso de
medicamentos previo a este tipo de pruebas y valorar la
recomendacion de pruebas confirmatorias (GC-MS) para
descartar falsos positivos; lo anterior con el fin de evitar
cualquier inconveniente a los pacientes y, asimismo, al
personal de salud tratante.
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Revisidon general sobre los
microarreglos y sus aplicaciones

Resumen:

Los microarreglos se definen como un sistema de alto
rendimiento que utiliza diferentes especimenes biolégicos
inmovilizados sobre una fase sdlida, espacialmente
ordenados, identificados y distribuidos uniformemente
en una alta densidad. El microarreglo de ADN consiste
en segmentos de acidos nucleicos de secuencia conocida
unidos a una superficie sélida y plana, que permite
realizar simultaneamente multiples hibridaciones en
paralelo gracias a la complementariedad de bases.
Dicha tecnologia presenta numerosas aplicaciones en el
campo agropecuario, veterinario y clinico, entre otros. El
objetivo de este articulo es brindar una definicion general
del término microarreglo y explicar ciertos aspectos de
su fabricacién, describir algunos puntos importantes
de la metodologia y mencionar ciertas aplicaciones
clinicas como la hibridacién genémica comparada y los
microarreglos de polimorfismos de un Unico nucledtido.
Palabras clave: Arreglos, microarreglos de ADN,
microarrays, hibridacion gendmica comparada, aCGH,
microarreglo de SNP.

Danny Alvarado-Romero'

Abstract:

Microarrays are defined as high performance systems
that consist of several different biological specimens
immobilized on top of a solid phase in an organized
manner, accurately identified, and uniformly distributed
in high densities. The DNA microarray consists of nucleic
acid segments of a known sequence bound to a flat solid
surface which enables multiple hybridizations to take place
thanks to complementary base pairing. This technology
has numerous applications in the agropecuarian,
veterinarian and clinical fields among many others. The
goal behind this article is to provide a general definition
of the term “microarray”, to explain certain aspects
about their manufacturing, to describe relevant steps in
their methodology and to mention some of the clinical
applications such as the compared genomic hybridization
and the single nucleotide polymorphism microarray.

Key words: Arrays, DNA microarrays, microarrays,
compared genomic hybridization, aCGH, SNP microarray.
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Introduccion
n las ultimas décadas, se ha observado un
acelerado desarrollo en las tecnologias
biologicas que han permitido innovar y

revolucionar procesos que antes parecian
complejos e imposibles. El ambito clinico no ha sido la
excepcion, frecuentemente se publican nuevas técnicas y
metodologias que permiten no solo obtener un diagnostico
correcto, sino también un abordaje terapéutico mas
efectivo. Un claro ejemplo de esto es la tecnologia de los
microarreglos de acido desoxirribonucleico, la cual tiene
un sin mimero de aplicaciones en diferentes areas como la
veterinaria, agropecuaria, ambiental, clinica, entre otras.

Elobjetivodeestearticulo esbrindarunadefinicion general
del término microarreglo, explicar ciertos aspectos de su
fabricacion, describir algunos puntos importantes de la
metodologia y mencionar ciertas aplicaciones clinicas.
Debe ser de especial interés para todos los microbidlogos
y quimicos clinicos conocer sobre esta tecnologia pues se
ha convertido en una herramienta mas en los laboratorios
clinicos de paises desarrollados. Es responsabilidad de
nosotros introducir este tipo de tecnologias en el ambito
clinico de nuestra realidad nacional.

Generalidades de los microarreglos:
historia y definicion

La tecnologia de los microarreglos es la sumatoria de
una serie de descubrimientos e innovaciones, en el
campo de la biologia molecular, que iniciaron desde
1953 con la propuesta del modelo estructural del ADN.
La descripcion de las reacciones de desnaturalizacion y
renaturalizacion del ADN, la invencion de los métodos de
“dot blot” y “dot blot reverso”, la hibridacion in situ, los
inmunoensayos ligados a enzimas, la técnica de northern
blot, el descubrimiento de la reaccidén en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), la tecnologia
del ADN recombinante y la sintesis de péptidos en fase
solida son solo unos cuantos pasos para llegar a lo que
hoy en dia conocemos como microarreglos de acidos
nucleicos.

Aunque el concepto de microarreglos surge a mediados
de los afios 80, fue hasta principios de los 90 que se
disefian los primeros microarreglos sobre un soporte
solido impermeable. Desde entonces, nuevas técnicas y
materiales han permitido el desarrollo y expansion de la
tecnologia %3,

No cabe duda que el ambito cientifico fue fuertemente
impactado con la introduccion de los arreglos. Sin
embargo, pocos estan conscientes del papel protagonico
que desempeid el sector privado, como empresas

biotecnologicas 'y compafiias industriales, que
revolucionaron el sector econémico y comercial, iniciando
asiuna era de empresas tecnologicas. Los microarreglos o
chips, tal como los conocemos actualmente, se originaron
a partir de investigaciones en el sector farmacéutico e
industrial. En un inicio, el objetivo de investigacion era
el disefio y sintesis de nuevos péptidos en fase solida
con potencial farmacologico; para facilitar y acelerar
este objetivo se implemento la tecnologia de activacion
mediante luz (fotolitografia) utilizada en industrias de
semiconductores. La empresa pionera en ese entonces fue
Affymax. Con el advenimiento de todos los avances en
biologia molecular y el inicio de la era genomica, todos los
esfuerzos dirigidos en chips de péptidos tomoé un nuevo
rumbo hacia los acidos nucleicos. Surge asi la empresa
Affymetrix, que lanza al mercado, a mediados de los afios
90, los GeneChips®. Desde entonces, nuevas empresas
se han sumado en la produccion y comercializacion de
microarreglos y sus plataformas analiticas como Agilent,
[llumina, Roche NimbleGen, OGT y BlueGnome, entre
otras. &4,

De forma general, podemos definir el término
microarreglo como un sistema de alto rendimiento que
utiliza diferentes especimenes biologicos inmovilizados
sobre una fase soélida, espacialmente ordenados,
identificados y distribuidos uniformemente en una
alta densidad. Dichas entidades bioldgicas pueden ser
acidos nucleicos, péptidos, proteinas, carbohidratos,
células enteras o tejidos. Por tanto, podemos inferir que
existen muchos tipos de microarreglos ** 9. El arreglo
de ADN es una técnica principalmente de hibridacion,
en la cual una gran cantidad de moléculas de ADN se
encuentran inmovilizadas sobre una superficie sélida.
Dentro del grupo de microarreglos de ADN se han
disefiado diferentes tipos de chips segun el objetivo de
la técnica. Existen arreglos para un segmento especifico
o bien para un gen determinado, para porciones de un
cromosoma, para un cromosoma completo o bien para
todo el genoma ©. Los disefios pueden realizarse segin
las especificaciones del usuario, lo cual resulta muy util
en el campo de la investigacion.

El microarreglo de ADN consiste en segmentos o sondas
de acido nucleico de secuencia conocida unidas a una
superficie solida y plana, usualmente una lamina de
vidrio. La ubicacion y distribucion de estos segmento en la
lamina es uniforme y ordenada, de ahi el nombre arreglo
por la traduccion del término en inglés array 7% 9. Esta
distribucion ordenada del chip permite realizar multiples
hibridaciones de forma paralela entre las moléculas fijadas
en la lamina y el ADN presente en la muestra que es
agregado sobre la superficie de lalamina ™. Estos procesos
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de hibridacion se dan gracias a la complementariedad que
existen entre las bases nitrogenadas ®.

Los primeros microarreglos construidos utilizaron
cromosomas bacterianos artificiales y cromosomas
artificiales de levaduras (BAC y YAC, por sus siglas en
inglés), plasmidos, césmidos y foésmidos para insertar
los segmentos de ADN. En estos casos, los clones de
ADN eran segmentos muy grandes, entre 150 y 200 kb,
aproximadamente. Estos primeros arreglos permitian una
resolucionde 1 Mb, lo que impedia detectar microdeleciones
y microduplicaciones. Posteriormente, se desarrollaron las
sondas de oligonucledtidos que reemplazaron rapidamente
los BAC y YAC en el campo clinico; asi se supera el
inconveniente de detectar los microcambios moleculares
y permite colocar miles de sondas en una tnica ldmina o
arreglo. Inicialmente, se colocaban entre cientos y unos
cuantos miles de sondas por lamina; actualmente, con
los oligonucledtidos, se permiten colocar mas de 250 000
sondas por lamina ©:¢%19,

Métodos de fabricacion y tipos de
microarreglos

Ensusinicios, los segmentos de ADN eran fijados mediante
interacciones electrostaticas inducidas al agregar poli-
lisina; se tenia la limitante de que este interfiriera durante
el proceso de hibridacion . Alternativamente, se pueden
unir mediante uniones covalentes al modificar los grupos
aminos de los productos de PCR, mediante una serie de
reacciones quimicas y fisicas.

Actualmente, las casas comerciales utilizan diferentes
tecnologias para fijar las moléculas de ADN; la
fotolitografia es una de las mas difundidas y, mas
recientemente, se cuenta con el disefio de nuevos polimeros
y semiconductores fotoresistentes que permiten la union
del ADN con mayor eficiencia @10,

En la actualidad, se identifican dos grandes formatos de
arreglos de ADN: los que emplean clones mayores de
100 bp (microarreglo de ADNc) y oligonucleétidos con
aproximadamente 25-80 nucledtidos de largo 7. Los
arreglos de segmentos grandes, usualmente, se construyen
utilizando productos de PCR cercanos a 1 kb, obtenidos
de las bibliotecas de ADN copia o de una secuencia
especifica. Estos productos de PCR son depositados
ordenadamente en forma de microgotas sobre la lamina
de vidrio “activada” o membrana de nailon; a este
proceso se la conoce como printing o spotting 7. Dicho
proceso se realiza totalmente automatizado por medio de
brazos robdticos; se depositan, aproximadamente, unos
5 nanolitros a una distancia especifica entre cada spot
que ronda entre los 200-400 pm; cada uno de estos spots

contiene millones de copias de moléculas de ADN puro
@3, 11, 13, 16)

Por otro lado, los microarreglos de oligonucleétidos
pueden ser fabricados de diferentes formas. En una
primera instancia, los oligonucleotidos pueden ser
sintetizados por cualquiera de los métodos convencionales
de sintesis artificial de oligonucleotidos y luego ser fijados
por medio de reacciones quimicas y fisicas. Sin embargo,
la sintesis in situ del oligonucleoétido directamente sobre la
superficie del soporte es de los métodos comercialmente
mas difundidos. Como ya se menciono, Affymetrix
emplea la técnica de fotolitografia con luz ultravioleta
para dirigir selectivamente la union de cada nucledtido
simultdneamente en todos los spots. Agilent, por su parte,
desarrollé6 una tecnologia tipo impresora de inyeccion
de tinta (ink-jet technology), con la cual, selectivamente,
“imprime” nucledtido por nucleoétido sobre el soporte y lo
inmoviliza por medio de ciertas reacciones quimicas @3
17, Otras empresas han desarrollado, no sélamente nuevos
métodos de fabricacion, sino también, nuevos formatos
de arreglos como las microparticulas de Illumina con
la tecnologia Bead Array que desarrolld los Sentrix®
BeadChips ”(Ver figura 1).

Fabricacion del microarreglo:

1. Spotting o printing

2. Fotolitografia

3. Tecnologia” ink-jet”
4. Tecnologia Bead Array

T

Figura 1. Microarreglo de ADN. Existen dos grandes formatos
de microarreglos de ADN: los que utilizan moléculas de ADNc
y los que utilizan oligonucleotidos.

Nota: Tomado y adaptado de: DeRisi et al, 1996 y Hacia et al, 1998
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Microarreglos de ADN: hibridacion genéomica
comparada y microarreglos de SNP

Algunas condiciones clinicas como anormalidades
congénitas, dismorfismos, retrasos en el desarrollo,
autismo, abortos espontaneos, trastornos psiquiatricos
y otra serie de sindromes genéticos pueden ser
causadas por aneuploidias o alteraciones estructurales
cromosomicas ¢ 7 19 Este tipo de anormalidades,
usualmente, son detectadas por medio de métodos
citogenéticos  convencionales como tinciéon de
cromosomas metafasicos e hibridacion fluorescente in
situ (FISH, por sus siglas en inglés) ©* 19, Sin embargo,
estos métodos presentan ciertos inconvenientes. Por un
lado, a través de la tincion no es posible detectar cambios
pequenos menores de 4 Mb. Por otro lado, la técnica
de FISH es un procedimiento lento que exige conocer
la region cromosomica de interés y deja por fuera otra
serie de desbalances cromosdmicos que podrian tener
importancia clinica ¢ 9.

La tecnologia de los microarreglos no supera todos los
inconvenientes del diagnostico molecular de trastornos
genéticos. No obstante, es una herramienta mas que podria
complementar el diagndstico de distintas condiciones
clinicas. La hibridacion gendmica comparada (CGH, por
sus siglas en inglés, Comparative Genomic Hybridization)
es una técnica molecular, relativamente novedosa en el
campo de la investigacion, que estd abriendo camino
aceleradamente en el diagnostico clinico; usualmente se le
conoce como microarreglos CGH, aCGH, microarreglos
cromosomicos, microarreglos o arreglos ©'2. Su objetivo
principal es realizar un tamizaje de alta resolucion a lo
largo del genoma completo para detectar variaciones en
el nimero de las copias de segmentos genomicos (CNV,
por sus siglas en inglés, Copy Number Variations); lo que
permite identificar pérdidas o ganancias de copias de
ADN 10,

Inicialmente, esta tecnologia se utiliz6 en investigaciones
sobre desbalances genémicos en el area oncologica, pero,
actualmente, sus alcances llegan hasta el diagnéstico
de varias enfermedades genéticas, convirtiéndose en
una herramienta esencial y rutinaria en laboratorios de
genética molecular ©¢% 19, La mayoria de las plataformas
de aCGH esta disefiada para detectar aneuploidias,
microdeleciones, microduplicaciones y otros desoérdenes
cromosomicos ¢!%, La muestra de eleccion es sangre total
colectada en tubos con &cido etildiaminotetraacético
(EDTA). Una vez extraido el ADN, este se deposita en los
arreglosy se deja incubar durante un tiempo y temperatura
determinada que favorezca el proceso de hibridacion ©.
Posteriormente, se detectan las distintas hibridaciones
por medio de sefales fluorescentes, quimioluminiscentes,
colorimétricas o radioactividad ¥,

En la técnica de los microarreglos CGH, se emplean dos
muestras de ADN, una de ecllas corresponde al ADN
gendmico del paciente y la otra al ADN de referencia con
la cual se comparara el paciente. Cabe mencionar que este
ADN de referencia corresponde a un material genético
proveniente de una persona sana o bien un control.
Ambas muestras son marcadas, diferencialmente,
con alguna molécula fluorescente y co-hibridizados
competitivamente con segmentos de ADN normales de
secuencia conocida previamente fijados en una fase solida.
Se pueden identificar, segin la diferencia de sefiales
detectadas, rearreglos cromosdmicos desbalanceados
menores de 3 Mb con una buena resolucion en todo el
genoma © 19,

Las sefiales fluorescentes detectadas son comparadas
entre si. Al detectar un desequilibrio de sefiales en la
razon paciente/referencia, se podria inferir cual es el
desbalance en cuestion en una region especifica. Es decir,
si se detecta una mayor fluorescencia por parte de la
muestra del paciente, se sospecha de una duplicacion. Por
otro lado, si se detecta mayor fluorescencia del ADN de
referencia, se sospecha de una delecion ¢ !9, A manera
de ejemplo: si se marca el ADN de referencia con un
fluorocromo rojo y el ADN del paciente con uno verde,
en condiciones normales, se detecta una sefial de color
amarillo producto de las proporciones equitativas de
ambas muestras. En caso de una delecion, se rompen las
proporciones y se detectaria una coloracion roja del ADN
de referencia. Por otro lado, en caso de duplicaciones, se
detectaria un aumento de la sefal de color verde. Este
proceso de analisis es realizado por paquetes informaticos
provistos por cada casa comercial ¢ '9(Ver figuras 2 y 3).

Posterior al proceso de hibridacion, cada uno de los spots
es excitado mediante rayo laser y escaneado a ciertas
longitudes de onda especificas para detectar la luz emitida
por los marcadores fluorescentes utilizados. La cantidad
de luz detectada corresponde directamente a la cantidad
de acidos nucleicos unidos en el chip. Al final del ensayo,
se obtiene una imagen del microarreglo, en la cual cada
spot posee un valor de fluorescencia que representa la
presencia o no del gen o secuencia analizada. La imagen
obtenida debe ser procesada, transformada y normalizada
para poder interpretar los resultados finales 19,

La mayoria de las casas comerciales provee, junto al
escaner, los diferentes paquetes computacionales para
procesar dichas imagenes. En un primer paso se debe
localizar e identificar el spot dentro del microarreglo
para asi distinguirlo de cualquier otra fluorescencia que
se pueda detectar. Como se menciond anteriormente,
el proceso de printing actualmente es automatizado y
ordenado, lo que facilita la localizacion de cada spot 19
(Ver figura 3).
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Posteriormente, se define el area dentro del spot que se va analizar
y asi diferenciarla de la sefial de fondo. Existen dos métodos para
estimar la sefial proveniente del spot. El primer método consiste en
definir, previamente, un tamafo de area determinado y posicionarlo
en el centro del spot; este es mucho mas barato, pero mas propenso
a errores a la hora de estimar la intensidad de la sefial de fondo. El
segundo método consiste en definir detalladamente el limite del spot
e incluir unicamente los pixeles ubicados dentro de estos limites. Este
método estima de mejor manera la intensidad del spot, pero tiene la
desventaja de que computacionalmente necesita equipos con mayor
capacidad y el procesamiento es mas lento ' (Ver figura 3).

Una vez que se han definido las areas por analizar, se calcula
una serie de parametros que facilitaran la interpretacion de los
resultados. De forma general, se realiza un conteo de los pixeles y
se estima el promedio (conocido como k media) y la mediana, tanto
del area del spot como del area alrededor del mismo, para estimar la
sefial de fondo. Otro aspecto importante por considerar es el nimero
de los pixeles, el cual va a depender del equipo utilizado. La mayoria
de los escaneres detectan pixeles de 10 pm, es decir, en un spot de
200 pm de didmetro se contabilizan aproximadamente 314 pixeles. En
casos cuando el spot es mucho mas pequeilo o se desea aumentar la
resolucion, se recomienda medir pixeles de 5 pm, con el inconveniente
de que la informacion obtenida sera de mayor peso (©.

Figura 2. Esquema de Hibridacion Gendmica Comparada. Se emplean dos muestras de ADN, una del paciente (marcada de color
verde) y la otra de referencia (rojo) con la cual se comparara el paciente.

Nota: Tomado y adaptado de Shinawi y Cheung, 2008.

Anélisis Computacional

T= Rspof -R sefial de fondo
Gspaf - Gseﬂal de fondo
Paticula  Sefial de
Rasgufio depolvo fondo Pixel

Razon de Fluorescencia:

f Duplicacion

] } \[f-l)eleclén

VERDE
ROJO

Sefial Area
delspot  del spot

Figura 3. Analisis de datos. A. Con base en las intensidades de fluorescencia emitida por las moléculas de ADN hibridadas en
el microarreglo se calcula una razén de fluorescencia (paciente:referencia o verde:rojo). Gracias a que se conoce la identidad de
cada uno de los spots, los sistemas informaticos localizan a nivel cromosémico el sitio preciso donde se encuentra la mutacion.
B. La intensidad de la fluorescencia es medida a través del conteo de los pixeles. La razon matematica de la fluorescencia (T) se
calcula con base en los pixeles emitidos por el ADN del paciente (R) entre los pixeles del ADN de referencia (G). Es importante
resaltar que a ambas sefiales se le debe restar la sefal de fondo.

Nota: Tomado y adaptado de: Rare Chromosome Disorder Support Group; Babu, 2004.
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La intensidad obtenida puede ser reportada a través
de razones matematicas de las medias (T). Donde R
representa la intensidad medida en pixeles (k media) de
la muestra analizada y G la del material de referencia.
A dichas mediciones se les debe restar las sefales de
fondo (Ver figura 3). En el proceso de analisis de las
imagenes, en algunos casos, es necesario transformar
los datos mediante conversiones logaritmicas o inversas.
Finalmente, los datos deben ser normalizados para corregir
todas aquellas variaciones que puedan obstaculizar una
correcta comparacion e interpretacion de los resultados
(9 Afortunadamente, dichos procesos estadisticos y
matematicos son realizados de forma automatica por los
distintos programas de las casas comerciales.

Paralelo al proceso de medicion de la sefial fluorescente,
los softwares disponibles identifican en qué posicion
cromosomica se encuentra la alteracion, segtin el clon o
constructo donde se detecte el desequilibrio en la razon
de sefial referencia/paciente ©.

Una vez detectado un desbalance cromosomico, este
debe ser confirmado por medio de procedimientos
citogenéticos, amplificaciones, secuenciacion, o bien otro
microarreglo con una plataforma de mayor resolucion 19,
Este proceso de confirmacion es fundamental cuando se
utilizan clones en fase experimental, pues muchos de estos
no corresponden a la secuencia de clones de referencia,
no estan incluidas dentro de la gama de marcadores FISH
0 no coinciden con estos. Este proceso es importante para
normalizar la informacion disponible y prevenir errores y
confusiones a la hora de interpretar un resultado, pues la
informacion arrojada por un microarreglo debe coincidir
con la arrojada por un FISH ©.

Como se puede notar, uno de los mayores requisitos de
la CGH es contar con una plataforma de alta capacidad
de resolucioén. Es decir, con una sensibilidad de deteccion
adecuada para pequeiias sefiales de fluorescencia.
Ademas del escaner, es necesario contar con paquetes
informaticos poderosos para procesar los datos obtenidos.

¢Cuales son los resultados que
podemos esperar en una aCGH?

Podemos distinguir tres tipos de resultados de una CGH.
En primer lugar, un resultado normal que indica la
ausencia de desbalances clinicamente significativos, es
decir, no se detectan duplicaciones o deleciones segun la
resolucion del arreglo empleado y no es necesario estudios
parentales posteriores. Por otro lado, encontramos un
resultado “anormal” cuando se detectan desbalances
(deleciones y duplicaciones) que poseen suficiente
evidencia clinica para relacionarlos con una patologia
especifica, de ahi la importancia de contar con acceso a
bases de datos actualizadas; en estos casos se recomienda

realizar estudios parentales cuando se sospecha de
translocaciones o bien que uno de los progenitores
presenta ciertos sintomas ©. El ultimo tipo de resultado
corresponde a cuando se detecta un desbalance con poca
evidencia clinica. El hallazgo puede corresponder a una
simple variante que no esta relacionada con el cuadro
clinico o bien una alteracion patologica totalmente nueva.
Aquellos resultados dudosos podrian ser subclasificados
como probablemente benignos o probablemente
patologicos, segun la informacion disponible en ese
momento ©.

Ventajas y desventajas de la aCGH

Entre las ventajas que ofrece la aCGH, se mencionan:
alta resolucion, automatizacion, robustez, simplicidad,
rapidez, alta reproducibilidad, deteccion precisa de
aberraciones, tiempo de respuesta mas cortos, no
se necesita cultivo de células, se necesitan pocos
microgramos de ADN genoémico y, en casos de
microarreglos del genoma completo, se obtienen
resultados inesperados que pueden ser muy utiles para
establecer o complementar el diagndstico. Ademas,
detecta duplicaciones y mosaicismos que no pueden ser
identificadas por medio de los procedimientos usuales
de citogenética © %19 Para ejemplificar la rapidez de
la técnica, analizar 5 Mb de una region subtelomérica
se necesitan mas de 2 000 hibridaciones individuales,
mientras que en un microarreglo se podria analizar el
cromosoma completo en pocos pasos ©,

Su limitante principal es la incapacidad de detectar
poliploidias y  rearreglos  balanceados  como
translocaciones e inversiones. Las plataformas que gozan
de buena resoluciéon son muy costosas y en ciertos casos
los resultados arrojados son de dificil interpretacion tal
como ocurre con variaciones en el nimero de copias de
ADN de significado patologico incierto o de novo y otros
polimorfismos €% 10,

Arreglos de polimorfismos de un tnico
nucleétido

Ademas de los arreglos de oligonucle6tidos, los arreglos
de SNP (siglas en inglés de polimorfismos de un tnico
nucledtido) ocupan el segundo lugar de chips utilizados
en el campo clinico. Recordemos que un SNP se define
como la variacion de un solo nucleoétido o unos cuantos en
la secuencia de ADN entre un par de cromosomas, entre
individuos, entre poblaciones o entre especies generando
diferentes alelos para un mismo locus %9,

En el genoma humano encontramos mas de 10 millones
de SNP, muchos de ellos ampliamente descritos y
relacionados con manifestaciones clinicas. Ademas, para
ciertos Joci ya se conocen cuales son los alelos que poseen,
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lo que permite el disefio de arreglos de SNP que brindan
informacion sobre la cigosidad, informacion que no puede
ser obtenido a través de las sondas de oligonucleétidos,
pues tnicamente detectan CNV ©,

Como se menciond anteriormente, es importante contar
con acceso a bases de datos para poder interpretar
correctamente los resultados obtenidos. Por ejemplo, se
cuenta con la base de datos ClinGen: Clinical Genome
Resources (http://clinicalgenome.org/) que contiene los
lineamientos estandarizados para disenar arreglos e
interpretar sus resultados. Dicha base de datos contiene
toda la informacion y herramientas brindadas por el
Consorcio Internacional de Arreglos Citogenéticos
(ISCA, por sus siglas en inglés). Otra base de datos es
DECIPHER (Database of Chromosomal Imbalance
and Phenotype in Humans using Ensemble Resources),
la cual provee informacién relacionada al fenotipo de
las distintas alteraciones identificadas a nivel mundial
(https://decipher.sanger.ac.uk/) ©.

Aplicaciones del aCGH

Diversos estudios han demostrado, aproximadamente,
un 15% de efectividad en detectar anormalidades
cromosodmicas relacionadas con el retardo mental, frente
al 3.7% del bandeo de cromosomas y 2.5-7% del FISH
10,19, 200 - Ademas, se ha observado una tasa de deteccion
entre el 10 y 16% en alteraciones de novo en pacientes con
retraso mental y retraso en el desarrollo (%222,

Otras investigaciones realizadas en pacientes con autismo
o sospecha de padecerlo han logrado detectar cambios de
novo en la variacion de numero de copias de ADN (CNV),
microdeleciones y microduplicaciones. Por otro lado, se ha
demostrado que aCGH posee la mas alta sensibilidad para
detectar alteraciones desbalanceadas en pacientes con
caracteristicas dismorficas y anormalidades congénitas
multiples. Ademas, se ha observado que pacientes
con defectos balanceados, identificados por técnicas
citogenéticas, poseen alteraciones desbalanceadas que en
un principio pasaron desapercibidas (9.

Gracias a la sensibilidad molecular, a la alta resolucion de
las plataformas y a la cooperacion internacional, mediante
bases de datos en linea, se han logrado identificar y
describir nuevos sindromes producto de microdeleciones
y microduplicaciones, asi como redefinir caracteristicas
de sindromes ya conocidos. Ademads, estos microarreglos
pueden ser utilizados para identificar genes causantes de
enfermedad .

Con respecto a los analisis prenatales, los microarreglos
de CGH tienen la sensibilidad y validez para detectar
todos los rearreglos submicroscopicos que no pueden

ser identificados mediante la tincion de bandas en un
cariotipo. También se ha observado que esta técnica
detecta un 16% de desbalances gendmicos en cariotipos
normales de fetos con multiples malformaciones ¢ '9. Sin
embargo, es importante ser cautelosos con los resultados
obtenidos, pues en la mayoria de las situaciones, se
obtienen datos completamente nuevos o con muy poca
evidencia clinica que respalde una correcta interpretacion
y asesoramiento prenatal .

En el campo de la oncologia, aCGH provee informacioén
para identificar y localizar oncogenes; se convierte asi
en una herramienta util en el diagndstico, clasificacion
y pronéstico de diferentes tipos de cancer. Por otro lado,
tiene el potencial de clasificar tumores y predecir el grado
de progreso segun el perfil de expresion de ciertos genes.
En la literatura podemos encontrar diversos estudios de
expresion en varios tipos de adenocarcinomas, leucemia
mieloide aguda, carcinoma de vejiga de células de
transicion, cancer de seno, entre otros 1019

Otras aplicaciones

Es importante aclarar que la técnica de hibridacion
gendémica comparada es un método mas que utiliza
microarreglos de ADN. Existen otras metodologias
de hibridizacion en chips con otras aplicaciones, por
ejemplo, comercialmente estan disponibles microarreglos
de ARNr para el diagnodstico de infecciones bacterianas
y virales en muestras de sangre, aspirados traqueales,
liquido cefalorraquideo y muestras diarreicas entre otras.
Este tipo de métodos tiene el potencial de ser utilizado en
la identificacion de cultivos bacterianos y determinacion
del perfil de sensibilidad a los antibidticos segtn las
mutaciones identificadas 7. Asi mismo, es importante
no olvidar todas las alternativas en el campo de la
farmacogendmica, prondstico y tratamientos oncologicos,
y deteccion de mutaciones especificas en trastornos
hormonales y metabdlicos, entre otras 19,

Sin lugar a duda, son numerosas las aplicaciones que
estan por desarrollarse y que utilicen como base la
tecnologia de los microarreglos. Hace 14 afios, Edwin
Southern escribid que era muy prematuro escribir la
historia de los microarreglos, pues tenia mas futuro que
pasado; actualmente, esta situacion continlia siendo una
realidad. Asi como sucedié con los métodos de PCR,
pronto estaremos familiarizados a escuchar el término
chip o microarreglo entre los pasillos del laboratorio.
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Estudio de la calidad fisicoquimica y
bacterioldgica de la leche humana colectada en
el Banco de Leche Humana del Hospital Carlos

Resumen:

Se analizan los resultados obtenidos en los procesos de
seleccion, clasificacion y pasteurizacion en el Banco de
Leche Humana desde junio de 2011 hasta diciembre de
2014, con el fin de evaluar la calidad fisicoquimica y la
seguridad microbiolégica de la leche humana colectada
y de la leche pasteurizada. Se analiza el porcentaje de
rechazo por suciedades, la acidez Dornic (2D), el contenido
energético y el control microbioldgico postpasteurizacion.
Se observa un porcentaje alto de rechazo por suciedades,
sobre todo de la leche de donacién domiciliar. La leche
aceptada, luego de la revisién por suciedades, es 100%
apta para consumo y muestra una gran variacion en el
contenido energético. Los controles bacteriolégicos post
pasteurizacion fueron negativos para todas las leches
lo que garantiza la eficacia del proceso, por lo que el
producto final puede considerarse leche pasteurizada de
Optima calidad y extrema seguridad.

Palabras clave: Leche humana, calidad fisicoquimica,
seguridad microbioldgica.

Introduccion

a nutricion adecuada es fundamental para la
supervivencia, crecimiento fisico, desarrollo
mental, desempefio, productividad, salud y
bienestar durante toda la vida: desde las primeras
etapas del desarrollo fetal y el nacimiento, hasta la
lactancia, nifiez, adolescencia y edad adulta ®. En el caso de
los lactantes, la leche materna es, indiscutiblemente,
el alimento Optimo; sus cualidades nutricionales e
inmunoldgicasle ofrecen proteccion frenteaenfermedades
infecciosas a corto y largo plazo, y aseguran su desarrollo
@3 Se recomienda la lactancia materna exclusiva durante

Luis Valverde Vega

Yahaira Ramos-Chavarria'

Abstract:

The results obtained in the process of selection,
classification and pasteurization of the Human Milk Bank
fromJune 2011 to December 2014 were analyzedin order to
evaluate the quality, physical-chemical and microbiological
safety of collected human milk and pasteurized milk as the
final product. The rejection rate was determined by dirt,
Dornic acidity (2D), the energy content and microbiological
control post pasteurization. A high percentage of
rejection was observed for dirt, especially in household
milk donation. The milk accepted after being checked for
impurities was considered 100% suitable for consumption
and showed a great variation in the energy content. The
post pasteurization controls were negative for all the milk
samples ensuring the effectiveness of the process, so that
the final product can be considered pasteurized milk of
optimal quality and extreme safety.

Key words: Human milk, physical-chemical
microbiological safety.

quality,

los primeros seis meses de vida y hasta, al menos, los dos
afios de edad, complementada con otros alimentos ¢

Cuando la lactancia no puede darse directamente de la
madre a su hijo, la leche donada y pasteurizada en los
bancos de leche humana (BLH) es la mejor opcion para
alimentar a los nifios, especialmente para los prematuros
y para aquellos nifios que presentan alguna condicion de
salud especial %7

Los BLH se encargan de recolectar leche de otras
madres, clasificarla, pasteurizarla, congelarla y
distribuirla, garantizando la mads alta calidad, a nifios
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que realmente la necesitan 9. Para asegurarse de que la
leche humana pasteurizada (LHP) sea de 6ptima calidad
y maxima seguridad, se le realiza, de rutina, controles
fisicoquimicos a la leche donada. Estos controles evaltian
ciertos parametros como son: color, olor, suciedades,
acidez titulable (Dornic), crematocrito, y se realiza un
control bacteriologico una vez pasteurizada ©

En Costa Rica funciona, desde el anio 2011, un tinico BLH,
especificamente en el Hospital Carlos Luis Valverde Vega
(HCLVYV), en San Ramén, provincia de Alajuela, Costa
Rica. Este se adecua a las normas y especificaciones
técnicas dictadas por la Red Iberoamericana de Bancos
de Leche. La presente investigacion consistio en evaluar
la calidad fisicoquimica y bacteriologica de la leche
humana colectada desde junio de 2011 hasta diciembre
de 2014; se tomo en cuenta el porcentaje de rechazo por
suciedades, la acidez titulable (Dornic), el contenido
energético y el control bacterioldgico postpasteurizacion.

Materiales y métodos

Se realiz6 un analisis de los resultados obtenidos en los
procesos de seleccion, clasificacion y pasteurizacion del
BLH desde junio de 2011 hasta diciembre de 2014. Se
analizaron 2 590 muestras de leche humana procedentes
de 299 donantes que acudieron a donar al BLH o lo
hicieron desde sus domicilios.

Rechazo por suciedades: Todas las muestras fueron
sometidas a los procedimientos de seleccion; se verifico
embalaje, color, sabor y suciedades, segtin lo establecido
en las Guias Técnicas para el Funcionamiento de Bancos
de Leche Humana®.

Las 1 882 muestras aceptadas, luego de la verificacion
de suciedades, fueron clasificadas segun el periodo de
lactancia de la madre en calostros (primeros 6 dias),
leches de transicion (7-14 dias) y leche madura (> 15 dias)
19y fueron sometidas a las siguientes determinaciones:

Acidez titulable (en grados Dornic [°D]): Se realiz6 segiin
la técnica estandarizada de las Guias Técnicas para el
Funcionamiento de Bancos de Leche, la cual consiste
en una titulacion de 1 ml de la muestra con NaOH 9N
usando fenolftaleina al 1% en solucion alcoholica como
indicador. Esta determinacion se ejecuto por triplicado y
el valor final de la acidez Dornic correspondié a la media
aritmética @

Calculo del contenido energético (kcal/l): Se utilizo
la técnica de Lucas !V para la determinacion del
crematocrito. Se extrajo una alicuota de 1 ml de leche
y se calento en bafio maria a 40°C durante 10 minutos.
Una vez transcurrido ese tiempo se extrajeron 3 alicuotas
de aproximadamente 75 pl en tubos microcapilares. Se

cerrd uno de los extremos del capilar con plastilina y
se centrifugd por 15 minutos a 10 000 r.p.m. Se utilizd
la formula: Contenido Energético Total (kcal/l) = % de
crema x 66.8 +290. El valor final corresponde a la media
aritmética, resultado de las tres alicuotas ©

Control bacteriologico: Se realizdo la deteccion de
coliformes totales en la leche ya pasteurizada: se
inoculé 4 ml de leche de cada frasco en caldo bilis
verde brillante al 5% y se incub6 a 36°C por 48 horas;
se sigui6 el procedimiento de las Guias Técnicas para el
Funcionamiento de Bancos de Leche Humana ©.

Resultados y discusién

Rechazo por suciedades de leche humana ordefiada
cruda (LHOC)

Se analizaron 2 590 muestras de leche humana
procedentes de 299 donantes, para un total de 312 litros
de LHOC. Del total de leche donada, 708 muestras (43%)
fueron rechazadas por suciedades antes del proceso de
pasteurizacion.

De los 312 litros recibidos, el 11% (35 1) fue donado en el
domicilio de la donadora y de esta leche domiciliar 18 1
fueron rechazados por presentar algtin tipo de suciedad;
eso significa que el 51% de la leche proveniente de
donacion domiciliar no cumple con los parametros para
ser aceptada. Por otro lado, de la leche donada en el
centro de recoleccion del propio BLH, solo se rechazd
el 26 %.

La Red Brasilena de Bancos de Leche Humana y la
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria resaltan
que la recoleccion de la leche puede realizarse en el
domicilio de la donante ?, sin embargo, si las técnicas
de higiene no son realizadas correctamente, ademas de
favorecerse el crecimiento microbiano, se promueven
el consumo de los factores de proteccion y la reduccion
del valor nutricional de la leche humana extraida. Para
lograr que las donadoras realicen la extraccion con rigor
higiénico-sanitario es indispensable orientarlas sobre los
procedimientos adecuados ¥

Aunque no se cuenta con una norma que indique qué
porcentaje de rechazo puede ser aceptable, estudios
como el de Mitsue en 2010 ™ reporta un 6% de rechazo
por suciedades, por lo que el porcentaje de rechazo
obtenido en la muestra analizada resulta bastante alto, lo
cual sugiere que las orientaciones deben ser reforzadas.

Los demas parametros del estudio se realizaron a las 1 882
muestras aceptadas luego de la revision de suciedades.
Se clasificaron segiin el periodo de lactancia de la
donadora en: calostro (52 muestras), leche de transicion
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(109 muestras) y leche madura (I 721 muestras). Estas
fueron sometidas a las siguientes determinaciones:

Acidez titulable (°D)

La leche humana presenta una acidez original dada por
sus componentes que oscila entre 1.0 y 4.0°D, y una
acidez desarrollada por acido lactico producido por el
crecimiento bacteriano 9 Al analizar las 52 muestras
de calostro, se observa un promedio de 3.32°D con
desviacion estandar de 1.07; esto se traduce en que la
mayor parte de los datos de acidez se distribuyen entre
2.25 y 4.39. De las 109 muestras de leche de transicion,
se obtiene un promedio de 3.79 °D con una desviacion
estandar de 0.90; la mayor parte de los datos de acidez de
distribuyen entre 2.89 y 4.69°D.

Por ultimo, la distribucion de los valores de acidez de las
1 721 muestras de leche madura esta entre 2.61 y 4.23°D,
con un promedio de 3.42°D y una desviacion estandar
de 0.81.

Los resultados de las distribuciones de acidez de los tres
tipos de leche se muestran en la tabla 1.

Segun el V Congreso Espafiol de Lactancia Materna,
realizado en Murcia, en el ano 2009, la leche materna de
optima calidad es aquella recién donada cuya acidez varia
entre 1 y 4°D, pues es una leche que esta practicamente
libre de 4cido lactico y acidos grasos libres @. El presente
estudio detectd que el 75% del calostro, el 54% de la leche
de transicion y el 75% de la leche madura mostraban
una acidez menor a 4°D. El 26% de todas las muestras
mostraron acidez mayor a 4°D, pero siempre por debajo
de 8°D, por lo que el 100% de las muestras analizadas
fueron aptas para consumo ¥

Estos resultados reflejan una buena calidad de la leche
procesada, cuando se comparan con los resultados
del estudio de Silva, en el que el 20% de la leche fue
descalificada por tener acidez superior a 8°D y menos del
20% presento6 acidez menor a 4°D (9, Cavalcante et al 9,
en un estudio que utilizé 4 204 muestras, encontraron que
el 77.2% tenia acidez menor a 4°D y el 7% mostro valores
por encima de 8°D. En el 2008, Vasquez y colaboradores
obtuvieron un rechazo de 10% de leche por tener acidez
mayor a 8°D; y de la leche con acidez aceptable, el 72%
evidencié una acidez igual o menor a 4°D (9. En ese
mismo afno, Martinez y colaboradores pasteurizaron 179
625 litros de leche y de esta el 64% tenia acidez menor
a 40D (17)

Adicional a lo anterior, se determin6 que existe diferencia
entre la leche colectada en el BLH y la domiciliar. El
primer tipo de leche presenté una acidez promedio de
3.39 °D (desviacion estandar de 0.71) y la obtenida por
donacion domiciliar 4.13 (desviacion estandar de 1.10). A
pesar de esta diferencia, ambos tipos de leche muestran
valores de acidez aceptables.

La acidez titulable en °D refleja, directamente, el grado de
contaminacion bacteriana que posee la leche del BLH, por
lo que se considera adecuada como control de calidad ®.
Ademas, es importante conocer los valores de acidez,
ya que la leche con acidez mayor que 8°D sufre una
reduccion en el valor energético y puede, adicionalmente,
causar acidosis o alcalosis metabdlica y enterocolitis
necrotizante en neonatos *, razén por la cual debe ser
descartada.

Contenido energético

El apoyo nutricional es reconocido como uno de los
principales pilares en el tratamiento de los recién nacidos,
sobre todo de aquellos de muy bajo peso al nacer. Para
hacer un uso adecuado de la leche humana procedente

CALOSTRO LECHE DE TRANSICION LECHE MADURA
Acidez N.2 de muestras % N.2 de muestras % N.2 de muestras %
1-1,9 3 5,77 - 3 0,17
2-2,9 8 15,38 8,26 253 14,7
3-3,9 28 53,85 50 45,87 1042 60,55
4-4,9 6 11,54 34 31,19 292 16,97
5-5,9 6 11,54 11 10,09 100 5,81
6-6,9 = = 3 2,75 21 1,22
7-79 1 1,92 2 1,83 8 0,46
>8 - - - - 2 0,12
Total 52 100 109 100 1721 100

Tabla 1. Valores y distribucion porcentual de la acidez (°D) del calostro, la leche de transicion y la leche madura recolectados en
el BLH. Junio 2011 a diciembre 2014. HCLVV, San Ramon.
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del BLH es esencial conocer el valor caldrico final
ofrecido, para que se pueda garantizar el aumento de
peso satisfactoriamente %29, El valor caldrico se calcula
mediante el crematocrito; este se obtiene mediante un
método sencillo y barato; fue descrito por Lucas ef a/ en
1978; se ha encontrado una buena correlacion entre el
valor caldrico de la leche y el crematocrito (2.

La tabla 2 muestra los resultados del contenido
energético y su distribucion porcentual para los tres tipos
de leche analizadas. Las muestras de calostro analizadas
arrojaron un promedio de 757 kcal/l, con una desviacion
estandar de 185. Este valor resulta alto pues los estudios
sefalan que el valor promedio de kcal/l para el calostro
es 580, menor que el de la leche madura, ya que tiene
mayor cantidad de proteinas, vitaminas liposolubles
(E, A, K), carotenos y algunos minerales como sodio y
zinc, ademas, menor cantidad de lactosa y grasa @>29.
Almeida y Dérea @Y encontraron un promedio de 537
kcal/l; Silva 19 obtuvo 610 kcal/l; Dias et al ®® reportaron
un promedio de 638 kcal/l y Saarela et al @ observaron
un promedio de 677 kcal/l. Todos los valores anteriores
son menores al obtenido en este estudio.

superiores o similares a las nuestras: Viera et a/ 1 obtuvo
un valor promedio de 859 kcal/l, mientras que Saarela et
al @ y Dias et al ® observaron medias de 689.9 kcal/l y
690 kcal/l, respectivamente. En general, se considera que
el contenido energético de la leche madura es alrededor
de 700 kcal/1 @2,

Los resultados muestran una gran variabilidad en el
contenido calérico de la leche donada; esto permite
la seleccion de la leche por administrar segin las
necesidades de cada paciente. Por lo anterior, es
importante determinar el contenido energético de la
leche materna de los BLH, con el fin de poder suministrar
a cada receptor la leche que vaya a ayudar mas en su
correcta nutricidén y para contribuir al mantenimiento de
¢ésta como el alimento ideal.

Control de calidad bacteriolégico

La leche humana es un excelente medio de cultivo para
el desarrollo de microorganismos. Estos pueden llegar
a ella a través de su manipulaciéon y procesamiento.
Para asegurar su inocuidad microbiologica, se aplica un

CALOSTRO LECHE DE TRANSICION LECHE MADURA

keal/l mllj:s:lreas e mll\j:s?:as e mll\ll:s::l:as e
200-299 - - - - 3 0,17
300-399 - - - - 108 6,28
400-499 4 7,69 6 5,50 203 11,80
500-599 7 13,46 9 8,26 310 18,01
600-699 10 19,23 24 22,02 353 20,51
700-799 15 28,85 24 22,02 376 21,85
800-899 7 13,46 20 18,35 219 12,73
900-999 1,92 14 12,84 84 4,88
>1000 8 15,38 12 11,01 65 3,78
Total 52 100 109 100 1721 100

Tabla 2. Valores y distribucion porcentual del contenido energético (kcal/l) del calostro, la leche de transicion y la leche madura
recolectados en el BLH. Junio 2011 a diciembre 2014. HCLVV, San Ramoén

Para la leche de transicion, se obtuvo un promedio de
782 kcal/l con una desviacion de 166. Otros estudios han
encontrado promedios menores en este tipo de leche: 664
kcal/l @, 637 kcal/l 9y 521 kcal/1@9.

El promedio de kcal/l, para la leche madura, fue 678 con
una desviacion estandar de 166; esta media es mayor que
la encontrada por Silva ! en el 2008, quien obtuvo una
media de 658.5 kcal/l para leche madura; esta mayor
que el trabajo de Almeida y Dérea ¥ en 2006, donde la
media fue 529 kcal/l. Otros trabajos observaron medias

tratamiento de pasteurizacion, el cual inactiva el 100%
de las bacterias patdgenas y el 90% de la flora saprofita,
a través del binomio temperatura/tiempo (62.5°C por 30
minutos) @7,

En los BLH, luego de la pasteurizacion, por protocolo
se realiza un control bacterioldgico. De las muestras
analizadas en este estudio, el 100% resultaron negativas.
Este resultado coincide con el de Duran ef al @7, quienes
obtuvieron un 100% de negatividad en un estudio a 30
muestras. Sin embargo, Serafini et al ®¥, encontraron un
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5.6% de muestras positivas luego de pasteurizar bajo las
mismas condiciones.

Los resultados obtenidos demuestran que las condiciones
bajo las cuales se pasteuriza la leche en el BLH del
Hospital de San Ramoén son apropiadas y permiten
obtener productos seguros y de calidad.

Conclusiones

El 43% de rechazo de leche por suciedades, sobre todo
de la leche donada desde el domicilio, indica que las
medidas higiénicas sanitarias durante la extraccion de
la leche no estan siendo suficientes para garantizar la
calidad de esta.

El 100% de las muestras que pasan la seleccion
(suciedades, olor, color) y llegan a la pasteurizacion tiene
acidez menor que 8°D y por tanto son aptas para consumo.
El 74% de las muestras puede ser catalogado como de
optima calidad ya que tiene acidez menor que 4°D.

El contenido energético de la leche donada varia desde
290kcal/l hasta valores encima de 1 000 kcal/l, lo
que justifica la necesidad de determinar el contenido
energético para ofrecer la leche adecuada que cumpla
con los requerimientos de cada receptor.

El 100% de la leche, después de pasteurizar, fue negativa
para la deteccion de coliformes, lo que garantiza la
eficacia del proceso y la inocuidad del producto final.

El producto final ofrecido por el BLH del Hospital Carlos
Luis Valverde Vega es LHP que se puede considerar de
optima calidad y extrema seguridad.
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Troponina: biomarcador de eleccién para el
diagnostico de infarto agudo de miocardio

Resumen:

El infarto agudo de miocardio se define por la presencia
de necrosis miocdrdica en combinaciéon con evidencia
clinica de isquemia del miocardio. Su diagndstico requiere
de la elevacién o disminucidn de biomarcadores cardiacos
(preferiblemente troponina) en, al menos, un valor
superior al limite de referencia del percentil 99 de una
poblacién sana. La troponina es altamente especifica de
necrosis miocardica, sin aportar el origen de la causa de
la muerte del miocardiocito. El ensayo de alta sensibilidad
para la troponina cardiaca tiene mayor sensibilidad, pero
menor especificidad que los ensayos convencionales y
puede ser util en el tamizaje de los pacientes.

Palabras clave: Biomarcadores cardiacos, infarto agudo
de miocardio, diagndstico salival.

Introduccion

l infarto agudo de miocardio (IAM) es la

principal causa de muerte en los paises

desarrollados @, por lo que es de vital

importancia su diagnéstico temprano para
proceder a implementar todas aquellas medidas
clinicas que buscan preservar la funcion cardiaca. Los
biomarcadores de dafio cardiaco, y especialmente la
troponina, han venido a revolucionar el diagndstico del
IAM y el manejo de los pacientes que han sufrido este
evento. Ante este panorama, es imperativo conocer mas
a fondo la determinacion de troponina, sus ventajas y sus
limitaciones como biomarcador de dafo cardiaco y del
IAM; este es el proposito de este trabajo.

Infarto de miocardio

El TAM se define como la muerte de células miocardicas
debido a isquemia prolongada. En el Documento de
Consenso de Expertos del afio 2013 @, se incluyen los

Carlos Carvajal-Carvajal'

Abstract:

Acute myocardial infarction (AMI) is defined by the
presence of myocardial necrosis in combination with
clinical evidence of myocardial ischemia. The diagnosis of
acute myocardial infarction requires the rise and/or fall of
cardiac biomarkers (preferably troponin) with at least one
value above the 99th percentile of the upper reference
limit in a healthy population. Even though troponin is
highly specific for myocardial necrosis, it provides no
information on the etiology of myocite death. The high-
sensitivity assay for cardiac troponin has higher sensitivity
but lower specificity than the conventional assays and,
thus, may be useful in triaging patients.

Key words: Cardiac biomarkers, myocardial infarction,
salivary diagnosis.

cinco tipos de IAM. El tipo 1 es el mas frecuente y es
causado por la ruptura, erosion, ulceracion, fisura o
diseccion de una placa ateromatosa, con el resultado de
la formacion de un trombo intraluminal. Los tipos 2, 4 y
5 tienen su origen en causas diferentes a la presencia de
un ateroma. El tipo 3 es causado, presumiblemente, por
un evento ateromatoso, como el tipo 1, pero la muerte
sobreviene antes de poder obtener una muestra sanguinea
y no se dispone por ende de biomarcadores para este tipo
de IAM.

Para el diagnostico del IAM se requiere la deteccion
de una elevacion o disminucion del biomarcador
(preferiblemente troponina) con al menos un valor
que supera el percentil 99 de la poblaciéon normal de
referencia (limite superior de referencia). El percentil
99 debe ser medible con un coeficiente de variacion
del 10% o menor. Ademads, se necesita al menos uno
de los siguientes hallazgos: sintomas de isquemia,
cambios del electrocardiograma indicativos de isquemia

Articulo recibido el 23/03/2015 / Aceptado para su publicacién el 25/05/2015.
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activa, identificacion de un trombo intracardiaco
por angiografia o mediante la autopsia o evidencia,
mediante imagenes, de pérdida reciente de miocardio
viable o de una anormalidad reciente en el movimiento
de la pared -39,

La elevacion o disminucion (cambio dinamico) en las
medidas seriadas de la troponina (Tn) es esencial para
el diagnoéstico de IAM; esto por la presencia de valores
cronicamente aumentados de Tn en situaciones de
ausencia de isquemia y de IAM; se tienen las siguientes

causas: anemia grave, hipertension, miocarditis,
insuficiencia cardiaca, hemodialisis, insuficiencia
renal, asma severa, sepsis, ejercicio extenuante,

arritmias, cirugia cardiaca, embolismo pulmonar y otras
condiciones ¢, Por ejemplo, Artunc y colaboradores, en
un estudio mostraron que los pacientes con falla renal
terminal tienen concentraciones de Tn por encima del
percentil 99. Ante este nivel basal elevado de Tn, la
unica forma de diagnosticar el IAM es demostrando una
elevacion o disminucion dinamica del biomarcador entre
varias muestras consecutivas a diferente tiempo ®.

Algunos investigadores proponen que ante mediciones
consecutivas de la Tn se calcule la diferencia relativa
(porcentaje) entre las mismas, mientras que otros abogan,
mas bien, por la diferencia absoluta 9. El calculo de la
diferencia entre dos mediciones mejora la especificidad
de la Tn para discernir el IAM. Sin embargo, debe
indicarse que la diferencia relativa es dependiente del
tiempo de la toma de las muestras, lo que complica
su interpretacion y por eso algunos investigadores se
inclinan por utilizar la diferencia absoluta .

La sensibilidad de la prueba de Tn mejora con el tiempo
y se aproxima al 100% entre las 6 y las 12 horas de
admision. El valor predictivo positivo también se
incrementa con el tiempo. No obstante, la especificidad
no varia significativamente con el tiempo 7.

Debe quedar claro que la Tn es un marcador especifico
de dafio o de necrosis miocardica y no precisamente
de TAM. El dafio o lesion miocardica se define como
una elevacion sanguinea de biomarcadores sensibles
y especificos (Tn, CK-MB). La lesion miocardica
ocurre en cualquier situacion de dano a las células
miocardicas y no solo por isquemia y se le encuentra
en la insuficiencia cardiaca, miocarditis, arritmias,
embolia pulmonar, insuficiencia renal o procedimientos
quirargicos coronarios o percutaneos sin incidentes ©-9.
En todos estos casos se detecta un aumento de Tn o CK-
MB y ninguno se debe calificar de IAM, pues la necrosis
miocardica no es de origen isquémico.

Se han propuesto diferentes mecanismos para explicar
la liberacion de Tn en diversas situaciones, en ausencia

de isquemia: apoptosis, liberacion celular de productos
proteoliticos, permeabilidad celular incrementada con
estrés y liberacion de vesiculas de membrana -llamados
blebs-, que llevan y liberan Tn @9, En muchos casos,
esta liberacion corresponde a cantidades minusculas
de Tn y explicaria la elevacion de bajo nivel detectada
solamente con el ensayo de Tn de alta sensibilidad.

Troponina

La troponina es un complejo proteico esencial para
el proceso de contraccion y relajacion muscular. Esta
formada por tres subunidades designadas como TnT, Tnl
y TnC. Las tres subunidades son codificadas por genes
separados. Cada gen tiene isoformas especificas de tejido.
El miocardio cuenta con sus propias isoformas de TnT y
Tnl diferentes a las de otras células musculares y esta
exclusividad hace a estas dos subunidades tan especiales
como biomarcadores cardiacos ¥. La mayoria de la Tn
esta estructuralmente asociada a las miofibrillas, sin
embargo, aproximadamente, el 7% de la TnT y el 3%-5%
de la TnI se hallan libre en el citosol de los miocardiocitos
@, Después de ocurrir un dafio hay una elevacion bifasica
en la Tn sérica que corresponde a una liberacion inicial
de la Tn citoplasmica libre, seguida de una liberacion
gradual de la Tn unida a la miofibrilla “Y. La Tn puede
ser detectada de 2 a 4 horas después del inicio del dafio
miocardico; por eso se recomienda la toma de muestras a
la presentacion y luego entre 8 y 12 horas del inicio de los
sintomas o entre 6 y 9 horas después de la admision ).

Es importante enfatizar que debe distinguirse entre
las elevaciones de troponina debido a IAM de aquellas
ocasionadas por condiciones cronicas. Para ello se
necesita la demostracion de un patréon que sube o baja
para distinguir las elevaciones agudas de las cronicas
de Tn @. Entonces, para establecer el diagndstico de
IAM, se necesita un aumento o reduccion de los valores
de Tn con al menos un valor por encima del umbral de
decision (percentil 99) y todo dentro de un contexto de
isquemia. Un valor elevado, sin un patrén dinamico o en
ausencia de isquemia, excluye el IAM y puede orientar el
diagnostico hacia un problema crénico.

Otro problema en la determinacion de la troponina es
la existencia en el mercado de diversos ensayos de
Tnl con una gran variabilidad en la sensibilidad entre
ellos. Estas diferencias en la sensibilidad se deben a
la heterogeneidad de anticuerpos utilizados y a los
componentes de la matriz de cada ensayo. Hay también
en el plasma diversos fragmentos de Tn y los anticuerpos
utilizados en los ensayos los detectan diferencialmente
@, Ademas, cada ensayo tiene su propio valor umbral no
comparable a los de los demas ensayos. Todo lo anterior
impide la comparacion entre ensayos y frecuentemente
entre centros médicos. Para TnT los ensayos son
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producidos por una sola casa fabricante haciendo posible
la comparacion de resultados.

Un ultimo problema concierne a la misma definicion del
valor umbral de decision que corresponde al percentil 99
de una poblacion de referencia. Para la escogencia de la
poblacion de referencia no hay consenso y con diferentes
poblaciones se obtienen diferentes valores umbral
(percentil 99) para un mismo ensayo ©.

Troponina de alta sensibilidad

Los ensayos de troponina de alta sensibilidad (Tnas)
detectan concentraciones hasta diez veces mas bajas de
troponina que los ensayos tradicionales 1. Estos ensayos
tienen, entonces, la ventaja de una deteccion mas rapida
y mas temprana del IAM; ademas, presentan una buena
precision en el percentil 99% de la poblacion ©. Todo
esto permite que la terapia se inicie mas tempranamente.

Con los ensayos tradicionales, la sensibilidad de la
TnT al tiempo de la admision va desde 25% a 65% y se
incrementa a 59% a 90% entre las 2 y las 6 horas después
de la admision. La sensibilidad llega al 100% entre las 6
y las 12 horas de la admision V. Con la Tnas aumenta
la sensibilidad y se acortan los tiempos de toma de la
muestra. Por ejemplo, Aldous y colegas reportan una
sensibilidad de la Tnas de 88.3% al tiempo de la admision
que se incrementaba a 92.2% dos horas después 1.

No obstante, debe recordarse que los ensayos de
troponina son especificos para detectar necrosis
miocardica y no lo son para la causa de esa necrosis.
De ese modo la deteccion de concentraciones menores
de Tn trae aparejado el problema de discernir si esa
elevacion de la troponina corresponde a un IAM. La
mayor sensibilidad del ensayo de Tnas se contrarresta
con una menor especificidad, ocasionando un aumento
de los falsos positivos, y obliga al médico a una mejor
investigacion clinica de cada paciente con un valor
elevado de troponina. Es particularmente importante la
investigacion de valores elevados de troponina que no
superan el valor umbral, pero que son valores mayores
que la media poblacional !9, Estos valores poco elevados
no deben ser ignorados.

El principal desafio de estos ensayos de alta sensibilidad
es evitar el sobrediagnostico de IAM a causa del aumento
de la sensibilidad y la menor especificidad. Actualmente,
existe también la Tn supersensible que obliga a tener mas
cuidado al momento de interpretar valores aumentados
de Tn @7,

Troponina en saliva

Otra alternativa para el diagndstico del IAM es la
medicion de Tn en saliva. La saliva estd compuesta

principalmente de agua, electrolitos y moléculas
organicas, ademas, se encuentran componentes séricos
derivados primariamente de la vasculatura local
que se origina de las arterias cardtidas ®. Muchos
biomarcadores séricos asociados con la inflamacion,
la aterosclerosis, la estabilidad de la placa y el dafo
miocardico se encuentran en la saliva (%29,

En un estudio llevado a cabo por Mirzaii-Dizgah y Riahi
se encontraron niveles aumentados de Tnl en saliva en
pacientes que habian sufrido un IAM, comparados con
los niveles salivales en reposo @Y. En otro estudio, Foley
y colegas, simulando un IAM en un grupo de pacientes,
encontraron que los marcadores de necrosis miocardica
(Tnl, CK-MB y mioglobina) se elevaban, tanto en suero
como en saliva, posterior al infarto, aunque la elevacion era
menor en saliva . El pico 0 maximo nivel de Tnl se alcanzd
entre las 16 y las 24 horas en suero, en cambio en saliva se
alcanz6 posterior a las 48 horas; aunque entre las 24 y las
48 horas ya se notaba una elevacion significativa. En otro
estudio, nuevamente Foley y colegas, lograron demostrar
que varios biomarcadores (incluidos CK-MB, mioglobina y
Tnl) presentaban elevaciones en sus niveles salivales a través
del tiempo cuando eran cuantificados a diferentes momentos
(0, 8, 16, 24 y 48 horas postinfarto) @2.

A pesar de las ventajas que pueda tener la saliva como
muestra (procedimiento rapido, no invasivo, facil de
realizar por personal minimamente entrenado y menor
riesgo de contaminacion para el personal) tiene también
varias desventajas (las proteinas tienen una vida media
corta y el fluido de la cavidad oral hace que las proteinas
salivales sean vulnerables a la degradacion) . Para
evitar la degradacion proteica en los estudios de Foley
y colegas, la saliva fue recogida en tubos estériles que
contenian un inhibidor de proteasas @*?». Otro aspecto
por considerar, con el uso de la saliva, es que la muestra
indicada es la saliva total, sin estimulacion, obtenida en
formaespontanea; pues lasalivaobtenidaporestimulacion
no es adecuada porque se estimula la fase acuosa de la
saliva, resultando en una diluciéon de las proteinas de
interés ®, Otra consideracion a tener en cuenta es el
hecho de que la Tnl se halla en menor concentracion en la
saliva que en el suero y las elevaciones correspondientes,
tras un infarto al miocardio, son menores también en
la saliva, lo que obliga a utilizar sistemas de deteccion
mas sensibles cuando se realiza la prueba en saliva. El
problema no es encontrar analizadores con metodologias
suficientemente sensibles -porque si los hay-, el problema
es el costo economico por prueba cuando se utilizan
tecnologias de alta sensibilidad. Este es un aspecto que
siempre es central a las finanzas del sector salud.

Ademas, para poder utilizar saliva en vez de sangre
como muestra, deben determinarse, primero, los valores
normales de Tnl y de otros biomarcadores de dafio
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miocardico, a nivel poblacional para poder establecer
con certeza el valor umbral (percentil 99). Cualquier
concentracion por encima de este valor daria una
indicacion clara de un dafio miocéardico, que en un
contexto de isquemia indicaria [TAM.

Una variante que usa también saliva como muestra es
la utilizacion de nano chips que permitirian la medicion
simultanea de varios biomarcadores como una alternativa
para aumentar la sensibilidad y la especificidad de la
medicion. Eluso de estos dispositivos permite volumenes
minimos de saliva (100-300 pl), elimina la necesidad
de reactivos externos, reduce el riesgo de goteo y de
contaminacion; ademas, la eliminacion del chip es mas
sencilla y segura. Todo lo anterior reduciria el costo de la
prueba y aumentaria la bioseguridad 9.

A pesar de todos los inconvenientes y de toda la
informacion basica que debe obtenerse, el uso de la
saliva como una alternativa a la sangre (suero o plasma)
posiblemente continuara, al igual que la investigacion
sobre su aplicabilidad.

Conclusiones

El biomarcador preferido para el diagnoéstico del IAM
es la troponina. No obstante, debe tenerse presente que
esta proteina es un marcador de daflo miocardico y no
precisamente de IAM. Por esta razon, cualquier medicion
de este biomarcador debe hacerse dentro de un contexto
de isquemia miocardica.

No basta detectar un solo valor significativamente
elevado de Tn, sino que deben realizarse como minimo
dos determinaciones y demostrar un cambio dindmico de
concentracion en este biomarcador. Ademas, este cambio
dinamico debe ocurrir en un contexto de isquemia
miocardica.

Con el afan de lograr un diagndstico mas temprano,
surge la determinacion de Tn de alta sensibilidad; no
obstante, trae aparejado el problema de una pérdida de
especificidad a costa de un aumento de la sensibilidad.

La determinacion de Tn en saliva constituye una
nueva alternativa, pues presenta varias ventajas citadas
anteriormente, pero todavia falta mas investigaciones
para asegurar su idoneidad en el diagnostico de [AM.
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Aislamiento de Sphingomonas paucimobilis
de herida quirurgica contaminada

Resumen:

Sphingomonas paucimobilis es un bacilo gram negativo,
movil, aerobio, no fermentador que se encuentra
ampliamente distribuido en la y en
ambientes hospitalarios, por lo que puede ocasionar

naturaleza

infecciones nosocomiales principalmente en pacientes
inmunosupresos o con alguna enfermedad de fondo. A
continuacidn se describe un caso de una paciente con
herida quirdrgica contaminada, de la cual se aisl6 esta
bacteria cinco dias después de su egreso del hospital. La
paciente recibié tratamiento con antibidticos de amplio
espectro y se egresd en buen estado, sin presentar
complicaciones posteriores. Se debe considerar esta

bacteria como un potencial agente de infecciones
nosocomiales.
Palabras clave: Infeccion nosocomial, patégeno

oportunista.

Introduccion

seudomonas paucimobilis fue descrita en casos

humanos en 1977. Posteriormente, en 1990,

fue  renombrada  como  Sphingomonas
paucimobilis ©. Esta bacteria forma parte del género
Sphingomonas y pertenece a la familia Sphingomodaceae;
esta es la unica especie descrita en infecciones humanas .
El género Sphingomonas incluye trece especies de bacilos
gram negativos no fermentadores, aerobios estrictos,
oxidasa y catalasa positivos . Posee un flagelo polar con
baja movilidad, de ahi deriva el nombre paucimobilis ©.
Crece en medios de cultivo como tioglicolato, tripticasa
soya y agar sangre. En agar sangre, las colonias son
planas, de forma irregular y con aspecto acuoso. No crece
en agar Mac Conkey @.

Jorge Mauricio Montero-Garcia'

Abstract:

Sphingomonas paucimobilis is a Gram-negative, mobile,
aerobic and non-fermenter bacillus that is widely
distributed in nature and in the hospital environment,
where it can cause infection mainly in patients who are
immunocompromised or who have a predisposing disease.
The present article describes the case of a female patient
who presented a contaminated surgical wound from which
the mentioned bacteria was isolated five days after her
release from the hospital. The patient received treatment
with broad spectrum antibiotics and was released in a
good condition, without any further complications. This
bacterium must be considered as a potential causal agent
of nosocomial infections.

Key words: Nosocomial infection, opportunistic pathogen.

Presentacion del caso clinico

Se presenta el caso de una paciente femenina de 43 afios
de edad, con cinco embarazos y un aborto, hipertensa
y diabética. No tiene antecedentes de alcoholismo
ni tabaquismo, sin enfermedades inmunoldgicas
ni hematolégicas. En la consulta de ginecologia se
diagnostica con hipertrofia y fibromatosis uterina; es
hospitalizada para ser sometida a una histerectomia
abdominal. Posterior a la cirugia, la paciente se muestra
normotensa, estable, con frecuencia respiratoria de 16
respiraciones por minuto y frecuencia cardiaca de 92
latidos por minuto, presion arterial de 130/60 mmHg
y temperatura de 36.5°C. Se egresa 2 dias después en
condiciones estables y con la herida quirurgica sana. Se
le brindan indicaciones de cuidado de la herida.

Articulo recibido el 20/04/2015 / Aceptado para su publicacién el 24/05/2015.
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Cuatro dias después de la salida del centro hospitalario,
acude al servicio de urgencias por fiebre de tres dias
de evolucion. Al examen fisico presenta taquicardia,
temperatura de 37.4°C, eritema en la herida quirtrgica,
calor local, induracién y secreciéon seropurulenta. Se
solicitan hemograma, pruebas de funcion renal, frotis
y cultivo de la secrecion abdominal. En el primer
hemograma se observan indices hematimétricos
normales y una leucocitosis de 15 730 leucocitos/mm?
con un 81% de neutréfilos; la quimica sanguinea muestra
una creatinina en 1.82 mg/dl, nitrégeno ureico en 21.1
mg/dl y glicemia en 140 mg/dl en ayunas. A los dos
dias del internamiento, la leucocitosis asciende a 20 200
leucocitos/mm? con un 80% de neutréfilos, creatinina en
0.78 mg/dl y nitrégeno ureico en 17 mg/dl.

En el frotis de la secrecion se observan abundantes
leucocitos polimorfonucleares y muchos bacilos gram
negativos. La secrecion se inoculd en agar sangre, agar
manitol sal, agar Mac Conkey, y tioglicolato. Después
de 48 horas de incubacion a 37°C, no hubo crecimiento
en agar Mac Conkey, mientras que en agar sangre se
obtuvieron colonias pequefas con aspecto acuoso; en la
tincion de Gram se observaron bacilos gram negativos.
El aislamiento fue identificado como Sphingomonas
paucimobilis por el equipo Vitek 2 (bioMerieux,
Francia); sin embargo, el equipo no logré realizar la
prueba de sensibilidad por lo que no se pudo obtener el
antibiograma. Se informa al Servicio de Ginecologia el
resultado de los examenes para que se continue la terapia
farmacoldgica que incluye: clindamicina, oxaciclina
y gentamicina; ademads, que se le brinde cobertura de
amplio espectro.

Con el tratamiento, la paciente se mantuvo sin fiebre
y normotensa; la secrecion de la herida quirtrgica
disminuyo; se le dio salida siete dias posterior al
reingreso.

Discusion

Sphingomonas paucimobilis se encuentra distribuida
ampliamente, tanto en ambientes naturales como el agua
y el polvo, asi como en ambientes nosocomiales. Es
posible encontrarla en sistemas de agua en los hospitales
G4 equipos de terapia respiratoria e instrumentos de
laboratorio ©; ademads, se puede encontrar en manos
contaminadas del personal hospitalario ©. Esto Gltimo es
una de las principales causas de infeccion del paciente
@, 1o que origina un serio problema en el ambito clinico.

A pesar de que es un patdogeno oportunista que se
aprovecha de las condiciones debilitadas del paciente
y enfermedades adyacentes, las infecciones por

Sphingomonas paucimobilis rara vez son graves o
potencialmente mortales .

Esta bacteria parece ser un patéogeno con potencial
limitado y podriaexplicarse porlafaltade lipopolisacarido
A que se sustituye por glicoesfingolipidos, los cuales son
105 veces menos activos que el primero, en cuanto a la
induccion de la liberacion del factor de necrosis tumoral
a, la interleucina-6, y la interleucina-1 por células
mononucleares ®.

Las infecciones causadas por esta bacteria incluyen
bacteriemias causadas por soluciones contaminadas,
por ejemplo, agua destilada, el fluido de hemodialisis
y soluciones de farmacos estériles @. Existen casos
reportados de pacientes consepsis debidoaluso de Fentanyl
intravenoso contaminado con esta bacteria ©. Otros tipos
de infecciones reportados incluyen casos de osteomielitis,
artritis séptica, endoftalmitis postoperatoria, peritonitis,
meningitis, infecciones cutdneas, abscesos viscerales,
adenitis, sepsis relacionadas a catéter, infecciones
urinarias y diarreas 73 % 10; sin embargo, no se han
reportado fallecimientos por esta bacteria .

Este microorganismo, usualmente, es susceptible a
tetraciclinas, cloranfenicol, aminoglicdsidos, trimetropin
con sulfa, carbapenem, imipenem, quinolonas, amikacina
y cefotaxime. Se han encontrado cepas resistentes a
penicilinas y cefalosporinas de primera generacion @'V,

La importancia de esta bacteria radica en el hecho de ser
un microorganismo que se encuentra tanto en ambientes
naturales como nosocomiales, que afecta principalmente
apacientes inmunosupresos y con enfermedades de fondo.
No obstante, aunque las infecciones por Sphingomonas
paucimobilis son raras, debe tomarse en cuenta como
un potencial agente infeccioso y no, solamente, como un
posible contaminante, lo cual ocasionaria un subregistro
de infecciones nosocomiales.
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Carta al edfitor

Nuevo algoritmo diagndstico para el virus de la
inmunodeficiencia humana, segun el Centro para el
Control y Prevencién de Enfermedades

a pandemia del sida continua extendiéndose

sin control en muchas partes del mundo; se

registran mas de 34 millones de personas

infectadas actualmente y 2.7 millones de
nuevas infecciones anuales .

Desde 1989, las recomendaciones para el algoritmo
diagnodstico han comprendido el empleo en forma
secuencial de un ensayo de tamizaje caracterizado por una
alta sensibilidad, seguido por un ensayo confirmatorio de
mayor especificidad en aquellas muestras reiteradamente
reactivas. Dentro de este Gltimo grupo de ensayos, el
western blot (WB) ha sido el mas extensamente utilizado;
para su interpretacion, se cuenta con una serie de criterios
ya establecidos @.

Jorge Mauricio Montero-Garcia!'

Comparado con el WB, la deteccion de acidos nucleicos
(NAT, por sus siglas en inglés) puede detectar una
infeccion por VIH-1 26 dias antes, y el combo de cuarta
generacion (4G) antigeno/anticuerpo 20 dias antes ©.

En un estudio retrospectivo de donantes de plasma,
realizado en el afio 2003 por Fiebig y colaboradores, se
obtuvo como resultado que, de 435 muestras secuenciales
de 51 donantes, 113 de estas fueron no reactivas en cada
uno de los ensayos empleados para VIH-1, mientras que
322 muestras fueron reactivas en uno o mas ensayos.
A partir de estos resultados, los autores proponen una
serie de 6 etapas de infeccion primaria del VIH-1, de
acuerdo al patrén de reactividad del ensayo. Se obtiene
como resultado que, desde la primera etapa, el ARN es
detectable por PCR, mientras que el WB es reactivo a

I. Laboratorio Clinico, Hospital Los Chiles, CCSS.
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partir de la quinta etapa, con una diferencia entre una y
otra de 29 dias®.

El WB y las técnicas de inmunofluorescencia indirecta
(IFA) ya no forman parte del algoritmo recomendado
para hacer un diagnostico de infeccion de VIH-1;
ya que segin el Centro para el Control y Prevencion
de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés), la
sensibilidad y especificidad de las pruebas actuales son
mayores; ademas que el algoritmo anterior fallaba en la
identificacion de infecciones agudas por VIH ©, momento
en el cual, segin modelos basados en estudios de cohorte,
la tasa de transmision es 26 veces mas alta, y que a pesar
de su corta duracion puede ser la causa del 10 al 50% de
las nuevas transmisiones de VIH-1 ¢,

Algoritmo recomendado por el CDC

Debido a que el WB y el IFA usados para la confirmacion
son menos sensibles en infecciones tempranas de
VIH, comparados con nuevas pruebas de tamizaje, se
incrementan potencialmente los resultados negativos,
indeterminados o inconclusos en algunos casos de
personas infectadas con VIH®. Las guias publicadas
desde 1989 se basaban en el serodiagnostico de VIH-I,
en 1992 se incluyo la determinacion de VIH-2 y en el
2004 se incorporaron protocolos para la confirmacion
de pruebas rapidas para anticuerpos. Sin embargo estas
guias solo empleaban pruebas para la determinacion
de anticuerpos. Las nuevas recomendaciones incluyen
pruebas para determinar antigenos y acidos nucleicos del
VIH, debido a que estudios en poblacion de alto riesgo para
el VIH demostraron que determinar solamente anticuerpos
podria generar la pérdida de un porcentaje considerable de
infecciones de VIH detectables por pruebas virologicas ©.

Las mejoras en los ensayos de VIH han llevado al CDC)
y a la Asociacion de Laboratorios de Salud Publica de
Estados Unidos a proponer cambios en el algoritmo de
la prueba del VIH ©@. Estas mejoras en la sensibilidad de
los inmunoensayos utilizados para el VIH-1 y 2, junto
con las pruebas suplementarias, proporcionan un medio
para identificar a los individuos en la fase aguda de una
infeccion por VIH, asi como infecciones establecidas ®.

Las nuevas recomendaciones del CDC son necesarias
debido a que:

1. La aprobacion de la FDA de ensayos mejorados
que permiten detectar una infeccion reciente con mas
prontitud comparada con los inmunoensayos anteriores.

2. Hay evidencia de que la determinacion de WB o IFA
para la confirmacion de resultados de inmunoensayos

inicialmente positivos puede producir falsos negativos o
resultados indeterminados en el curso de la infeccion.

3. Se sabe que el riesgo de transmision es mayor en
personas con infeccion aguda y temprana que en personas
con la infeccion establecida.

4. Se obtienen beneficios clinicos por el tratamiento
antiretroviral a todas las personas con infeccion del VIH,
incluyendo los de infeccion aguda.

5. Se ha demostrado que la mayoria de infecciones de
HIV-2 detectadas por los inmunoensayos disponibles
eran mal clasificadas como HIV-1 por el WB ©,

El CDC recomienda un nuevo algoritmo el cual
ya ha sido evaluado y validado por el Instituto de
Estandarizacion de Laboratorios Clinicos (CLSI, por
sus siglas en inglés) @. En el algoritmo recomendado
se debe realizar un inmunoensayo de cuarta generacion
que detecte anticuerpos contra VIH-1 y VIH-2, pero
que ademas determine el antigeno p24, de manera que
se pueda establecer una infeccion por VIH-1 o VIH-
2, o una infeccion aguda por VIH-1. En caso de que el
resultado sea reactivo podria realizarse una prueba para
diferenciar anticuerpos contra VIH-1 y VIH-2. En los
casos en los que no se puede determinar o diferenciar
estos anticuerpos se recomienda realizar una prueba de
deteccion de acidos nucleicos del virus o carga viral. EL
NAT permite discriminar una infeccion aguda por VIH-
1, ademas, en casos de que el estudio por anticuerpos
sea indeterminado, la realizacion de NAT indicaria
indirectamente la presencia de anticuerpos en aquellos
casos en los que no se puede determinar o diferenciar
los anticuerpos contra VIH-1 y VIH-2, confirmados por
la metodologia de acidos nucleicos en caso de ésta salir
positiva. Los resultados de VIH-1 por NAT permiten
distinguir una infeccion aguda de un falso positivo a
partir del resultado inicial de un inmunoensayo (Ver
figura 1) ©.

Este algoritmo tiene el potencial de identificar a las
personas infectadas recientemente con VIH-1, las
cuales podrian haber sido reportadas como negativas
o indeterminadas en casos donde hay seroconversion,
mientras que el WB o el IFA podrian generar falsos
negativos & 9. Algunas de las ventajas de este algoritmo
con respecto al anterior son:

* Mayor exactitud en el diagnostico de una infeccion
aguda de VIH-1.

* Misma exactitud en el diagnostico de una infeccion
de VIH-1 establecida.
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Figura 1. Algoritmo recomendado por el CDC para la prueba de VIH en suero o
plasma para su interpretacion, se cuenta con una serie de criterios ya establecidos @.

* Mayor exactitud en el diagnostico de una infeccion
de VIH-2.

* Menor cantidad de resultados indeterminados.
* Resultados mas rapidos ©.

El diagnostico precoz del VIH, la vinculacion y el
compromiso en la atencion son fundamentales para
mejorar los resultados de salud personales. El inicio
de la terapia antirretroviral, con la retencion en la
atencion y el cumplimiento del tratamiento, pueden
conducir a la supresion de la carga viral, a una
disminucion significativa en las tasas de transmision
del VIH vy, finalmente, a una reduccion en las tasas
de incidencia del VIH®.

Conclusiones

El nuevo algoritmo tiene la ventaja de poseer una mayor
exactitud y sensibilidad, lo cual abre la posibilidad
de detectar una infeccion aguda mucho antes que con
el algoritmo anterior. Esto nos permite una mayor
deteccion y captacion de nuevos casos positivos, lo
cual es fundamental para tratar a aquellas personas
que estan infectadas; ademas, se podrian disminuir

las tasas de transmision e incidencia y
dar un tratamiento antirretroviral con
anterioridad, y mejorar, de esta forma, la
calidad de vida del paciente. Sin embargo,
la implementacion de nuevos algoritmos
implica desafios estructurales en lo
referente a politicas y leyes que permitan
aplicarlos y que estén al alcance de todos
los ciudadanos de forma mas expedita y
permitan la obtencion de los resultados
de laboratorio lo antes posible con los

beneficios anteriormente citados.
b4
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2015 AACC American Association of Clinical
Chemistry Annual Meeting & Clinical Lab Expo
26 al 30 de julio de 2015

Atlanta, Georgia, EUA

® WWW.aacc.org

Xlll Congreso Centroamericano y del Caribe de
Alergia, Asma e Inmunologia,

19 al 21 de agosto de 2015

Ciudad de Panama

e www.congreso-2015.jindo.com

XXIV Congreso Internacional del
Grupo CLAHT

27 al 29 de agosto de 2015

Sao Paulo, Brasil

e www.claht2015.com

Il Congreso Iberoamericano de
Epidemiologia y Salud Publica

2 al 4 de setiembre de 2015
Santiago de Compostela, Espafia
e www.reunionanualsee.org

XXIl Congreso Latinoamericano de Bioquimica
Clinica y Ciencias de Laboratorio Colabiocli 2015,
24 al 26 de setiembre de 2015

Quito, Ecuador

e www.sebiocli-ec.org

INMUNOCOLOMBIA 2015

XI Congreso Latinoamericano de
Inmunologia y X Congreso Colombiano

de Alergia, Asma e Inmunologia

13 al 16 de octubre de 2015

Medellin, Colombia

e www.inmunocolombia2015.com/congreso

XXVIII Congreso Brasileiro de Microbiologia, 18 al
22 de octubre de 2015

Florianapolis, Santa Catarina, Brasil

o http://www.sbmicrobiologia.org.br/

VI International Conference on
Environmental, Industrial and

Applied Microbiology BioMicroWorld2015
28 al 30 de octubre de 2015

Barcelona, Espafia

e www.biomicroworld.org

XXII Congreso Argentino de Hematologia

11 Simposio conjunto Asociacion Hematolégica
Europea (EHA)

28 de octubre al 01 de noviembre de 2015 Mar del
Plata, Argentina

e www.sah.org.ar

XXXVII Congreso Chileno de Microbiologia
Sociedad de Microbiologia de Chile

01 al 04 de diciembre de 2015

La Serena, Chile

e www.somich.cl/

10th International Congress

on Autoimmunity

Autoimmunity network

06 al 10 de abril de 2016

Leipzig, Alemania

* www.autoimmunity.kenes.com/

XX Congreso de la Sociedad Espainola
de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica

26 al 28 de mayo de 2016

Barcelona, Espaina

°* WWW.seic.org
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Ahora con Nobilis, el nuevo software de gestion desarrollado integralmente por Wiener lab.
Brinda a sus clientes sistemas completos para la resolucién de analisis clinicos. Sistemas que

contemplan instrumentos, reactivos, software y que funcionan en forma totalmente integrada.
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Precio mas accesible del mercado.

Acceso remoto

Pavas-Rohrmoser de la Embajada Americana,
550 mts. Norte. Edificio # 17

Apdo.612-1005 B° México, San José-Costa Rica
Tel: (506) 2231-3270 . Fax: 2231-2949 Www.wiener-lab.co.cr
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