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Editorial

El articulo cientifico como ele-
mento multiplicador del cono-
cimiento nos exige dia a dia ma-
yores responsabilidades en la
publicacién de esta revista, Or-
gano oficial de la Sociedad Uru-
guaya de Patologia Clinica.

En las dltimas paginas de este
volumen se indican las normas
de publicaciones corregidas a
las exigencias internacionales
de una revista arbitrada al res-
pecto, que otorga un mejor re-
conocimiento al articulo cienti-
fico y por ende a esta publica-
cion.

La honestidad, la ética y la exi-
gencia cientifica reflejada en
los articulos constituyen una for-
ma mas de incrementar el acer-
vo cientifico nacional y su reco-
nocimiento internacional.

LA SOCIEDAD URUGUAYA DE PATOLOGIA CLINICA ESTA AFILIADA A LA WORD ASSOCIATION OF PATHOLOGY (WASP),
A LA ASOCIACION MEDICA DEL URUGUAY (INTEGRANTE DE LA AGRUPACION UNIVERSITARIA DEL URUGUAY)
Y A LA ASOCIACION LATINOAMERICANA DE PATOLOGIA CLINICA (ALAPAC)
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Relacion entre el contenido tumoral de Receptores
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RESUMEN

Ademas de los estrégenos, la prolactina (PRL), el factor de crecimiento insulino simil
tipo 1 (IGF-1) y la hormona de crecimiento (GH), parecen jugar un papel importante
en la regulacién del crecimiento del cancer mamario.

El objetivo del presente estudio fue determinar si el contenido tumoral de receptores
de estrégenos (RE) y de progesterona (RP) esta relacionado con los niveles séricos
de PRL, IGF-1y hGH en pacientes con cancer de mama.

Se estudiaron 90 pacientes portadoras de cancer mamario primario. Se midieron los
niveles séricos preoperatorios de PRL (n=90), GH (n=89) e IGF-1 (n=45) mediante
estudios radioinmunoldgicos y se determind el contenido de RE y de RP mediante la
técnica de competicién usando ligandos radiactivos (método DCC). La significacién
estadistica de la asociacion entre las variables fue calculada mediante el test de
Spearman.

Se encontrd una correlacion negativa significativa entre los niveles de PRL y de RE
(p=0.011). Asimismo se documento una correlacion negativa entre los niveles de IGF-
1y los de RE (p=0.002) y RP (p=0.018).

Estos resultados estan a favor de la importancia de la PRL en la regulacion de los RE
y sugieren que IGF-1 puede tener un papel significativo en la regulacién de la expre-
sién de ambos receptores esteroideos en el cAncer mamario. Asi, tanto los niveles de
PRL como los de IGF-1 pueden ser factores a tomar en cuenta en la prediccion de la
hormonosensibilidad del cancer mamario.

Palabras claves: receptor de estrégenos, receptor de progesterona, prolactina, hor-
mona de crecimiento, IGF-1, cancer de mama.
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ABSTRACT

In addition to estrogens, Prolactin (PRL), Insuline-like growth factor 1 (IGF-1) and
Human Growth Hormone (GH) seem to play an important role in the growth regulation
of breast cancer.

The aim of the present study was to evaluate if estrogen and progesterone receptor
(ER, PR) contents of breast carcinomas were related to serum levels of PRL, GH and
IGF-1.

We studied 90 patients with primary breast cancer. Preoperative serum measurements
of PRL (n=90), GH (n=89) and IGF-1 (n=45) were performed by radioimmunologic
methods. ER and PR tumor levels were determined by binding assay using radioactive
ligands (DCC method). Statistical association was assessed by the Spearman test.
We found a significant negative correlation between PRL and ER levels (p=0.011).
Furthermore, a significant negative correlation was also observed between IGF-1 and
ER levels (p=0-002), and with PR levels (p=0.018).

These findings are in favour of the importance of PRL in ER regulation and suggest a
possible role for IGF-1 in the regulation of both receptors in breast cancer. Therefore,
both PRL and IGF-1 serum levels may be factors to consider when evaluating hormone
sensitivity in breast cancer patients.

Key words: estrogen receptors, progesterone receptors, prolactin, human growth
hormone, IGF-1, breast cancer.

INTRODUCCION

Ademés de los estrogenos, la prolactina (PRL), lahormonade crecimiento (GH) y €l
factor de crecimientoinsulino simil tipo 1 (1GF-1), tienen propiedades mitogénicas so-
bre lineas celulares de cancer mamario e interactlan con |os estrégenos para controlar
laproliferacion delas célulastumoral es estrégeno-dependientes. M &s alin, varios estu-
dios demuestran que estos ligandos y sus receptores especificos pueden ser expresa-
dos por las células tumorales mamarias humanasy por lo tanto que PRL, GH e IGF-1
pueden tener un papel autdcerino/paracrino, ademas del enddcrino en el cancer mamario
humano (1-10).

Enlosultimos afios, gran parte delos estudios sobrelarelevanciaclinicade PRL, GH e
IGF-1 en el cancer mamario han evaluado los niveles circulantes de estos ligandos en
pacientes portadoras de esta enfermedad y en controles sanas, asi como su valor
pronostico, con resultados discordantes (11-22)

En contraste, €l valor prondstico deladeterminacion del receptor de estrégenos (RE) y
del receptor de progesterona (RP) anivel tumoral ha sido bien documentado, siendo la
presenciay niveles de estas proteinas, un indicador de prondstico favorable (23,24).
Mésalin, d nivel deREy RPen el cancer mamario congtituyeel principal factor predictivo
delaeficaciadelahormonoterapiaen estaenfermedad, tanto en el contexto adyuvante
como en el tratamiento de | os estadios avanzados (25-29).

El objetivo del presente estudio fue determinar si el contenido tumoral dereceptoresde
estrogenos (RE) y de progesterona (RP) esté relacionado con los niveles séricos
preoperatoriosde PRL, IGF-1y GH en pacientes con cancer de mama. Los resultados
obtenidos actualizan reportes preliminares (19,22), con unmayor ndmero de pacientes
eincluyendo determinacionesde |GF-1.
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PACIENTES Y METODOS

Pacientes

Se estudiaron 90 pacientes portadoras de cancer mamario primario con confirmacion
histol6gicay que otorgaron su consentimiento informado paraparticipar en e estudio.
Laedad medianafue 59 afios (rango: 32-85 afios). Lamayoriade las pacientes fueron
postmenopausicas (n=66; 73%).

Fueron excluidas del estudio las pacientes portadoras de condiciones capaces de mo-
dificar los niveles de PRL, GH o IGF-1 (gj: tratamiento en los 6 meses previos ala
incorporacion al estudio con neurolépticos, morfina, hormonas tiroideas,
corticosteroides, anticonceptivos orales; antecedentes de ooforectomia, diabetes
mellitus, embarazo o lactanciaen |0s 6 meses previos).

Dosificaciones de PRL, GH e IGF-1

Las muestras de sangre fueron obtenidas el dia previo alacirugiay entrelas 9:00 AM
y 11:00 AM para evitar las variaciones hormonales diurnas. El suero fue separado
dentro delas 2 horas siguientes alaextraccion y almacenado a -20°C hastael andlisis,
en general dentro de los 15 dias siguientes.

Las dosificaciones de los niveles séricos de PRL y GH fueron realizadas mediante
radioinmunoensayo (RIA) de doble anticuerpo utilizando kits comerciales (DPC, Los
Angeles, CA). Las determinaciones de | GF-1 fueron |levadas a cabo mediante ensayo
inmunoradiométrico (IRMA) utilizando un kit comercia (CisBio International, Francia).
Lasvariacionesintraeinter-ensayo fueron 3.2%y 7.5% paraPRL, 2.8%Y 5.3% paraGH,
2.1%Yy 6.4% paral GF-1. En todos |0s casos | as determinaciones fueron reali zadas por
duplicado. Mientras que la PRL fue determinada en todas las pacientes, la GH fue
determinada en 89 pacientes y el IGF-1 en las Ultimas 45 pacientes incorporadas a
estudio.

Contenido tumoral de RE y de RP

L os especimenes de tumores mamarios obtenidos durante la intervencién quirdrgica
fueron almacenadosinmediatamente a-80°C.

El contenido tumoral de RE y RP se determind mediante la técnica de competicion
(método DCC) usando como ligandostritiados, 17 b estradiol y ORG 2058 (Amersham,
UK), de acuerdo a método previamente descrito (8). Los resultados fueron expresados
en fmol/mg de proteina citosolica. Paraambos receptores, fueron consideradas positi-
vas las muestras cuyo contenido fue superior a 10 fmol/mg de proteina.

Andlisis estadistico

La significacion estadistica de las diferencias entre grupos se calcul6 mediante el test
de Mann Whitney v el test de Chi cuadrado parael andlisis delas variables cuantitati-
vasy cudlitativasrespectivamente. Conlafinaidad de calcular lasignificacion estadis-
ticadelasasociacionesentrelosnivelesdereceptoresy losnivelescirculantesde PRL,
GH elGF-1 seutilizo € test de Spearman.
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RESULTADOS

1- Relacion entre el contenido tumoral de Receptores

Esteroideos y los niveles circulantes de PRL y GH.

Enlatablal se muestraladistribucion de las pacientes segin el estado menopausicoy
delosreceptoresde estrégenosy de progesterona. Si bien lostumores RE+/RP+ fueron
mas frecuentemente observados entre las pacientes premenopausicas, las diferencias
no fueron estadisticamente significativas. Por otra parte, €l porcentaje de pacientes

con RE-/RP- fue el mismo en prey postmenopausicas.

Tabla 1. Distribucion de las pacientes (n=90) seguin el estado menopausico y de los receptores esteroideos.

Estado menopausico RE+RP+ RE+RP- RE-RP+ RE-RP-
Pre menopausicas (n=24) 71% 12% 0% 17%
Postmenopausicas (n=66) 51% 30% 2% 17%

Tabla 2. Niveles séricos de PRL y de GH en relacién al estado de los receptores esteroideos.

Hormona RE-RP- RE+RP-/RE-RP+
RE+RP+

PRL mUl/l (1) 426 (320-612) 204 (136-283) (2)

GH ng/ml (1) 0.80 (0-2.5) 0.85 (0-1.9)

(1) mediana (Q1-Q3)
(2) p=0.0003

Figura 1. Niveles Séricos de PRL y Niveles de RE en Pacientes Premenopausicas con Cancer de Mama
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En | as pacientes con tumores RE-/RP- seencontraron nivelesde PRL significativamente
mas elevados comparados con aquéllos observados en las pacientes portadoras de
tumores con a menos un receptor positivo (p=0.0003). No se observaron diferenciasen
losvaloresde GH (Tabla2).

Ademés, se encontrd una correl acion negativa significativa entre los niveles circulan-
tes preoperatorios de PRL y €l contenido tumoral de RE (r, = 0.54, p=0.011). Dicha
correlacion fuemejor en las pacientes premenopausicas (r, = 0.80, p=0.0001) (Figural).
No se observé correlacién entrelos niveles circulantes de PRL y el contenido tumoral
deRP

2- Relacién entre el contenido tumoral de Receptores
Esteroideos y los niveles circulantes de IGF-1.

Se estudiaron 45 pacientes cuya edad mediana fue 60 afios (rango 38-82). Ladistribu-
cion de las mismas de acuerdo al estado menopdusico y de |os receptores se muestra
enlaTabla3. Sdlo 7 delas 45 pacientes fueron premenopdusicas. La proporcion de
pacientes con ambos receptores negativos fue similar.

En el grupo de pacientes portadoras de tumores RE-/RP- 10s niveles séricos de IGF-1
fueron significativamente més elevados que los observados en el grupo de pacientes
portadoras de tumores con al menos un receptor positivo (p=0.001) (Tabla4).
Asimismo se documentd una correlacion negativa entre los niveles séricosde IGF-1y
el contenidotumora deRE (r,=0.70, p=0.002) y de RP (r,= 0.50, p=0.018) (Figuras2y 3).

Tabla 3. Distribucion de las pacientes con determinaciones del nivel sérico de IGF-1 (n=45) segun el estado menopéausico
y de los receptores esteroideos.

Estado menopausico RE+RP+ RE+RP- RE-RP+ RE-RP-
Pre menopausicas (n=7) 86% 0% 0% 14%
Postmenopausicas (n=38) 55% 24% 5% 16%

Tabla 4. Niveles séricos de IGF-1 en relacion al estado de los receptores esteroideos.

Hormona RE-RP- RE+RP-/RE-RP+
RE+RP+
IGF-1 ng/ml (1) 200 (185-288) 118 (91-150) (2)

(1) mediana (Q1-Q3)
(2) p=0.001
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Figura 2. Niveles Séricos de IGF-1y Niveles de RE en Pacientes con Cancer Mamario
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DISCUSION

El hallazgo de niveles mas elevados de PRL en pacientes con tumores RE-RP- y deuna
correlacién negativa entre los niveles séricos de PRL y lostumorales de RE constitu-
yen observaciones interesantes dado el valor pronostico y predictivo de larespuestaa
laendocrinoterapiadelos nivelestumora es de RE (25-29). Estos resultados confirman
los previamente documentados por nuestro grupo en reportes preliminares, con un
ndmero menor de pacientes (19,22), y estan de acuerdo con los comunicados por Marugo
y colaboradores (30). Con respecto alarelacion entrelos nivelespreoperatorios de PRL
y e contenido tumoral de RPos resultados comunicados son controvertidos (19,22,30).
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En el presente estudio no se encontrd correlacion entre los nivelesde PRL y los de RP.
No hemos encontrado en laliteratura estudios que hayan comunicado larelacion entre
losnivelescirculantesde GH 0 IGF-1y losde RE o RP. Nuestros resultados sugieren un
papel significativo del GF-1 enlaregulacién delaexpresion delosreceptores esteroideos
en el cancer mamario. En el presente estudio se documentaron mayoresnivelesde | GF-
1 en pacientes con tumores RE-/RP- y unacorrel acién negativaentrelos nivel es séricos
delGF-1ylosdeREy losdeRP.

Estos resultados estén a favor de la importancia de PRL en la regulacion de RE y
sugieren que | GF-1 puede tener un papel significativo en laregulacion delaexpresion
de ambos receptores esteroideos en € cancer mamario. Asi, es posible postular que
tanto los niveles de PRL como los de | GF-1 pueden ser factores prondsticosy atomar
en cuentaen laprediccién delahormonosensibilidad del cancer mamario.
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RESUMEN

Es un objetivo mundial de los Laboratorios de Histocompatibilidad realizar la evalua-
cién inmunoldgica de los pacientes en lista de espera para trasplante. Desde 1987 el
Laboratorio de Histocompatibilidad del Banco Nacional de Organos y Tejidos ha
trabajado en el monitoreo inmunoldgico (blsqueda de anticuerpos reactivos contral
panel = PRA) y clasificacion en grupos de riesgo de rechazo de éstos pacientes en el
Uruguay. La presencia de anticuerpos HLA (Human leucocyte antigen) influye nega-
tivamente en la sobrevida del injerto.

Hemos estudiado desde 1987 al 2000 1236 pacientes, habiendo aplicado la técnica
de microlinfocitotoxicidad contra panel celular HLA clase | tipificado para la busqueda
de Anticuerpos.

Analizando los distintos estudios a través del tiempo, se ha visto predominio femeni-
no de la poblacién sensibilizada, asi como disminucién progresiva en el porcentaje
de pacientes inmunizados concomitantemente con la disminucién del indice
transfusional. Los datos obtenidos son de utilidad terapéutica para el clinico, tanto en
el pre como en el post-trasplante.

Palabras Claves
Anticuerpos anti — HLA. trasplante renal. Insuficiencia renal crénica

SUMMARY

There is a world-wide objective in the Histocompatibility Laboratory which is the
immunologic screening of patients in waiting list for transplantation. Since 1987 the
Histocompatibility Laboratory of B.N.O.T, has worked in the screenings (PRA) and
their clasification in diferent rejection risk groups in Uruguay.

The presence of HLA antibodies has a negative influence on graft survival. Since
1987 to 2000, we have typed for antibody research 1236 patients with the
microlinfocitotoxicity technique againts celular HLA class | panel. During a long time,
those diferents studies were analized and sensibilizated female population
predominance was seen, thus a progressive percentage of immunizated patients
decrease,simultaneously with disminish transfusional index. This information is
important for the clinical in the pre and post-transplant.

Key Words
Anti - HLA antibody. kidney transplant. Kidney cronic disease.
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INTRODUCCION

Seconoce enlaliteraturay en nuestro medio € rol trascendente delosanticuerposHLA
en lostrasplantes de 6rganos solidos, sobretodo rifion (1) y corazén (2) ). Laimportan-
ciaesdestacable acorto y alargo plazo, dado que su existenciaen un pacienteimplica
diferenciasen lasobrevidadel injerto. (3)

Mundialmente, en los distintos |aboratorios de histocompatibilidad es de gran interés
el estudio de los pacientes en lista de espera para trasplante, con el objetivo de clasifi-
carlos en grupos de riesgo de rechazo (bgjo o ato). Esto tiene importancia, dado que
implica asumir conductas diferentes en la asignacion del 6rgano atrasplantar y en el
tratamiento aseguir. (4, 5).

Para ello, hemos estudiado a través del tiempo varias poblaciones en espera de tras-
plante renal, 1o que nos ha permitido obtener datos de nuestros pacientes que son de
muchautilidad en el monitoreo inmunol égico delos mismos(8). Son debajo riesgo los
pacientes que redinen un conjunto de factores a saber: PR A cercano a cero, alto nivel
de compatibilidad HLA con el donante, transfusiones nulas o escasas, en un paciente
con bajo nivel de respuestainmunitario.

Son de alto riesgo aguell os enfermos que poseen factores tales como: PR.A. mayor a
20%, nivel de compatibilidad minimo donante receptor, politransfundidos, sexo femeni-
no, retrasplantados, sujeto con alto nivel de respuestainmnune

L a sola presencia de anticuerpos preformados en €l receptor contralos antigenos con-
cretosdel donante, en el momento derealizar € injerto, contraindicaen formaabsoluta
¢ trasplante, dado quesi sellevaraacabo se produciriaun rechazo hiperagudo irrever-
sible(7)

Por otra parte, la presencia de anticuerpos en el receptor, aunque no sea contra los
antigenos del donante, pone de manifiesto un status respondedor inmunitario que
implica respuestas inmunes frecuentes e intensas y s es trasplantado apareceran ma-
yor nimero de rechazos, que requerira tratamiento supresor mas intenso, muchos de
ellosseranrefractariosa mismoy sobrevivirAmenosel injerto enrelacién aotro pacien-
te que no esté sensibilizado. (16)

MATERIAL Y METODOS

Lalistade esperaparatrasplanterena esNaciona y Unica, laregistrael Banco Nacio-
nal de Organosy Tejidos a punto de partida de los datos que suministran los distintos
equipos detrasplante renal, legal y funcionalmente autorizados atrabajar en éste &rea.
Delos pacientes en lista poseedores de suero en el laboratorio, hemosrealizado varios
estudios seriados.

Serealizé investigaci6n de respuestainmune mediada por anticuerpos en la poblacién
deinsuficientes renales crénicos (afio 2000) y se compard con 6 pobl aciones anterior-
mente analizadas.

Histéricamente, realizamos 7 cortes verticales de pruebas cruzadas con sueros de pa-
cientes en esperaparatrasplante renal: 1987 con 80 pacientes(p)(M 1), 1990 con 104 p
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|
(M2), 1993 con 116 p(M3), 1995 con 200 p(M4), 1997 con 198 p(M5), en 1999 con
245p(M6), y en 2000 con 293 p(M7).
Se efectud estudio de prueba cruzada por técnica de microlinfocitotoxicidad contra
panel celular HLA Clasel tipificado.
Bésicamente, la prueba cruzada o cross-match investiga la existencia de Anticuerpos
preformados en €l suero del receptor. Consiste en el enfrentamiento del suero del recep-
tor aun panel delinfocitostipificadosen SistemaHLA Clasel, (que en su conjunto son
representativos de lagran mayoria de | as especificidades del sistema). Se trabaj6 pro-
gresivamente, enfrentando el suero de cadareceptor a40 célulasHLA diferentes, perte-
necientes a personas sanas no emparentadas. Cada suero se incubd 30 minutos con
cadacélula. Luego se agregé complemento comercial de congjoy a cabo de 1 horase
frend lareaccion por agregado de fluoroquench (bromuro de etidio-naranjade acridina).
Lascélulasvivassetifien deverdey lasmuertasderojo. Sedefine como pruebacruzada
positivaaaguellaen laquelamortalidad celular es de 60% o mayor.
En cada caso se cont6 con complemento de congjo y controles positivos y negativos
comerciales, comparables en los diversos cortes poblacionales realizados.

Se diagnosticé como inmunizados a aquellos con mas de 20% de positividad contra
panel y como altamenteinmunizadosaaguellos con masde 50%, (PRA>20y PRA>50).
Con este nivel de corte se trabaja habitualmente en los distintos laboratorios de
Histocompatibilidad y a efectos de establecer comparaciones validas |os mantuvimos
en los distintos estudios.

Se realizaron tests estadisticos con % y test de Chi cuadrado.
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RESULTADOS
Se muestra en laTabla 1 descripcion de poblaciones, Grado de inmunizacién e Indice
transfusional: En Fig. 1, distribucién por sexo de pacientes en lista de espera, (Fig. 2)
paci entes inmuni zados di stribucin por sexo, Fig. 3 pacientes con PRA >20%, (Fig. 4)

Tablal.
POBLACION GRADO DE INMUNIZACION INDICE TRANSFUSIONAL
(p = Paciente) PRA >20% PRA > 50% Negativos PRA >20%
C/Panel
Tot. 80 p. 19p. 23,7%| 8p. 10%
M1 F. 38% 13/19 68% 5/8 62,5%) 6,7 9,0
1987 M. 62% 6/19 32% 3/8 37,5%)
Tot. 104 p. 19p. 18,3%| 10p. 9,6%
M2 F. 46% 16/19 84%| 9/10 90%) 2,3 9,5
1990 M. 54% 3/19 16%| 1/10 10%
Tot. 116 p. 17p. 14,7%| 6p. 5,1%
M3 F. 36% 1017 59%| 5/8 62,5% 5,8 17,1
1993 M. 64% 717 41% 3/8 37,5%)
Tot. 200 p. 22p. 11%| 8p. 4%
M4 F. 35% 14/22 64%| 6/8 75% 52 9,2
1995 M. 65% 8/22 36%| 2/8 25%)
Tot. 198 p. 13p. 6,6%) 5p. 2,5%)
M5 F. 40% 9/13 69%| 4/5 80% N.D 19,1
1997 M. 60% 4/13 31%| 1/5 20%)
Tot. 245 p. 23p. 9,4%| 14p. 57%
M6 F. 48% 13/23 56%| 9/14 64% N.D. 18,5
1999 M. 52% 10/23 44%| 5/14 36%
Tot. 293 p. 17p. 58%| 7p. 2,4%
M7 F. 46% 12/17 70% 4/7 57% 2* 7
2000 M. 54% 5/17 30%) 3/7 43%

Figura 1. Distribucién por sexo de pacientes en lista de espera
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Figura 2. PACIENTE INMUNIZADOS: Distribucién por sexo
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enfermos con PRA>50%, (Fig. 5) indice transfusional de pacientesen listade espera.
Ha aumentado el nimero de pacientes en espera. Este es un fendmeno universal, dado
gue la demanda de 6rganos es siempre mayor gue las donaciones obtenidas, y que se
haincrementado en lapoblacion receptorael interés por el trasplante como un recurso
terapéutico valido y mejorador delacalidad devida.

Hay unadisminucion en el nimero de pacientesinmunizados contramésdel 20%y més
del 50% en las 5 primeras poblacionesy enlalltimaestudiada.

Esto se giemplificaen unacaidaporcentual y absolutadelos mismaos. En 1987 sobre una
poblacion total de 80 pacientes estudiados, habia 19 de ellosinmunizados (23.7%), en
tanto que en 2000, sobre un numero total de 293 enfermos estudiados hay 17
inmunizados(5.8%).(chi cuadrado significativo 23.2)

Lasmuijeres son mas sensibilizadas queloshombres contrael SistemaHLA. Esteesun
hecho invariable en todas|as muestras estudiadas, |o que revelaque en lamujer, existe,
enloquerefierea SistemaHL A unamayor tendenciaalaformacion de anticuerposque
en el hombre. (chi cuadrados significativos)

Por otra parte, existen pacientes que pese a ser transfundidos no crean anticuerpos
HLA (negativos contra panel) considerados no respondedores. Los respondedores
(PRA > 20%) presentan un indice transfusional mayor (cociente volumen recibido/
numero de pacientes totales de la poblacion analizada). Estos datos revelan laimpor-
tancia que tiene €l estimulo transfusional en la aparicion y mantenimiento de los
anticuerpos contrael SistemaHLA.

Figura 5. Indice transfuncional de pacientes en lista de espera
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DISCUSION Y COMENTARIOS

El aumento en el numero de pacientes en espera es un hecho que havenido incidiendo
en la cantidad de pacientes estudiados (cada vez es mayor), y que nos ha permitido
establecer nimeros cada vez mas elevados y contar con una mayor experiencia en el
area (1236 pacientes desde 1987 a 2000).
Enlo que respectaaladisminucion porcentual delos pacientesinmunizados pensamos
gue esto se debe a que a través del tiempo, las distintas poblaciones han venido
recibiendo menostransfusiones, por o cual, a bajar €l estimul o antigénico principal, se
crean menos anticuerpos HLA.
La mujer se inmuniza mas contra sistema HLA y en ese sentido, pensamos que eso
puede tener 2 explicaciones plausibles.

® |amayor reactividad inmunol 6gicadel sexo femenino contrael SistemaHLA.

® |a mujer puede tener otros estimulos inmunologicos por los cuales es posible

formar anticuerpos.

Por giemplo, el embarazo, que si bien en didlisis no es muy frecuente, es posible que
existan eventualidades fecundantes multiples que aunque no lleguen a término
ginecol 6gicamente, implican estimul osinmunol égicos repetitivos.
El otro hecho es que la transfusion funciona mas como evento inmunizante, en la
medidaen que sereitere con distintos donantes en un mismo paciente. Por ejemplo, los
respondedores, con PR.A.>20% son enfermos con ato indice transfusional, adiferen-
ciadelosno respondedores (negativos contrapanel, pacientes que no tienen reactividad
linfocitaria), los cualestienen promedial mente menor nimero de transfusiones.
Finalmente, conocer alos pacientes sensibilizados es (til parainformar al clinico, por
lasimplicanciasterapéuticas que ellotiene, tanto anivel pediétrico(6) como en adultos,
dado que si bien es oneroso, en algunos medios y en algunos casos Ssel eccionados,
puede servir paraadoptar decisiones vinculadas alaextraccidn de anticuerpos como la
utilizacion de columnas de inmunoabsorcion(11), la plasmaféresis(12) o un programa
mas intenso de inmunosupresion pre o post-trasplante.
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RESUMEN

El género enterococos ha adquirido en las dos Ultimas décadas un rol protagdnico
como agente de infeccion intrahospitalaria. Su resistencia a los antibiéticos dificulta
el tratamiento de las infecciones graves. En especial la resistencia a los glicopéptidos
constituye para nosotros un capitulo nuevo de resistencia bacteriana, de particular
interés ya que limita las opciones terapéuticas disponibles y alerta sobre las conse-
cuencias de la presion de seleccion que ejerce en el medio el uso indiscriminado de
ATB.

Se presenta el primer aislamiento clinico de Enterococcus faecium (EF) resistente a
los glicopéptidos en nuestro pais. Paciente que cursando postoperatorio de eventra-
cion estrangulada ingresa a CTI por neumonia nosocomial y cuadro digestivo con
diarrea y vomitos. En la evolucién se detecta bacteriuria mayor a 100.000 ufc/ml de
orina de EF resistente a vancomicina. (CIM >256 mcg/ml) El hallazgo se catalog6
exclusivamente como colonizacién debido a la ausencia de sintomas de infeccion
urinaria y de piuria. La basqueda de genes de resistencia por técnica de PCR eviden-
cié presencia de genes Van A. Los antianaerdbicos, las fluorquinolonas y las
cefalosporinas de tercera generacion fueron los ATB mas usados en nuestro CTI en
el ultimo afio. La evidencia de la circulacién de estas cepas en nuestro medio debe
motivar el desarrollo de politicas que combinen: el uso prudente de antibidticos,
medidas de vigilancia y control de infecciones.

Palabras claves enterococos, resistencia, glicopéptidos
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SUMMARY

Over the last two decades, genus enterococcus have emerged as an important hospi-
tal acquired pathogens. The glycopeptide resistance represents for us a new challenge
of the antibiotic resistance knowledge, particularly interesting because of the limited
choice of antibiotics for the treatment of serious enterococcal infections and warns
about the consequences of the selective pressure exerted by the use of antibiotics.

We report the first clinical isolate of a glycopeptide resistant Enterococcus faecium
(EF) in our country. Patient in the postoperative period of an incarcelated eventration
, who needed intensive care because of nosocomial pneumonia, diarrhea and vomiting.
During his evolution we isolated vancomycin resistant EF ( MIC > 256 mcg/ml ) from
a routinely urine culture. This isolation met the criteria of colonization: urine culture >
10.000 CFUs per milliliter with normal urinalysis in a patient with no symptoms of
urinary tract infection. A PCR assay detected Van A gene in this strain. Antianaerobic,
fluorquinolones and third generation cephalosporins were the most used
antimicrobials drugs in our ICU during the last year. In order to control glycopeptide
resistant enterococcus, it is necessary to implement combination of strategies: prudent
use of antibiotics, surveillance and infection control measures.

Key words: enterococcus, resistance, glycopeptides

INTRODUCCION

En las dos Ulltimas décadas | os enterococos han pasado de considerarse comensales de
baja patogenicidad a convertirse en la segunda o tercera causa de infeccion
intrahospitalaria (11H). (1) Ademés su capacidad de desarrollar resistencia a préctica-
mente todos | os antimicrobianos de uso clinico le havalido ladenominacién “ del pato-
geno de los 90".(2) Laresistencia alos glicopéptidos (GP) se presenta actualmente
como el gran problemaderesistencia entrelos cocos Gram positivos porque el arsena
terapéutico para tratar infecciones graves por enterococos resistentes se ve notable-
mente restringido y por el temor real de que esta resistencia pueda transmitirse a
bacterias més virulentas.

Microbiologia

L os enterococos son bacterias Gram positivas anaerobias facultativas, antes clasifica-
dos como integrantes del grupo D de Lancefield, desde 1994 poseen su propio género.
80-90% de las infecciones en el hombre son producidas por Enterococcus faecalis ;
Enterococcusfaecium es menosfrecuente 5-10%.(3) Existen otras 17 especiesrara vez
implicados en patologia humana. (4)

Son bacterias ubicuas, se encuentran en aguay alimentos, integran lafloranormal del
hombre, animales einsectos. Residen en tracto digestivo y genital. Son masresi stentes
alosagentesfisicos quealosquimicos. (5) Lasinfecciones mésfrecuentes que produ-
cen son las urinarias, delasangre, intrabdominalesy endocarditis. Las infecciones
urinarias son raras en jovenes sanos, ocurren en afosos, debilitados, sondados y/o
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tratados previamente con antibiéticos (ATB). Cuando se aisla de procesos abdomina-
lesen general asociado con otros microrganismos, su significacion patogénicano es
clara. Las infecciones del sistema nervioso central y respiratorias son raras. Las
bacteriemias son de origen urinario, abdominal, biliar, de heridaquirdrgica o apartir de
dispositivo intravenoso. Un tercio de las bacteriemias comunitarias desencadenan
endocarditis, 1o cual esraro cuando el origen es nosocomial. (6)

L osenterococos, de promedio causan €l 10% delas|IH. El 60 % deellasson severas y
la mitad ocurren en las unidades de cuidado intensivo.(7) LallH esfavorecida por su
habitat digestivo, ubicuidad , por poseer resistenciainnataamuchosATB y por haber
adquirido resistenciaaotrostantos, por |o que sobreviven mejor que otras bacteriasen
ambientes donde se prodigan los ATB, por que resisten la desecacion y se mantienen
viables en superficiesinanimadas por periodos prolongadosy por todo lo cual ademas
son féacilmente diseminados por las manosdel personal. (8)

Resistencia a los antimicrobianos

Tanto el nimero deinfecciones en aumento como laresistencia son consecuenciadel
uso indiscriminado de ATB, alos cuales enterococo es resistente o tienen muy escasa
actividad sobre ellos como cefal osporinas detercerageneracidn o quinolonas fluoradas.
Laadministracién de fluoroquinol onas es un hecho demostrado que aumentalaportacion
fecal de enterococos y favorecen las sobreinfecciones. (9-16)

L os enterococos son intrinsecamente resistentes a algunos antibiéticos y pueden ade-
més adquirir resistenciaaotros.

Resistencia intrinseca

L os enterococos poseen resistencia intrinseca o sea resistencia inherente a género o
especie: alos betalactdmicos (BL), de bajo nivel alos aminoglucésidos, (AMG), ala
clindamicina y al trimetrophin-sulfamethoxazol y algunas especies de bgjo nivel ala
vancomicina. Las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) de los enterococos a
laspenicilinasy derivados son varias veces mayores que paralos estreptococosy esto
espor poseer proteinas fijadoras de penicilina (PFP) de baja afinidad por estos ATB.
(17) Laresistencia alas cefalosporinas esla més pronunciada en este sentido por lo
gue son totalmente inefectivasin vivo.

Combinaciones de BL o GP y AMG adquieren sinergia bactericida aunque los
enterococos posean resistencia intrinseca de bagjo nivel alos AMG. Esto es debido a
gue laentradadel AMG alabacteriarequiere transporte oxidativo que es pobre anivel
delamembrana delosenterococos. LacombinaciéondeBLy AMG sehacesinérgica
al facilitar uno laentradadel otro.

Enterococcus casseliflavus, E. gallinarumy E. flavescens son intrinsecamente resis-
tentes a bajos niveles de vancomicina que se expresa de forma congtitutiva aunque
son sensiblesala teicoplanina. (18)

Resistencia adquirida
L os enterococos pueden ademés adquirir resistenciaalosBL,AMGYy GP.
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Alosbetalactdmicos: por sintesisde betal actamasas, descritaen Enterococcusfaecdis,
probablemente de originada en Staphylococcus aureus, poco frecuente hasta ahora
aungue existe evidencia de diseminacion clonal. (19-21) Pero laresistencia adquirida
maés frecuente alos BL es por sobreproducci on de una PFP5 preexistente de baja afini-
dad por el ATB, lo que generaalto nivel deresistencia. (22)

A losAMG : por tres mecanismos : alteracion del sitio blanco ribosomal, interferencia
en el transporte o detoxificacidn enzimaticadel ATB. Los dosprimeros son por muta:
cion cromosdmica y e tercero esplasmidico. Laresistenciadeato nivel alosAMG es
enzimética, es plasmidicatransferible aotros microrganismosy constitutiva. (23) La
presenciade unaenzima abolelasinergiaconlosBL.

Alosglicopéptidos.: Laresistenciaalavancomicinase detectd por primeravez en 1986,
en Inglaterraen pacientesen hemodidisis despuésdeimponer régimen convancomicina
como terapiaempirica enlospacientesfebriles. (24,25)

Basados en su susceptibilidad a los glicopéptidos vancomicinay teicoplanina se
describen fenotipos segin sus genes de resistencia particulares. Lostres masrel evan-
tes son:

Van A: resistencia de alto nivel a vancomicina, CIM mayor a 64 mcg/ ml inducible
plasmidicatransferible localizadaenun trasposon. Resistente también alateicoplanina
CIM mayor de 16 meg/ml .(25)

Van B: resistencia inducible denivel variableavancomicinaCIM de4 amésde 1000
mcg/ml  pero sensible ateicoplanina. Tranferible por conjugacion. (26)

Van C: loposeen las cepasde E. galinaruny E. casseliflavus. aunque estaresistencia
no es adquiridasino que es caracteristicaintrinseca.

El fenotipo Van A tiene siete genes localizados en un trasposon Tn1546 de 10.8 kb cuyo
resultado final eslasintesis de precursores del peptidoglican modificados|o queimpi-
dela union del GP. (27-29) Enlasbacteriassensiblesel GP inhibelasintesisdelapared
celular formando complejos a nivel de las terminaciones D-alanina precursor del
péptidoglican, impidiendo la formacion de las uniones peptidicas. Genes Van estén
|ocalizados tanto en pldsmidos como en el cromosoma, en un transposon y se trasmite
entre cepas 0 especies por conjugacion. No esta claro de que bacteria vancomicino
resistente fue adquirido el trasposdn . El origen de la resistencia alin tiene puntos
0oscuros aunque es claro que la produccién de proteina Van A es inducible por
vancomicina. Su uso para € tratamiento de infecciones por Staphylococcus aureus
meticilino resi stente bien que puede haber tenido responsabilidad en laaparicion dela
resistenciaalos GP. (3) El uso de vancomicina oral para el tratamiento de la diarrea
asociadaaATB, que producealtos nivelesen el intestino favorecen lacol onizaci 6n por
especies naturalmente resistentes a los glycopéptidos (probablemente streptomyces)
lo que podriaestar vinculado a origen delaresistenciaen enterococcus. (30) El meca-
nismo de accién delaproteina que desembocaen resistencia eslamodificacion de la
D-alaninade maneraque no une més vancomicina.(31) El uso de otrosATB también ha
demostrado asociacion significativa con |os aislamientos de enterococos resistentes a
glicopéptidos (ERG) como clindamicina, cefalosporinas de tercera generacion y
antianaerdbicos. (32-34)
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Laresistenciaaparecié casi s multaneamente en Francia, Alemania, Inglaterra, Espaia
y USA locua eliminarialateoriadeladiseminacion clonal.

En cuanto aotros posibles origenes de laresi stenciacomo seriael reservorio animal se
han detectado ERG en cerdos en asociacion con el uso de avoparcina, glicopéptido
gue promueve el crecimiento delosanimales. (35-37)

Genes Van solo han sido detectados en enterococos. Ellos pueden intercambiar resis-
tenciaa gentamicinay macrolidos con otros Gram positivos via plasmidos conjugativos,.
por lo tanto la resistencia a GP plasmidica tiene grandes chances de transferirse a
Streptococcus y Staphylococcus aureus como ya se demostré in vitro (38,39)

Todas las resistencias pueden darse en forma independiente o estar asociadas en la
misma cepa: resistencia a penicilina por sobreproduccion de PFP5 y sintesis de
betal actamasasy resistenciaaGPy dealto nivel a gentamicina. Todo 1o cua sehavisto
en Enteroccoccusfaecium. Lasinfeccionespor ERG estén asociadasamayor gravedad
y amayor mortalidad.

Por |o tanto enterococo se constituye como un gran reservorio de genes de resistencia
y € hecho de que sean bacterias menos virulentas que muchas no deja de inquietar ya
gue laadquisicién de genes de virulencia también es posible.

Losfactoresderiesgo paraadquirir unacepade enterococo resistente alavancomicina
se pueden dividir en antimicrobianos: uso indiscriminado de ATB (40-42) y no
antimicrobianos: estadiahospitaariaprolongada, severidad delaenfermedad, laproxi-
midad con paci entes col onizados o infectados con ERG, mucositis, hemopatiamaligna
y lacolonizaciénintestinal .(43-47)

Lacolonizacion es 10 veces mésfrecuente quelainfeccidn y por reglageneral todoslos
infectados tienen colonizacion intestinal que puede datar de un afio o més. (48) La
colonizacion intestinal es muy importante en mantener el reservorio de ERG y ademas
escausa favorecedorade bacteriemia ya que loscolonizantes ERG poseen laventaja
de sobrevivir apesar del uso indiscriminado deATB, unavez quecolonizan, la supre-
sion delafloranormal por losATB permite que ERG intraluminal alcancealtas concen-
traciones, latraslocacion del microorganismo atravésdelapared del intestino puede
dar lugar alabacteriemia. Aunque estapuede ser autolimitadaen el inmunocompetente,
puede ser un problemaen el inmunodeprimido. Lamortalidad de |as bacteriemias por
ERG es aproximadamente 37% comparadaa 16 % cuando el enterococo es sensible.
(49,50)

L os pacientes con diarrea son |los de mayor riesgo en mantener la contaminacion am-
biental y por tanto lainfeccion cruzada

Medidas de control
El control deladiseminacion de ERG incluye:

@ Usoracional delosantimicrobianos. El uso prudente de ATB eslallave parala
prevencion. No usar ATB innecesarios, sobre todo cefalosporinas,
fluorquinolonas y antianaerdbicos. Evitar uso inapropiado de vancomicina,,
cambiar la primeralineade vancomicinaametronidazol parael tratamiento de
Clostridium difficile, y evitar lavancomicinaen el tratamiento empirico delos
neutropénicos febriles.
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® Educacion del staff . Todo el personal de salud debe conocer los mecanismosde
transmision delosERG y laformade prevenciony control.
® Aislamiento estricto inmediato queincluye, precauciones de contacto y cuartos
separados tanto en infectados como en colonizados. Se deben usar tlnicas
descartables porque estd demostrado que se contaminan. (51-55)
® Politicadelimpieza, desinfecciony antisepsia. Lavado de manos con antisépti-
co; losjabones sin antiséptico tienen muy poca actividad sobre para ERG por
lo que deben evitarse. La clorohexidina por su accion residua es de eleccion.
(339
® Screening de pacientes colonizados mediante cultivo de heces o hisopado
perirrectal debe realizarse en unidades donde se aisld6 ERG y en unidades de
inmunodeprimidos. (56-58) No obstante se debetener en cuentaqueel screening
de pacientes colonizados: es caro y consume tiempo por |o que hay que tener
buenas razones pararealizarlo. Unaventaja de conocer lacolonizacion espara
evitar lainfeccidn cruzaday disminuir lacontaminacion ambiental. Sila limpie-
zano esbhuenaesel momento paraconseguir recursos; la segunda ventaja es
parapersuadir alosclinicosde no usar antibiéticosy es muy Util en las &reas
de mayor riesgo, transplante de higado y leucosis . (59)
Otra medidas de control son: el registro de pacientes colonizados o infectados y la
notificacion a otros servicios en caso de transferencia. Pacientes conocidos que se
saben tienen ERG deben aislarse hasta descartar la colonizacion con dos cultivos de
heces negativos o perirrectales separados por 48 horas.

Tratamiento

El tratamiento deinfecciones severas por enterococosamenudo requiere vancomicina
0 combinaciones de betal actami cos con aminoglucésidos, laresistenciade alto nivel a
losAMG sumado alaresistenciaa BL y GPtorna alos enterococos en superbacterias
de tratamiento muy dificil. Actualmente los esfuerzos se centran en el desarrollo de
nuevos agentes antimicrobianos que sean efectivos contra las bacterias Gram positi-
vas multiresistentes. Entre ellos se incluye la revision de agentes antiguos como las
nuevas formulas menos téxicas de las pristinamicinas, formulas de glicopéptidos y
guinolonas quimicamente modificadas para evitar laresistenciay uso de técnicas de
dternativacomo el tratamiento con bacteriéfagosy latecnol ogiagenéticadel antisentido
paraanular laresistenciabacteriana. (60,61)

Antecedentes

En el Hospital Pasteur hasta el afio 2000 |os Enterococos aislados mostraban niveles
variables de resistencia a beta-lactamicos y aminoglucésidos segin la especie
involucraday 100% de sensibilidad alavancomicina.

En el cuadro 1 se puede observar que la resistencia de alto nivel alos AMG en
Enterococcus faecalis es elevada, siendo baja la resistencia a la ampicilina. En
Enterococcusfaecium laresistenciaalaampicilinafue elevadadurantetodo el periodo
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de observacién siendo variable 1apresentacion deresistenciade ato nivel alosAMG.
No se encontrd ninguna cepa productora de beta-lactamasas y todas fueron sensibles
alavancomicina(62)

En diciembre de ese afio se aislade laorinade un paciente en CTI laprimera cepa de
Enterococcus faecium resistente ala vancomicina en nuestro medio.

Cuadro 1. Resistencia de especies de Enterococos. Vigilancia epidemiolégica. Hospital Pasteur 1996 - 1999

E. faecalis E. faecalis E. faecium E. faecium
96/97 n: 99 98/99 n : 98 96/97 n: 21 98/99 n: 22
n % n % n % n %
RAN*
Streptomicina 41 41.4 40 40.8 11 52.4 3 13.6
RAN
Gentamicina 33 33.3 23 23.5 8 38 1 4.5
Ampicilina 2 2.02 1 1.02 10 47.6 11 50

* RAN: Resistencia alto nivel

MATERIAL Y METODOS

Resumen de la historia clinica comentada de la que se ob-
tuvo el aislamiento resistente, su identificacion y suscep-
tibilidad a los ATB.

RC sexo masculino, 58 afios fumador asmatico, portador de cardiopatia isquémica
hipertensiva. Accidente vascular encefdlico isquémico en noviembre 2000, coninterna-
cion en sala de medicina por 36 horas. Diastasis de los rectos intervenido en tres
oportunidades. Consulta 13/12/2000 por cuadro agudo de abdomen de 48 horas de
evolucién diagnosticandose eventracion estrangulada por lo que es intervenido
quirdrgicamente el mismo dia. Cursa postoperatorio inmediato en cuidados interme-
dios, donde es tratado con reposicion hidroeléctrolitica y antibidticos. sulbactam-
ampicilina, con buenaevolucién clinicasiendo dado de altaa salade medicinaen 24
horas. En salapresentamalaevolucién con fiebre, tos con expectoraci én mucopurulenta,
foco de estertores crepitantes en base de hemitérax derecho , agregando en la evolu-
cion vomitos y diarrea . El 17/12/2000 reingresa a CTIl con deshidratacion, shock
hipovolémico, polipneae hipoxemia. Delavaloracion clinicay paraclinicase destaca
1) insuficienciarespiratoriaagudaque no requirio ARM, 2) abdomen distendido, dolor
difuso alapalpacion, retencion por sondanaso géstricay diarreas muy abundantes de
hasta 14 deposiciones en 24 horas . Visto por cirujano se descarta cuadro quirdrgico
abdominal 3) insuficienciarenal agudacon perfil prerrenal secundariaadeshidratacién
gue mejora en la evolucion, normalizando cifras de funcién renal . De la encuesta
bacteriol dgica se destaca del 17/12 hemocultivos positivos a Escherichia coli. Con €l
planteo clinico de: 1°) gastroenterocolitis severa que lleva a shock hipovolémico e
insuficienciarenal agudaprerrena . Diarreade probable etiologiabacteriana ( Clostridium
difficile)y 2°) neumonianosocomial bilateral se tratd con reposicion hidroeléctrolitica,
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oxigenoterapia, antibi6ticos orientadosinicialmente al cuadro abdominal bacteriémico:
metronidazol y ciprofloxacinadel 17 al 19/12 en donde se cambia el metronidazol por
ceftazidima por € planteo de neumonia nosocomial sin germen aisalado. Aceptable
evolucion con mejoriade lafuncidn respiratoria, renal y sintomatol ogia digestivaotor-
gandose e ataasalademedicina el 26/12y adomicilio el 30/12.

Urocultivo de control realizado el 25/12 desarrolla>100.000 ufc/ml de Enterococcus
faecium resistente a vancomicina. Destacamos que dicha muestra fue indicada dentro
delarutinabacteriol gica que se realiza unavez por semana atodos | 0s pacientes con
cateterismo vesical enlaunidad. El pacienteteniaorinaclara, sin sedimentoy ausencia
desintomasurinarios. Por lo tanto y deacuerdo alaclasificacién del CDC, modificada
por Wong se consideré como una colonizacién urinaria, definida como bacteriuriama-
yor a10.000 UFC/ml sin sintomatol ogiay examen deorinanormal. (63,64)

Respecto a la diarrea no se confirmd la participacion de Clostridium difficile. Datos
bibliogréficosrelacionan ladiarreapor Clostridium difficile conlosais amientosde ERG
(€5

La caracterizacion de la cepa aislada se realizd seguin esquema de Facklan (4) vy la
susceptibilidad alosantimicrobianos segun lasrecomendacionesdelaNCCLS. (66) La
concentracion inhibitoria minima se realizo por técnica de E test para vancomicina,
ampicilina, gentamicinay streptomicina.Parateicoplaninaseutiliz6 técnicadedifusion
por disco. Se consideran cepas resistentes cuando los valores de CIM son iguales o
mayoresa: vancomicina: 32 meg/ml , ampicilina: 16 meg/ml, gentamicinaalto nivel: 500
mcg/ml, streptomicinaalto nivel: 2000 meg/ml. Paratei coplaninase consideraresistente
si el halo deinhibicion esigual o0 menor de 10 mm. Ladeteccion de beta-lactamasa se
realizo por pruebade nitrocefina.

RESULTADOS

Resultados de susceptibilidad de la cepa aislada:

Vancomicina CIM: > 256 mcg/ml; Ampicilina: CIM: 128 mcg/ml , StreptomicinaCIM:
> 1024 meg/ml, Gentamicina CIM: >1024 meg/ml., Teicoplanina hdloOmm. Investiga-
cion de betalactamasa :negativa .De acuerdo a estos resultados la cepa se considerd
resistente a los glicopéptidos vancomicina y teicoplanina, con resistencia de alto
nivel alosbeta-lactamicosy alosaminoglucésidos y no productorade betalactamasa

Enviadalacepaa Instituto Adolfo Lutz dela ciudad de San Pablo se confirmé la
especiacion y la busqueda de genes de resistencia por técnica de PCR, demostré la
presenciadel gen Van A, confirmando laresistenciaalavancomicinay teicoplanina.

Respecto alas caracteristicas de la unidad en donde se produjo el aislamiento, el CTI
del hospital Pasteur es una unidad polivalente que cuenta con 22 camas, 10 de trata-
miento intensivo y 12 de cuidados intermedios. Durante el afio 2000 egresaron 1355
pacientes, promedio de edad de 58.34 afios, promedio de estadia de 5.53 diasy unatasa
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de mortalidad de 24.94 %. El consumo de antibiéticos delaunidad expresado en dias
de utilizacion de las drogas més frecuentemente utilizadas durante el afio 2000 en la
unidad de cuidadosintensivos, mostré un elevado consumo de drogas antianaerdbicas,
quinolonasy cefal osporinas de tercera generacion. ( Gréfico 1)

Gréfico 1. Consumo de ATB CTI Hospital Pasteur Afio 2000
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COMENTARIOS Y CONCLUSIONES.

Basados en estas observacionesy la experienciaextranjeraque evidenciaquelas colo-
nizaciones aparecen antes que las infecciones; la demostracion de la circulacion de
enterococos resistentes a los glicopéptidos en el medio aungue solo sea en etapa de
colonizacion, asi como la evidencia del consumo importante de antianaeroébicos,
quinolonasy cefalosporinas, nosobligaainiciar medidas de contencion de la disemi-
nacion de ERG: Politicaracional deuso deATB condisminucion enel consumo delos
ATB inductores, educacion continua de todo €l staff , presentacién del caso con infor-
maciony discusiony screening mensual de colonizacién intestinal, mediante cultivo de
heces o exudado perirrectal de todos los pacientes internados en la unidad. Medidas
todas que han probado ser efectivas en detener |a diseminacion de cepas resistentes
ya que aungue los enterococcus sean microrgani smos de baja virulencia, las infeccio-
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nes por ERG en ciertostipos de paci entes pueden constituir un problemainsoluble con

¢l arsenal terapéutico disponible. Por lo tanto aunque sobre €l temaadn existen puntos

oscurosy quedan preguntas que no podemos contestar, si estaclaro queen € origen

de laresistencia tuvo lugar protagénico el uso abusivo de los antimicrobianos por lo

que las actividades dirigidas a promover “el uso prudente de antibiéticos’ deben ser

consideradas prioritarias por |os equipos de salud.
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RESUMEN

Endolimax nana es una pequefia amiba enteroparasita antrépica de reservorio ex-
clusivamente humano, con distribucién cosmopolita. Su patogenicidad para el hom-
bre es un tema discutido, aunque periédicamente se notifica casos clinicos de diarreas
cronicas o enterocolitis 0 urticarias asociadas a su presencia.

En el presente trabajo, se ilustra sobre la frecuencia, epidemiologia y clinica asocia-
da a E.nana en pacientes que consultaron o fueron objeto de un tamizaje por examen
coproparasitario en el Hospital de Clinicas “Dr. Manuel Quintela”, Facultad de Medi-
cina, Universidad de la Republica Oriental del Uruguay, durante el lapso 1990-2000.

Palabras Claves: Endolimax nana, Amiba, Enteroparasito, Epidemiologia

SUMMARY

Endolimax nana is a small antrhopical enteroparasite ameba of exclusive human
reservoir with cosmopolitan distribution. Its pathogenesis for men is arguable although
clinical cases of chronic diarrhea or enterocolitis or uricaria associated to its presence
have been periodically notified.

The present study deals with the frequency, epidemiology and clinic associated to
E.nana in patiens who consulted or a coproparasite tamisage was performed at the
Hospital de Clinicas Dr. Manuel Quintela, School of Medicine, Unversity of Uruguay,
between 1990-2000.
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INTRODUCCION

Endolimax nana (Wenyon & O’ Connor, 1917) es una pequefia amiba enteroparasita
antrdpica, que pertenece alaFamilia Endamoebidae de reservorio exclusivamente hu-
mano, con distribucién cosmopolita(1,2).

Su morfologiadiagnésticamas frecuente es un quiste ovoide/elipsoidal de5 por 10ude
gje, pudiendo llegar a6y 8 como promedio méasfrecuente. Enlos quistes maduros, que
son los mas comunes, es posible observar 4 nicleos (3).

Estos nucleos, que se multiplican en el interior del quiste, en la microscopia 6ptica de
diagndstico, carecen de cromatina periférica, presentando cromatina cariosomicacen-
tral difusa. Carecen de cuerpos cromatoideos definidos, silo dispouestos en pequefias
granulaciones, y e glucdgeno se presenta difuso. Colorean con lugol de color caoba
intenso (Fig.1).

Dd quiste emerge una ameba tetraquistica, de inmediata reproduccion por fision en
cuatro amebas metaguisticas. Estos trofozoitos, poco mdviles, habitan en € lumen
intestinal, sin capacidad invasiva. Los mismos, si no evolucionan aforma quistica de
multiplicaciony resistenciaa medio externo, sedesintegran (4).

El ciclofecal oral, de contaminacién de aimentosy/o aguacon materiafecal de portado-
res, cierracon laingesta por humanos de formas quisticas infectantes.

Como toda enteroparasitosis el control de latransmision de este agente se basa en algu-
nas delas siguientes medidas: control ambiental, con saneamiento adecuado y provision
de agua potable; fomento de habitos de higiene personal y ambiental; desarrollo de
proteccidn de dimentos en buscade inocuidad delosmismoseinformacidny educacion
alacomunidad mediante efectores de salud, educacién 'y comunicacién social.

Fig.1.- Quiste de Endolimax nana, tincién tricrémica. Se pueden observar los cuatro niicleos, con cromatinay carencia

de cromatina periférica, sobre citoplasma granulado. Microscopio optico 1000X.
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Lapatogenicidad de E.nana para el hombre es un temadiscutido, y es considerada por
algunos como un “comensal” no patégeno, cuya presencia en €l intestino humano no
hace otra cosaque indicar lapresenciade un ciclo fecal-oral en el medio ambiente del
paciente examinado. Esta posicidn es sostenida por laDivision Parasitologiadel Centro
de Control de Enfermedades Trasmisibles (CDC)(5) de Estados Unidos, quienes adjudi-
can cualquier signo, sintomatologia o patologia clinica concomitante a razones
coadyuvantesindependientes, aunque resulten de un origen comun (ciclo fecal-oral)(6).
Sin embargo, multiples autores notifican periddicamente casos clinicos de diarreas
cronicas o enterocolitis y cuadros urticariformes, entre otros; que se asocian ala pre-
senciade E.nana, abriéndose unaexpectativareferidaalapotencial patogenicidad que
en algunos casos esta amiba pudiera suponer (7,8).

En Uruguay, su presenciafue descritapor Taliceen el afio 1928 (9), en diversas encues-
tas estaamiba fue notificadareiteradamente con variable frecuencia, para poblaciones
atendidas en el subsector publico o privado de salud de la ciudad de Montevideo, o en
departamentosdd interior (10,11,12,13,14).

En el presentetrabgjo, seilustrarasobre lafrecuencia, epidemiologiay clinicaasociada,
en pacientes que consultaron o fueron objeto de un tamizaje por coproparasitario en el
Hospital de Clinicas”Dr.Manuel Quintela’.

MATERIAL Y METODOS

Seestudid end 1apsn 1990 d 2000, untota de 3845 paci entes con examen coproparasitario
completo, consi stente en examen microscopi co: observacion directa-enriquecimientoy
examen macroscopico.

L os métodos de enriquecimientos que se utilizaron fueron: centrifugacion-sedimenta-
cion (RITCHIE) (15) hasta el afio 1996, y desde 1996 hasta 2000 por método PARA-
PACK MACRO-CON (Stool Concentration System. Meridian DiagnosticsInc. USA),
siendo este Ultimo un método comercial de centrifugaci 6n-sedimentacion con etil-acé-
tico (16,17).

Lasmuestras (directo y enriquecimiento) se procesaron con observaci on microscopica
en suero fisioldgico y en lugol parasitoldgico. En casos de duda morfolégica o de
determinaci on especifica confusase utilizaron col oracionestricrémica, negro declorazol
otiamina(18).

Se extrgjeronlosdatos que figuraban en lasolicitud del examen, tales como: edad, sexo,
sintomatologia o cuadro asociado.

Dado que mas del 70% de las “boletas de pedido del examen” eran incompletas (no
adjuntando datos clinicos del paciente en estudio), serevisaron lashistoriasclinicasde
los pacientes, obteniéndose los datos relevantes para el estudio, tales como
sintomatologiay signologia que motivé la consultay por ende lasolicitud del examen
coproparasitario, otros examenes paraclinicos realizados, tratamiento instituido y res-
puestaclinicaa mismo.
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Procesados y analizados los datos se formularon cuadros y gréficos para concluir las

caracteristicasy criterios del parasitismo por E.nana en nuestra casuistica

RESULTADOS

En 3845 pacientes examinados, del afio 1990 al 2000, se detectaron por coproparasitario
un total de 426 positivos para algun tipo de enteroparésito (protozoario o helminto).

(Tablal, Fig. 2y Fig 3)

Tabla 1. Frecuencia de Endolimax nana en la Consulta coproparasitologica del Hospital de Clinicas 1999 - 2000.

Departamento de Laboratorio Clinico. Sector Parasitologia

Afio Ex. Totales Ex. Positivos Ex. Positivos E.nana
1990 408 28 (7%) 6 (21,4%)
1991 389 37 (10%) 6 (21,4%)
1992 416 53 (13%) 8 (15%)
1993 346 32(9,2%) 4 (13%)
1994 484 52 (11%) 6 (12%)
1995 356 41 (12%) 5(12,1%)
1996 350 47 (13,4%) 4 (9%)
1997 432 38 (9%) 3(8%)
1998 299 46 (15,3%) 4 (9%)
1999 163 29 (18%) 5 (17,2%)
2000 202 23(11,3%) 8 (35%)
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Figura 2. Frecuencia de Examenes Positivos en la Consulta Coproparasitolégica del Hospital de Clinicas 1999-2000

Dpto. de Laboratorio Clinico. Sector Parasitologia.
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En estos 426 positivos, 59 lo fueron a E.nana, contédndose con datos clinicos de 16 de
ellos, enrazon delafrecuente bgjacalidad dellenado del pedido al laboratorio, por parte
delosclinicos(Fig3y Fig4).

Esto Ultimo motivd que serevisaran las 59 historias clinicas delos pacientes portadores
de E.nana; delasmismas serecabaron lossiguientedatos(Fig. 5y Fig. 6):

Figura 5. Asociacion entre Endolimax nanay la presencia de sistomatologia Hospital de Clinicas 1999-2000 Dpto. de
Laboratorio Clinico. Sector Parasitologia.
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Figura 6. Frecuencia de sistomatologia en pacientes con Endolimax nana. Hospital de Clinicas 1999-2000
Dpto. de Laboratorio Clinico. Sector Parasitologia.
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® 17 pacientessin sintomatol ogia, en quienesse solicitd el examen coproparasitario
por la Divison Universitaria de la Salud (DUS) por trabajar en el Servicio de
Caocina del Hospital de Clinicas. Dichos pacientes recibieron tratamiento con
Metronidazol adosisde 1,5 gr/diadurante 7 dias, siendo € criterio detratamien-
to, lamanipulacién de alimentos que realizaban en su trabgjo.

® 8 paci entes sin sintomatol ogia, en quienes el examen coproparasitario se solici-
té en el marco de estudios para valoracién general del paciente. Ninguno de
ellosrecibi 6 tratamiento especifico (antiparasitario).
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® 11 pacientes consultaron por diversos cuadros de tipo aérgico. 8 de estos
pacientes eran portadores de: dermatitis atopica (5), psoriasis (2) y urticaria
crénica(l); todos estaban recibiendo tratamiento con antialérgicos
(antihistaminicos v/o y/o cortcoides topicas en formade cremasy lociones). El
motivo de consulta en estos pacientes fue la exacerbacion de la sintomatol ogia
habitual, con aumento de prurito, aparicién de lesiones perioral es descamantes,
aumento de lesiones eczematosas en manos y pliegues, entre otras. Todos los
pacientesfueron asistidosen lapoliclinicadel Dpto. de Dermatol ogiadel Hospi-
tal de Clinicas, realizdndose un completo interrogatorio y examen fisico y
solicitandosel e diversos examanes en busgueda de posibles focos infecciosos
desencadenates del empuje sintomatico que presentaban; dentro de ellos se
destacahemograma, exudado faringeo, exudado nasal, examen coproparasitario,
examen micoldgico de piel y examen parasitolégico de piel (en 2 de ellos).
Dado que el examen coproparasitario detectd lapresenciade E.nana, no encon-
tréndose otras alteraciones en los examenes paraclinicos solicitados (excepto
en el hemograma: 4 pacientes portadores de unaeosinofilialeve); seinicio trata
miento especifico con antiparasitarios, se indicé metronidazol v/o, las dosis
empleadas oscil 6 entre 1-2 grs/diay laduracion del tratamiento entre 7-10 dias.
En todos | os pacientes se constatd mejoria clinicafranca con passje de eczema
activo aeczemaclinicamenteinactivoy en algunos casos con remision completa
delasintomatologia. Serealiz6 coproparasitario control alos 30 diasdel trata-
miento, siendo el mismo negativo. Los restantes 3 pacientes que consultaron
por cuadros alérgicos, no tenian antecedentes alérgicos, recibieron tratamiento
antiparasitario, pero no seevidencio mejoriaclinica.

® En 8 pacientes sesolicitd el examen coproparasitario por lapresenciadediarrea.
En estos pacientes el motivo de consultafuelapresenciadediarreacrénica(con
tiempo de evolucion de 1 a10 meses), lasmismas se caracterizaron por € aumen-
to del nimero de deposiciones con 2-5 deposiciones/ dia, de materias pastosas-
liquidas, sin gleras, pusni sangre. Enlamayoriadelos pacientes (6) se acompa-
fid de dolor abdominal difuso. Todos los pacientes fueron estudiados en la
Paliclinicasde Gastroenterologiadel Hospital de Clinicas, sesolicitraon examenes
de valoracion general, coproparasitario, en algunos coprocultivo(4) y
fibrogastroscopia en 1 paciente por la presencia de sindrome ulceroso. Todos
los pacientes recibieron tratamiento con metronizadol v/o a las dosis antes
mencionadas (1-2 gr/dia) durante 7-10 dias. En todos ell os se comprob6 mejoria
clinica con desaparicion de la sintomatol ogia. Los examenes coproparasitarios
de control que serealizaron entre los 20-30 dias siguientes se negativizaron.

® En 5 pacientes se detectaron otros sintomas (estrefiimiento, prurito ana y tras-
tornos del cardcter), en estos pacientes nos se indicd tratamiento, no pudiéndo-
se constatar la relacion existente entre esta sintomatologia y la presencia de
E.nana.

® En 10 de los pacientes con coproparasitarios positivos para E.nana, se carecen
de datos clinicos, por diversas causas entre las que se mencionanan: ausencia
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de nimero de registro en lasolicitud del examen, discordancia entre nombrey
ndmero deregistro del paciente e historias no registradas en el Dpto. de Regis-
tros Médicos.

Por orden de frecuencia, |as manifestaciones clinicas més frecuentemente asoci adas a
diagndstico coproparasitario de E.nana fueron manifestaciones a érgicas (18.6%), dia-
rrea (13.6%), estrefiimiento (3,4%), prurito and (3,4%), y nerviosismo (1,7%).(Fig 4).
Ello representaun total de 40.7% de pacientes parasitados con E.nana que presentaron
sintomatologia, mientras que el 42.4% fueron asintométicos, careciendo de datos al
respecto en el 16.9% restante (Fig. 6).

No hubo significanciadel estudio de prevalencia en relacion aedad o género.
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COMENTARIOS Y CONCLUSIONES

El parasitismo intestinal por E.nana, existe en Uruguay, y su presencia en nuestra
casuistica no estuvo ausente en ninguno de los 10 afios de trabajo examinados.

Su prevalenciaen el grupo examinado, esrelativamente baja, tal como bajaeslapreva
lencia general de las enteroparasitosis en esta poblacion.

E.nana, es una de las Endamoebidae més frecuentes junto a Entamoeba histolytica/
dispar y Entamoeba coli, y asi se presenta en multiples encuestas y casuisticas del
Uruguay, y alolargo del siglo.

Su asociacion con sintomatol ogiay patogenicidad no es clara, pero existen elementos
gue llevan a otorgarle algun tipo de rol en el cuadro que motiva la consulta
coproparasitoldgica del paciente.

Tal sintomatol ogia consiste de formamas frecuente en nuestra casuisticaen manifesta-
ciones aérgicas o diarrea; en estos 2 grupos de pacientes se pudo comprobar la des-
aparicion parcial ototal delasintomatol ogiay signologiaque motivé laconsulta, luego
deinstaurado un tratamiento antiparasitario especifico, sin mediar otras medidas tera-
péuticas. Deello se desprende el posiblerol patdgeno que estaba ocupando Endolimax
nana en los pacientes, ya sea exacerbando sintomatologia alérgica o cambiando las
formas de presentacion de dermatitis en pacientes con antecedentes de atopias de
largadata o por laaparicion de sintomatol ogia digestivabaja (diarrea).

Delo expuesto es posible concluir:

® E.nanaexistey existié en nuestro medio, con un reservorio humano de entidad
pequefia en poblacién general.

® E.nana puede ser considerado un «comensal», como semostré en estacasuistica
el 42.4% de los pacientes con Endolimax nana no presentaron sintomas ni
signos, siendo solicitado el examen coproparasitario en virtud de la ocupacién
de los pacientes 0 en el marco de examenes de valoracion general; pero para
considerarlo como tal (comensal) se debe interpretar correctamente la
sintomatologiay diagnéstico coproparasitario, junto alatotalidad de factores
potencia mente causantes o coadyuvantes del cuadro clinico examinado.

® Pero indudablemente debe tratarse al paciente con tratamiento antiamibiano,
ante la ausencia de otras causas de la sintomatologia, sospecha evidente de
ciclo «oral-fecal», 0 sintomatol ogia persistente.

Endolimax nana puede ser considerada «comensal» y su presenciaen el intestino del
hombre denuncia una carencia de higiene ambiental que debe ser corregida. Pero, en
algunas circunstanciasy en agunos pacientes puede comportarse como un patdgeno
capaz de causar enfermedad, malestar y unabajaen lacalidad delavida del paciente,
ameritando estudio y tratamiento del caso, en unainterpretacion individual del médico
tratante.
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SECCION INFORMATIVA

Durantee X1V Congreso L atinoamericano de PatologiaClinica, V Congreso de Patolo-
gia Clinica, V11 Congreso Uruguayo de Patol ogia Clinica, | Jornadas L atinoamericanas
de Residentesen PatologiaClinicay 111 Encuentro de Medicina Transfusional del
MERCOSUR redlizada del 26 a 29 de octubre de 2000 en Montevideo- Uruguay, €l
COMITE CIENTIFICO DEL CONGRESO integrado por losDres AnaMariaGarcia,
MariaAlbini, InésAlvarez, LuisBorche, CarlosKrull, JorgeMirabal, José Russi y David
Sempol entre los trabajos presentados (Revista Uruguaya de Patologia Clinica, 33,
2000) otorgd lossiguientes premios:

PREMIO SUPAC- RELAB

“Hemostasis and genetic studies in deep vein trombosis’ delos Dres L U Yamamoto
(1), RAun (2) y M Vainzot (3,4) del (1) Laboratorio de Coagulacion HC-FMUSR, (2)
ServiciodeCirugiaVascular FMV SR, (3) Centro deestudiosdel GenomaHumano IBUSP
y (4) Departamento de Neurologia FMUSP, San Pablo, Brasil.

“Eval uaci6n de desempefio de los medidores de glucosa en sangre” delosDresR. San
Martin, G. Cabrera, C. Mier, CMuslera, M Lopez(*) y R. Hermo del Departamento de
Laboratorio Clinico, Reparticion Bioquimica, (*) Division Universitaria de la Salud
(DUS), Hospital de Clinicas, Facultad de Medicina, Montevideo , Uruguay (Mencion
Especid)

PREMIO SUPAC- ROCHE

“Anticuerpos antifosfolipidicosy proteinaz’ delosDresB.

Steffano de Perdomo (1), R. Forastiero (2) M. Martinuzzo (2) y L Kordich (3) del (1)
CEDIHT, Montevideo , Uruguay, (2) Fundacion Favaloro, Buenos Aires, Argentinay
(3) Facultad de Ciencias Exactas, UBA, BuenosAires, Argentina.

PREMIO SUPAC - SIGMA (COMPARTIDO)

“Lipoproteinas (a) y riesgo aterogénico en pacientes en

hemodidlisis crénica con estenosis y/o fibrosis vascular aortica’ de los Dres. A.
Olascoaga(l) , J. Ventura(2), N. Tavella(3); C. Romero(3), A, Petraglia(2), A. Baz(2), L.
Mufioz(2), M. Andujar(1), M. Garau(3) y W. Alalon(1) del (1)Departamento de Labora:
torio Clinico, (2) Centro de Nefrologia, (3) Departamento de Cardiologia, Hospital de
Clinicas, Facultad de Medicina. Montevideo, Uruguay

“Diferencial transferrina—abumina(DTA) en € estudio del metabolismoférrico” delos
DresM. Rovany L. Borche del Departamento de Laboratorio Clinico Hospital de Clini-
cas Facultad de Medicina. Montevideo, Uruguay
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Normas de publicacion de manuscritos de la Revista
Uruguaya de Patologia Clinica

El envio deun trabajo parasu publicacion en laRevista Uruguayade Patol ogia Clinica
implicalaaceptacion delas siguientes normas:

1-

El original debe estar escrito en espafiol, mecanografiado a doble espacio y de un solo
lado del papel de formato carta esténdar. Vendra acompafiado siempre de una copiay
del disquete correspondiente. Podran publicarse trabajos en otros idiomas cuando a
juicio delaDireccién dela Revista sea de interés o conveniente.

El trabajo debe ir acompafiado de una carta de presentacion con lafirmadel autor que
figuraen lacorrespondencia, lacual debe contener, N° de Fax y/o mail. Debe especificar
que € trabajo ha sido elaborado respetando |as recomendaciones internacional es so-
bre investigacion clinica o de corresponder sobre investigacidn en animales.

2.

El articulo deber& contener: a) Titulo del trabajo; b) Nombre completo delosautorese
Instituciones donde participan y patrocinio o donaciones para realizar €l trabgjo, de
corresponder; ¢) Resumen en espafiol einglés de hasta250 pal abras; d) Palabrasclave;
€) Introduccion; f) Materia y Métodos; g) Resultados; h) Discusion, Comentarios,
Conclusiones; i) Agradecimientos (de corresponder); j) Bibliografia

3-

a) Las gréficas, mapas y otros dibujos deben ser tratados con una tinta negra sobre
papel y fondo adecuados, preferentemente de color blanco. Pueden enviarselos origi-
nales o su reproduccion fotografica de calidad apropiada para su reproduccion. Se
identificardn con sunimeroy no seincluirén en las péginas del texto original enviado.
b) Las fotografias macro y microscopicas deben ser presentadas en papel brillante.
Todas las ilustraciones tendrén una nitidez y legibilidad aceptables, en el tamafio co-
rrespondiente al texto definitivo. Seidentificaran con nimero y no seincluiran en las
paginasdel texto original enviado. L as correspondientesleyendas otitulosiran en otra
hojaapartey tendrén lamaximaconcisién posible.

¢) Los cuadros llevardn en su parte superior un nimero de orden, independiente del
orden delasilustracionesy por debajo de dicho nimero, un titulo breve.

4.-

Unicamente podranincluirseen lalistadereferenciashibliograficaslostrabajas citados
en € texto e identificados en ambos lugares por un nimero, independiente del orden
afabético de los respectivos autores.

Lasreferenciashibliogréficas: a) articulosderevistaseindicaran enlasiguienteforma
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y orden: Apellido del autor y acontinuacion lasinicialesdel nombre; en caso devarios
autores la separacion entre uno y otro estard indicada solo por una coma. Nombre
completo del articulo. Nombre abreviado delapublicacion. Afio. Nimero del volumen.
NUmero de la primeray Ultima paginas separadas por un guidn. Se usaran niimeros
arabigos.

Ejemplo:

3. Gornall AG, Bardawill CJ, David MM . Determination of serum proteins by means of
thebiuret reagent. JBiol Chem 1994; 177: 751-66.

b) En d caso delibros, losdatos bibliograficos se cefiirén a siguiente orden: Nombre de
autor o autores, segun detallesindicados paraarticulosderevistas. Volumen o volime-
nes consultados, en nimerosromanos, s |aobraconstade mas de un volumen; nimero
delaedicion si existe més de una. Nombre de la obra. Nombre de la ciudad. Nombre
completo delaeditorial. Afio. Laabreviaturadel nimero delaediciony el nombredela
ciudad estaran escritos en espafiol (este tltimo, si fueradiferente a nombre original).
Ejemplo:

12. Kaplan LA, Pesce AJ (editores). Vol |, 22ed. Clinical Chemistry; theory, andlisisand
correlation. San Louis: Mosby Co., 1984.

Enel caso detratarse deun capitulo deunlibro, proceder de acuerdo al jemplo siguiente:
HartesM (eds.). Progressin prolactin physiology and pathology. Amsterdam: Elsevier,
1978, 361-70.

¢) Congresos, Conferencias, Reunionesseindicael olosautores, titulos, N° del evento,
evento, lugar, fecha.

Ejemplo:

Fruchart JC, Mechanisms of the Rypolipidemie action of fibates. 11" Internatonal
Symposium onAtherosclerosis, Paris, 10/ 1997.

d) Articulosen formato electrénico seindica: Autores, titulo del articulo, abreviaturade
larevista (designacion del tipo de recursos). Fecha publicacién, Volumen (nimero de
paginas o pantallas) Obtenido de: Direccién URL.

Ejemplo:

Morse SS. Factors in the emergente of infectious diseases. Emerg Infect Dis (serie
online) 1995 Jan-Mar; 1 (1): (24 seriens) Availablefrom: URL :http:/Aww.cdc.gov/neidod/
EID/eid.htm.

5.-

L os trabgjos tendran una extension maxima de 12 péaginas de la Revista, incluyendo
restiimenes, cuadros, ilustracionesy bibliografia. Por encimade ese niimero de paginas
lostrabajos no seran publicados, salvo autorizacién expresadelaDireccién delaRevis-
ta. Tampoco se publicaran trabajos con un nimero excesivo de cuadros o ilustraciones,
sinquedloimpliqueninginjuicio devalor cientifico.

6.-
Losarticulos apublicarse en esta Revistatendran exclusividad en lo nacional y priori-
dad con respecto a su publicacion en el extranjero.
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7.

Lasopinionesvertidas en lostrabaj os publicados en |a Revista expresan exclusivamen-
teel punto devistadelosautores. Losarticulos seran evaluados por el Comité Editorial,
quevaoraraformay contenido del mismo. De ser tenido en cuentaseraenviado adoble
arbitrgje, del clial sedesprenderd 1) Aceptado 2)Publicado, previarevisiony su acepta-
cion 3) Rechazado. El motivo del rechazo seré notificado alos autores.

L os trabajos que no cumplieran con los requisitos indicados en los numerales 1 a 5
inclusive, serén devueltos por unavez para su correccion; si ésta no resultara satisfac-
toria, € trabajo serarechazado.

Todas estas normas estan gjustadas alos requisitos publicadosen N Engl S Med 1997;
336 (4):309-315, Requisitos uniformes para los manuscritos enviados a las revistas
biomédicas.



