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MESA REDONDA

EL PAPEL DEL
LABORATORIO CLINICO

EN LAS ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES

Lainsuficiencia cardiaca congestiva (ICC) hallegado a
ser uno de los principales motivos de ingreso hospitalario
durante las Ultimas dos décadas, constituyendo uno de los
principales problemas de salud. Clasicamente, se entiende
por INSUFICIENCIA CARDIACA lasituacion en laque
el corazdn no es capaz de mantener un volumen/minuto
adecuado en relacién con el retorno venoso y las necesida
des tisulares de cada momento.

El diagnéstico de IC es clinico, basado en sintomas o
signos (los dominantes son la disnea y la fatigabilidad),
radiografias de torax, electrocardiograma y respuesta a
laterapia. Laecocardiografia se utiliza para caracterizar
las anormalidades funcionales y estructurales especifi-
cas asociadas con el sindrome pero no determinan el
diagnéstico de fallo cardiaco. La determinacién de la
concentracién de los péptidos natriuréticos tipo B se ha
revelado como una sencilla prueba eficaz y efectiva que
puede afinar el diagndstico e iniciar una terapia precisa
y precoz.

MESA REDONDA

A comienzos de los afios 80 se descubrié un péptido
circulante a que por su origen se llamo péptido natriuréti-
co atria (ANP), que poseia propiedades natriuréticas y
vasodilatadoras. Investigaciones posteriores llevaron a
descubrimiento de nuevas moléculas peptidicas y actual-
mente sabemos que el corazdn de los mamiferos sintetizay
secreta una familia de hormonas peptidicas relacionadas
(hormonas natriuréticas cardiacas), con potentes efectos
diuréticos, natriuréticos y relgjantes del musculo liso
vascular, asi como complejas interacciones con los siste-
mas nervioso y hormonal.

-

En los humanos, esta familia de péptidos incluye el
péptido natriurético atrial (ANP, de 28 aminoécidos); pép-
tido natriurético cerebral (BNP, de 32 aminoéacidos) y
otros péptidos derivados de la porcién N-terminal de las
cadenas peptidicas proANP y proBNP. Sin embargo,
otros péptidos natriuréticos, tales como el péptido
natriurético tipo-C (CNP) y urodilatina (una forma renal
de ANP) y el dendroapsis (DNP), que se libera en la
auricula en respuesta a estimulos no muy bien conoci-
dos, no son producidos ni secretados por cardiomiocitos,
sino por otros tejidos. Los més relevantes son el BNPy
ANP'y derivados.

La hormona BNP es mas estable y tiene una mayor t;,
gue la ANP, ya que la BNP tiene menor afinidad por los
receptores NPR-Cs. Respecto a la estabilidad de los pépti-
dos inactivos Nt-pro-ANP1-98 y Nt-pro-BNP1-76, sus
aclaramientos son mucho mas lentos que €l de las hormo-
nas activas, por lo que sus concentraciones en plasma son
siempre de 10 a 50 veces mayores (12). La estrecha asocia
cion de la NT-proBNP con la funcién rena sugiere que la
excrecion rena es la principal ruta de eliminacion de NT-
proBNP.

Se han propuesto varios ensayos para evaluar la acti-
vidad de un sistema de hormonas cardiacas natriuréticas,
aungue solamente deberian usarse inmunoensayos que
empl easen anticuerpos especificos parala porcién activa
de la hormona. De momento no esta claro qué ensayo
proporciona la mejor informacién clinica o fisiopatol 6-
gica

Diversos autores han estudiado los niveles de diferentes
péptidos natriuréticos. Todos ellos coinciden en que las
mujeres tuvieron niveles marcadamente mas atos que los
hombres, y en que se produjo un incremento en las medias
de NT-proBNP, BNP y NT-ANP con la edad en ambos
Sexos.
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MESA REDONDA

Las principales utilidades clinicas de laBNP, y especial-
mente de la NT-proBNP, se describen en numerosos traba-
jos cientificos, pudiendo sintetizar las siguientes:

1.° Diagnostico

1.1. Gran utilidad como screening o diagnéstico en
la poblacién general. Puede detectar, tanto en pacientes
sintométicos como asintométicos, fallos en la funcion
del ventriculo izquierdo, aumento de presion en capila-
res pulmonares y esta inversamente relacionado con la
fraccién de eyeccion cardiaca, siendo un poderoso mar -
cador de las dimensiones del ventriculo izquierdo y
de la funcidn sistélica en pacientes con fallo cardiaco,
discriminando bien entre sujetos sanosy sujetos con fun-
cion sistdlica del VI daflada o dimensiones del VI
aumentadas.

1.2. Lamedida de NT-proBNP proporciona una herra-
mienta diagndstica Util diferenciando fallo cardiaco de
otras causas en pacientes que presentan sintomas sugesti-
vos de fallo cardiaco. Este péptido diferencia disnea
debido afallo cardiaco de la debida a obstruccidn cronica
de via aérea.

2.2 Pronostico

PNT-BNP es un importante indicador de mortalidad en
pacientes con disfuncidn ventricular izquierda isquémica
establecida y en pacientes con sindromes coronarios agu-
dos, proporcionando més informacion prondstica que los
marcadores de riesgo convencionales.

3.° Monitorizacién y guia de la terapia
de fallo cardiaco

El NT-proBNP se considera un marcador de evolucién
de patologias cardiacas, en donde la concentracion de
BNP va disminuyendo si el tratamiento es satisfactorio,
pudiendo ayudar en la prediccion de beneficio del trata-
miento. Este hallazgo ha sido la razén de la comerciali-
zacion del BNP para el tratamiento de los pacientes con
IC aguda o crénica descompensada. El péptido natriuré-
tico ventricular sintetizado por técnicas de recombina-
cién genética se conoce con el nombre genérico de
Nesetiride.

Dra. Teresa Casas Pina

CONFERENCIAS

TECNICAS DE NEGOCIACION
Y TRATO CON PROVEEDORES

Entre las digtintas funciones (asistencial, investigadora,
organizativa) que ha de desarrollar € Analista Clinico, la
Funcién de Gestion cobra cada vez mayor importancia, por
lo que es preciso reforzar nuestra base cientifica con cono-
cimientos sobre Herramientas de Gestion.

El laboratorio de Andlisis Clinicos representa siempre
una unidad de negocio que precisa de un importante nume-
ro de “materias primas’ (reactivos) y “utillaje” (equipos,
accesorios, materiales, técnicas...) necesarios, €s mas,
imprescindibles, paralaproduccion de su servicio final, y ha
de ser el Analista Clinico quien decide, evallay adecua |los
métodos analiticos; paralo cual es precisa unarelacion per-
manente y eficaz con los proveedores de dichas materias
primas que proporcione un fluido devenir de la produccién
del servicio.

El modelo de relacién que mantengamos con |os provee-
dores debera venir marcado por nuestra politica de compras
y de financiacion y gestion de pagos, interviniendo asi
mismo en esta relacion otros aspectos fundamentales como
pueden ser la dimension del almacén, nuestras necesidades
de stock y las condiciones de |a cadena de suministros de las
materias primas y utillaje.

De una correcta negociacién con nuestros proveedores
depende en gran medida el resultado del servicio a prestar,
tanto en calidad y tiempo de respuesta, como en costesy en
consecuencia en precio y beneficio, propio y comunitario.
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Para todo ello, siempre es conveniente disponer de algu-
nos conceptos bésicos de la negociacion, para diferenciar
posiciones e intereses, definir correctamente los objetivos y
las alternativas, y asi, finalmente, poder planificar una nego-
ciacion, desarrollando todos los aspectos que debemos tratar
€on nuestros proveedores, 0 quién sabe, quiza la negociacion
no tenga por qué ser sdlo con los proveedores, en algunos
casos es posible que con quien tengamos que negociar sea
con un gerente, una compafhia aseguradora...

Belén Fernandez Puntero
Dra. en Farmacia, Especialistaen Andlisis Clinicos

MESA REDONDA

NUEVOS ENFOQUES
EN ANALISIS DE ORINAS,
ESTUDIO DE PROTEINURIAS

Estrategias del laboratorio para el diagndstico

diferencial dela proteinuria

La cuantificacién de proteinas en orina es una de las
pruebas mas cominmente utilizadas para el diagndstico cli-
nico. Con frecuencia, la presentacion de una enfermedad
renal se acompafia del hallazgo ocasional de proteinuria en
un andlisis sistemético de orina, 1o que puede preceder

LONFERENGIAS

incluso en afos a otros signos de enfermedad renal, como la
elevacion de creatinina plasmatica. Sin embargo, la presen-
cia de proteinuria no siempre indica un estado patoldgico,
por lo que su hallazgo debe ir seguido de un diagndstico
diferencial para determinar su origen: prerrenal, glomerular,
tubular o postrenal.

Esto es posible mediante |a cuantificacion de proteinas de
distinto peso molecular. Analizando alblimina, alfa-1-micro-
globulina, inmunoglobulina G y alfa-2-macroglobulina,
junto con las proteinas totales en la orina, podemos detectar
el origen de la proteinuria y diferenciarlo segin patrones
proteicos especificos. Las proteinurias prerrenales se carac-
terizan por un indice albumina/proteinas totales inferior a
0.4, siendo necesario en este caso cuantificar cadenas lige-
ras libres kappa y lambda. Las enfermedades tubul ointersti-
ciales se detectan mediante la elevacion del indice
alfa-1-microglobulina/albimina. La albdmina, como par&
metro independiente, es un marcador proteico de lesion glo-
merular, y junto con la excrecion de 1gG nos permite
diferenciar las proteinurias glomerulares selectivas y no
selectivas. Por Gltimo, en la proteinuria postrenal, alfa-2-
macroglobulina es un marcador (til, con indices frente ala
albumina superiores a los de la proteinuria renal.

El desarrollo de programas informaticos que combinan
estos perfiles proteicos junto con otros parametros del
paciente, con representaciones gréficas y el calculo de
cocientes y formulas, aporta sugerencias Utiles paralainter-
pretacién clinica de los resultados y puede ayudar a una
correcta evaluacion del paciente.

Una estrategia diagndstica para diferenciar las proteinas
urinarias se basa en el andlisis mediante tira reactiva de la
orina (eritrocitos, leucocitos, proteinas, glucosa, pH y nitri-
tos) y la cuantificacion de hasta siete proteinas especificas.
Como parémetros basicos son necesarios la determinacion
de albimina, como marcador proteico de lesion glomerular,
alfa-1-microglobulina, indicador de disfuncién tubulo-
intersticial, proteinas totales, control del procesoy parame-
tro para detectar una proteinuria de origen prerrenal, y
creatinina, indicador de la concentracion de la orina. La
alfa-2-macroglobulina y la IgG nos permiten interpretar el
origen y la selectividad de la proteinuria.

Al desarrollar sistemas expertos basados en patrones pro-
teicos surgidos de la préactica clinica diaria, podemos esta-
blecer estrategias diagnosticas como la siguiente: tras el
hallazgo de una proteinuria superior o igual a 30 mg/dl, se
cuantifican albiminay alfa-1-microglobulina, como marca-
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dores glomerular y tubular, respectivamente. El indice albu-
mina/proteinas totales nos informa sobre el origen prerrenal,
como la proteinuria de Bence-Jones. Ademas, la esterasa
leucocitaria y la pseudoperoxidasa de la hemoglobina de la
tira reactiva indican la existencia de inflamacién y hematu-
ria. En estos casos es necesario medir la excrecion de IgG y
afa-2-macroglobulina.

Aplicando estas estrategias diagnosticas, la informacion
obtenida a partir de un andlisis de orina aumenta notable-
mente, mejorando la calidad ofrecida por el laboratorio.
Podemos concluir que la aplicacion de estas nuevas herra-
mientas sensiblesy no invasivas ayuda a diagnosticar y dife-
renciar enfermedades renales, permitiendo la deteccién
precoz de procesos inflamatorios y nefrotoxicos, todo ello a
partir de una Unica muestra de orina.

M 2 Dolores Albaladejo Ot6n
Servicio de Andlisis Clinicos. H. U. Virgen de laArrixaca, Murcia

GRUPO ESPONTANEQ DE DISCUSION

L LABORATORIO CLINICO
DF MICROBIOLOGIA EN
LA PRACTICA AMBULATORIA

La intencion de esta ponencia es aportar a los peque-
fios laboratorios de Andlisis Clinicos que trabajan en la

préctica privada la experiencia extrahospitalaria, de mas
de 20 afios, en la Atencién Primaria de un laboratorio de
Microbiologia de un servicio hospitalario publico, con
unarevision, discusion y puesta a dia de los problemas
gue puede presentar el procesamiento de las muestras que
suponemos mas frecuentes. La idea surge de conversa-
ciones tenidas con profesionales de nuestra provincia,
representativos de ese sector, que consideran necesaria
unamejorade lacalidad asistencial en ese sentido, adap-
tandola a patrones facilmente comprensibles por los
médicos clinicos, sus usuarios.

En 2003 procesamos en nuestro laboratorio 42.418
muestras divididas en bloques de actividad. El 88% de la
actividad de Microbiologia de Atencion Primaria en
Segovia capital lo constituyeron: el urocultivo (52%), el
coprocultivo (10%), el frotis vaginal (10%), el frotis
faringeo (9%) y los parésitos en heces (7%). Inferimos
de ello que éstas son las muestras cuyos problemas
debemos plantear ambulatoriamente, y que son: la
microbiologia costoeficiente, las orinas “mal recogidas”’,
en las heces el aislamiento de enteropatdgenosy el reco-
nocimiento de huevos, quistes y artefactos, la “flora
habitual” de la vaginay los estreptococos betahemoliti-
COS.

L os principios méas importantes de las pruebas micro-
bioldgicas costo-efectivas y clinicamente importantes
son, entre otros, procesar solo las muestras adecuadas y
rechazar las inadecuadas, procesar e interpretar las prue-
bas con métodos estandarizados, reducir el tiempo de
respuesta en lo posible e informar las pruebas de acuer-
do con su importancia (1).

La mayoria de las muestras de orina que se procesan
a diario en el laboratorio clinico son para confirmar o
descartar infecciones urinarias. Pese a lo que mucha
gente cree, laformaen que el laboratorio debe encarar el
proceso de las muestras urinarias de manera que sea Util
alaclinica no esta ni mucho menos resuelta, sino some-
tida arevisiones periddicas que intentan abordar adecua-
damente los complejos y mudltiples problemas que
plantea conseguir este objetivo. Los laboratorios clinicos
tienen que discernir qué andlisis deben ser utilizados
para apoyar el diagndstico provisional de ITU, que per-
mita instaurar un tratamiento empirico, y qué pruebas se
deben utilizar para el cribaje de orinas para cultivo (2).

Los principales problemas infecciosos urinarios son
el sindrome uretral agudo y la cistitis de la mujer, las
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pielonefritis, la bacteriuria asintomatica, las prostatitis y
las bacteriurias asociadas a catéter. La prueba discrimi-
natoriade ITU de vias bajas en el urianalisis rutinario es
la presencia de leucocitos en la orina. La bacteriuria
“significativa’ se valora e interpreta mediante el urocul-
tivo. Hay puntos criticos en el urocultivo que casi nunca
se tienen en cuenta: saber el tipo de muestra que se hade
sembrar, la recogida, el transporte y el almacenamiento
delaorina, si existe un catéter urinario, si hay una enfer-
medad de basey si hay puesto un antibiotico previo. Las
muestras més corrientes son de miccién esponténea,
bolsa pediatrica, sondaje directo y de sondas y colecto-
res. En la definicion cuantitativa de la bacteriuria inter-
vienen el tipo de infeccion urinaria, la cantidad de orina
sembrada (1 y 10 microlitros) y la cantidad de unidades
formadoras de colonias por mililitro contadas (100,
1.000, 10.000 y 100.000). Es muy importante definir el
término “orina contaminada’ (3). Los gérmenes que
nosotros aislamos mas frecuentemente en la orina son
Escherichia coli (75%), Proteus mirabilis (4%) y
Klebsiella pneumoniae (4%).

Las diarreas han sido la segunda causa de mortalidad
infantil en todo el mundo en el afio 2003 (4). En los pai-
ses desarrollados |a mayoria de las diarreas se autolimi-
tan sin tratamiento antibidtico, s6lo con dieta y
rehidratacién oral (5). El coprocultivo y el examen para-
sitoldgico no son por tanto preceptivos. Se recomienda
coprocultivo en aguellas diarreas que ademas presentan
fiebre o sangre en las heces. Si el coprocultivo es nega-
tivo y la diarrea persiste 7 a 10 dias, se recomienda el
estudio parasitoldgico (6).

L os medios minimos recomendados para el coproculti-
vo son caldo de enriquecimiento en selenito, agar diferen-
cial eosina azul de metileno, agar selectivo para
Salmonella-Shigellay agar selectivo para Campylobacter
(7). Salmonella spp (38%) y Campylaobacter spp (22%)
son los gérmenes gque aislamos con mayor frecuencia en
las heces.

El examen parasitol 6gico basico es la concentracion y
sedimentacion de las heces para ver huevosy quistes; se
necesita adquirir experiencia en el examen microscopico
para descartar |os artefactos en las heces y los quistes de
protozoos comensales. En los nifios es importante el test
de Graham para oxiuros; la recoleccion adecuada de las
muestras en cinta transparente adhesiva para este test
exige la correcta comprension de la técnica y la infor-
macién de los fundamentos. Giardia lamblia (53%) y

Enterobius vermicularis (19%) son, con mucha distan-
cia, los parésitos intestinales observados con mas fre-
cuencia (8). ¢Qué es la flora vagina norma? En la
vagina viven habitualmente muchas bacterias diferentes;
hay un delicado equilibrio entre los dos microorganis-
mos mas normales en la vagina durante los afios fértiles.
Estos microorganismos son Candida albicans (unaleva-
dura) y Lactobacillus sp, unas bacterias que excretan
peroxido de hidrégeno creando un medio acido que esun
desinfectante natural que actia manteniendo el equili-
brio normal de organismos en la vagina contrario a las
bacterias patdgenas. Otros gérmenes habituales en la
vagina normal son enterobacterias, anaerobios y cocos
grampositivos. Cualquier condicion que cambie la aci-
dez vaginal o altere la flora normal de la vagina predis-
pone a una infeccion.

L os tipos més frecuentes de infeccion vaginal son la
vaginosis bacteriana por Gardnerella vaginalis y las
vulvovaginitis por Candida albicans y Trichomonas
vaginalis, y es sobre todo a estos tres gérmenes a los que
no se debe perder de vista en el exudado vaginal.
Algunos factores de riesgo corrientes en las vulvovagi-
nitis por levaduras son el embarazo, la diabetes, los
anticonceptivos, los antibiéticos, los corticoides, las
duchas vaginales, los tampones vaginales y los disposi-
tivos intrauterinos. La vulvovaginitis tricomoniasica
suele presentar una historia de promiscuidad sexual y la
vaginosis bacteriana se relaciona con la sexualidad tem-
prana (9).

Los signos de las infecciones vulvovaginales son la
irritacion vulvar y ladisuriay los cambios en el aspecto,
color y olor del flujo vaginal. El diagnostico bacteriol 6-
gico incluye la microscopia, con examen en fresco con
potasa caliente y suero salino y latincion de Gram, y €l
cultivo. En el cultivo ponemos basicamente dos medios
generales (agar sangre y agar chocolate), caldo especial
para Trichomonas vaginalis y Candida especies y agar
selectivo para Gardnerella vaginalis (10). El porcentaje
de aislamientos en nuestro laboratorio es Candida espe-
cies (86%), Trichomonas vaginalis (5%) y Gardnerella
vaginalis (1%).

L os puntos positivos en el diagndstico clinico de las
faringitis son la edad, la estacion, la fiebre de 38° C, el
dolor de garganta, la faringe anormal, los ganglios cer-
vicales, el dolor de cabezay la ausencia de catarro. Los
virus (rinovirus, influenza A y B, cosxackie, coronavi-
rus, virus Epstein-Barr, adenovirus, virus parainfluen-
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zae, echovirus, herpes simple y citomegalovirus) consti-
tuyen el 50% de los casos de faringitis. Dado que estas
infecciones viricas no son tratables, el diagnostico
microbioldgico de rutina de las faringitis se centra en el
Estreptococo betahemolitico del grupo A, que constituye
casi €l 25% de los casos y del que hay que evitar sus
complicaciones graves cardiacas, nefriticas y reumaticas
(12) (12) (13). El Estreptococo betahemolitico del grupo
A constituye el 4% de todos nuestros aislamientos bacte-
rianos. La sensibilidad de las pruebas en la microbiolo-
giade las faringoamigdalitis es del 80% para el antigeno
faringeo y del 95% para el cultivo faringeo. Para el cul-
tivo es importante la toma adecuada de la muestra, que
debe hacerse por “hisopado” vigoroso de las dos amig-
dalas y la fosa amigdalar. No se necesitan muestras de
lengua, boca o paladar duro. No se precisa una muestra
de cada amigdala (14). Las muestras se cultivan en agar
sangre, agar chocolate y agar selectivo para estreptoco-
COA.
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SIMPOSIUM

Aportaciones del laboratorio

en el estudio de la patologia alergica

Y autoinmunidad

UTILIDAD DE LOS MARCADORES
BIOLOGICOS EN EL PROCESO DIAGNOSTICO
DE LAS ALERGOPATIAS

El objetivo final del diagnostico in vitro de la patologia alér-
gicaesaveriguar € aergeno o aergenos implicados en lareac-
cion de hipersensibilidad a fin de poner en marchalas medidas
terapéuticas, inmunoterapia o de evitacion pertinentes.

Para alcanzar dicha meta es preciso:

— Establecer una sospecha diagndstica basada en |a histo-
riaclinica

— Enfrentar en un inmunoensayo €l anticuerpo del pacien-
te con el aergeno que lo indujo.

— Garantizar la calidad analitica de las técnicas seleccio-
nadas para conseguir objetivar larelacién de causalidad.

La determinacion de IgE especifica (SIgE) es un parametro
crucia en el estudio bioguimico de las alergopatias, ya que nos
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vaapermitir confirmar nuestra sospecha diagnosticay estable-
cer un apoyo a la implementacion de medidas terapéuticas
(alergenos recombinantes).

Existen ademas otros marcadores bi ol 6gicos que posibilitan
chequear desde el |aboratorio la respuesta hipersensible:

— Marcadores de activacion de las células diana; test de
liberacién de histamina (Gtil también en laidentifi-
cacion del alergeno) y determinacion de triptasa séri-
caen laandfilaxia.

— Monitorizacion de la respuesta inflamatoria mediante
los marcadores biolégicos de lainflamacién en sueroy
organo diana; citoquinas (1L4, IL6, etc.), moléculas de
adhesién, ECP del eosindfilo, que es un célula con un
papel relevante en la produccidn de inflamacién.

— Estudio de la eosincfilia en 6rganos de choque, secre-
cion nasal, esputo.

En e predominio de respuesta TH2 (IL4, etc.), desencade-
na en las células B como consecuencia de la agresion por el
alergeno un cambio de sintesis de isotipo de cadenas pesadas
de IgM por IgE.

La determinacion de IgE total, no obstante, sdlo tiene un
valor de apoyo en € contexto de una sospecha de atopia. En
estos pacientes interesa determinar la SIgE frente a aergeno
para el que estan sensibilizados.

La rentabilidad clinica del inmunoensayo esta, entre otros
factores, fuertemente condicionada por la complgjidad alergé-
nica que exige una elevada calidad y estandarizacion del
extracto de adergenos que debe incluir todos los componentes
biologicamente activos (proteinas alergénicas mayores y
menores) y en la cantidad necesaria para permitir su unién ala
SIgE en & inmunoensayo.

En los test de cribado y de multialergenos el suero del
paciente se enfrenta a una mezcla de extractos alergénicos con
lafinalidad de discriminar si existe o no sensibilizacion atopi-
ca, sin identificar en este primer nivel e aergeno causal. El
despistgje de patologia alérgica obviamente siempre depende
delahistoriaclinica.

Laindicacién del estudio de SIgE es pareja ala de los tests
cutaneos como herramienta diagndstica en hipersensibilidad
IgE mediada, ya que ambos detectan sensibilizacion.

En relacion a éstos presenta la ventagja de su independencia
respecto a estado de la piel y laterapia farmacol dgica

Laelaboracién de alergenos sin partir de las fuentes natura-
les sino a través de tecnologia recombinante, y manteniendo
similares caracteristicas inmunol égicas, ha supuesto un enorme
avance en € diagndstico in vitro de la dergia, a posibilitar un
mayor conocimiento sobre la naturaleza molecular de los aler-
genos.

oIMPOSIUM

El desarrollo de alergenos recombinantes permite identificar
las fuentes alergénicasy establecer estrategias diagndsticas por
“separacion de componentes’ en la que desempefian un papel
preponderante los llamados “ aergenos marcadores’, y dife-
renciar cosensibilizaciones de reactividades cruzadas.

La monitorizacion de la respuesta inflamatoria presente en
la enfermedad aérgica constituye el otro gran capitulo de la
contribucion del laboratorio a estudio de estas patologias. La
evaluacion de los marcadores de actividad de las células proin-
flamatorias, entre las que destaca por su importante papel e
eosindfilo, la determinacidn de citocinas y moléculas de adhe-
sién mediante tecnologia sencilla'y asequible ha otorgado a
Diagndstico Bioldgico de laAlergia un papel de primeralinea.

Dra. M. Luisa Casas L osada

NUEVAS PERSPECTIVAS
EN INVUNOENSAYOS PARA
LA DETECCION DE ANTICUERPOS
ENEL LABORATORIO
DE ALERGIA Y AUTOINMUNIDAD

Tras lareciente elucidacion del genoma humano, las téc-
nicas de biologia molecular (como la PCR a tiempo real,
los microchips, etc.) estén revolucionando el diagnostico de
laboratorio en &reas como las enfermedades infecciosas, 10s
trastornos metabdlicos hereditarios y € cancer.

L as técnicas empleadas en el laboratorio para el estudio
de las patologias autoinmune y alérgica son de |as técnicas
con mayor componente manual, y aunque en los Ultimos
afos también se estdn automatizando (dispensacién auto-
matica de portas para fluorescencia, equipos para inmuno-
andlisis totalmente automatizados con capacidad para altas
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SIMPOSIUM

cargas de trabajo incluidos en grandes cadenas robotizadas)
es laincorporacion de la citometria de flujo en las técni-
cas inmunolgicas (basadas en lareaccién entre un antige-
no o aergeno y su anticuerpo correspondiente) la que
contribuira en mayor medida a una revolucion espectacular
en este campo, ya que hasta ahora solo se podia cuantificar
en cada ensayo un solo parametro, pero la tecnologia mul-
tiplex permite cuantificar miltiples parametros en un solo
ensayo, permitiendo un ahorro de muestra, de material, de
mano de obra y sobre todo de tiempo de respuesta (que
repercutird en menos consultas y/o en menor hospitaliza-
cion).

La citometria de flujo es una técnica que analiza células
0 particulas en suspension, alas que se les hace pasar atra-
vés de un flujo laminar y se hace incidir individualmente
sobre cada particula un haz de luz monocromética (I&ser)
causando sefiales de dispersion y fluorescencia (tras marca-
je previo con distintos fluorocromos), permitiendo la dife-
renciacion de poblaciones celulares complgjas.

La tecnologia multiplex utiliza peguefias esferas de
poliestireno (de un tamafio aproximado a la mitad de un
hematie) teflidas con distintas concentraciones de dos
fluorocromos (rojo y naranja), lo que permite que sean
encuadradas (clasifica) hasta 100 espectros distintos de la
mezclarojo-naranja. A cadacolor de microesferase le recu-
bre con un antigeno o aergeno especifico, detal forma que
las esferas actlian de soporte del inmunoensayo, en lugar
del fondo del pocillo de las placas microtiter clasicas; esto
proporciona una mayor superficie de contacto Ag-Ac (la
1gG o laIgE que se encuentra en la muestra del paciente).
El que hayatenido lugar dichainteraccién se revelacon un
conjugado (anti-1gG o anti-IgE) marcado con otro fluoro-
cromo, pudiendo ser cuantificada la intensidad de su
sefial.

Las microesferas son interceptadas por dos fuentes | &ser
de distinta longitud de onda, una permite clasificar la
microesfera por su espectro rojo-naranja, que se recoge en
los fotomultiplicadores 1y 2, mientras que el otro | aser per-
mite la cuantificacion de la sefia de fluorescencia del con-
jugado marcado en el detector fotomultiplicador 3. No
existe solapamiento en los espectros de emision de los fluo-
rocromos empleados (en la clasificacion y en la cuantifica-
cion), de tal forma que no se requiere compensacion de la
sefial. La deteccion de fluorescencia es directa, mientras
gue en un ELISA convencional es indirecta tras la adicién
de un sustrato cromogénico.

Esta técnica permite el andlisis de gran nimero de par-
ticulas en poco tiempo; realizando mdltiples microinmuno-
ensayos simultaneamente, en un mismo pocillo de
reaccion encontramos multiples esferas de cada una de las

especificidades que lleva € kit de reactivo, pudiendo anali-
zar hasta 100 especificidades distintas en un solo ensayo
utilizando una cantidad de muestra minima (algunos traba-
jos se han realizado en neonatos sobre las gotas de sangre
recogidas en papel, empleando un volumen de muestra
minimo).

Estatecnol ogia presentamenores coeficientesdevaria-
cion quelos ELISA convencionales: en € mismo ensayo se
analizan 50-200 esferas idénticas, que portan € mismo
antigeno o aergeno (otras 50-200 de otra especificidad,
etc.), cada esfera proporciona una sefial, obteniendo al final
un promedio de todas: mdltiples microensayos (alrededor
de 100.000 lecturas/minuto).

También presenta un mayor rango dinamico de medi-
da que e ELISA: no requiere posteriores diluciones de las
muestras muy positivas (sin mencionar el interminable
arrastre para obtener € titulo de inmunofluorescencia en
algunas muestras).

Frente a las curvas patrén con cinco o seis puntos, con
sus respectivos control es para cada parametro en cada ensa-
yo ELISA, aqui se empleaun Unico calibrador paratodos
los pardmetros incluidos en ese ensayo, con un solo control
positivo y otro negativo: ahorro de material desechable, de
reactivo, de mano técnica, de tiempo, lo que setraduce en
menor coste y en una homogeneizacion de los resultados
de las distintas técnicas.

Tanto en autoinmunidad como en aergia se suelen
emplear técnicas de cribado, y alas muestras con resultado
positivo se les generan nuevos ensayos que se reaizardn
posteriormente. Con la incorporacion de esta nueva tecno-
logia, este abor daj e en cascada desaparece 0 se simplifi-
ca, disminuyendo drasticamente el tiempo de respuesta
del informe final completo (en menos de 2 horas); en algu-
nos equipos ya comercializados €l ensayo es homogéneo,
no requiere lavado para separar €l conjugado no unido, solo
se cuantifica la fluorescencia que portan las esferas (algu-
nos resultados en solo 30 minutos).

Quiero volver aresdtar, finalmente, que la sensibilidad y
especifidad que se van obteniendo con los equipos de las
distintas casas comerciales van a estar en funcién princi-
palmente de la pureza del alergeno o antigeno empleado y
de la afinidad de los anticuerpos monoclonales utilizados
en cada ensayo (de la propia parejaAg-Ac), pero e disefio
de esta tecnologia en si mismo es prometedor, pudiendo
aplicarse a cualquier analito que se determine mediante téc-
nicas de inmunoandlisis: serologia, hormonas, marcadores
tumorales, monitorizacion de farmacos, aunque € campo
con el que més fuerza ha comenzado es el de lainmunolo-
gia, con la deteccion mdltiple de hasta 15 citoquinas simul-
taneamente y de paneles de autoinmunidad con los 10
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principales autoanticuerpos encontrados en las conectivo-
patias, panel tiroideo, panel de enfermedad celiaca, panel
de vasculitis, panel de trombosis, etc.

Sin duda, supone un gran paso en la automatizacion en
estas &reas del laboratorio, afectando enormemente a la
filosofia y organizacion del trabajo a que estamos acos
tumbrados: se realizan perfiles completos a todos los
pacientes.

Francisco Javier Fernandez Sanchez
Area de Laboratorio
Fundacion Hospital Alcorcdn

CONFERENCIA

TECNICAS PARA
L A DETECCION DE ENFERMEDADES
GENETICAS MITOCONDRIALES

L as enfermedades mitocondriales (EM) se pueden definir
como disfunciones de la cadena de transporte respiratoria
mitocondrial encargada de la produccién de ATP. La expre-
sion de una ateracion mitocondrial puede alcanzar a cual-
quier érgano o tegido, aunque los sistemas afectados con
mayor frecuencia son aquellos cuya demanda energética
es mayor. Por ello, la clasica denominacion de miopatias o
encefalomiopatias mitocondriales (en referencia a la afecta
cién de los sistemas muscular y nervioso) ha sido sustituida
por el nombre genérico de “ citopatias mitocondriales’.

Lagran complejidad de la cadena respiratoria mitocon-
drial, formada por unas 85 proteinas —unas codificadas por

MPOSIUM

el ADN mitocondrial (ADNmt) y otras por el genoma
nuclear (ADNN)—, explica la variedad de fenotipos clini-
cos. Son enfermedades heterogéneas, tanto desde el punto
de vista clinico como bioquimico y genético, y por tanto
dificiles de diagnosticar. Los motivos son varios y entre
ellos: a) la variabilidad de la presentacion clinica ya que,
con alta frecuencia, cursan como asociaciones de sintomas
gue afectan a 6rganos no relacionados entre si; b) € doble
control genético condiciona el tipo de herencia, siendo
mendeliana cuando la alteracion acontece en el genoma
nuclear y materna no mendeliana cuando lo hace en €l
genoma mitocondrial; ¢) ademés, aunque sean enfermeda-
des genéticas, no siempre debutan en €l neonato ni en la
primerainfancia; d) finalmente, las pruebas diagnosticas de
laboratorio necesarias para confirmar estas enfermedades
son complejas. La adquisicion de biopsias titulares resulta
especialmente traumética en poblaciones infantiles y con-
diciona a un segundo término la sospecha de una enferme-
dad mitocondrial.

La estrategia diagnostica consta de una exploracion cli-
nica, una exploracion metabdlicay un diagnostico de con-
firmacion. Alteraciones del estado de oxidorreduccion
plasmética valorando |os niveles de lactato (cuadro de aci-
dosis), larelacion lactato/piruvato y larelaccion hidroxibu-
tirato/acetoacetato ayudan a reafirmar el diagndstico
clinico. Otro indice que se hade valorar eslaconcentracion
plasmética de carnitina libre y su forma esterificada. El
siguiente paso que se seguira es la blsqueda de deficiencias
enziméticas, lo que implica la préctica de una biopsia. La
presencia de fibras rojo-rotas en biopsias es la indicacion
hi stol 6gi ca mas comun, aungue no exclusiva de citopatol o-
gias mitocondriales.

Para estudiar las alteraciones de la cadena respiratoria
mitocondrial se requieren estudios bioquimicos de espec-
trometria para valorar las actividades enzimaticas de los
distintos complejos de la cadena respiratoria y métodos
polarograficos capaces de medir el consumo de oxigeno
mitocondrial. La espectrometria tiene como fin conocer s
existen deficiencias en las actividades enzimaticas de alguin
o agunos de los complejos de la cadena respiratoria y
puede realizarse en mitocondrias aisladas o en homogena-
dos del tejido biopsiado. El ensayo sobre mitocondrias ais-
ladas tiene una fiabilidad diagndstica superior, pero a su
favor tiene lapracticidad, ya que € tejido puede conservar-
se a—80 °C hasta la fecha del ensayo, mientras que el ais-
lamiento de mitocondrias se lleva a cabo con tejido fresco.
El estudio del metabolismo energético in vivo del misculo
y cerebro, por resonancia magnética, es otra prueba que
puede ser utilizada para diagnosticar las alteraciones de la
cadena respiratoria.

ol
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El estudio genético requiere el andlisis de los genomas
nuclear y mitocondrial. Conocer €l tipo de herencia permi-
te un consgjo genético o un diagndstico prenatal. La estra
tegia para la identificacion de la alteracién genética
causante de la enfermedad viene determinada por €l tipo de
herencia. Asi, casos esporéadicos se asocian a deleciones o
duplicaciones del ADNmt y una transmision materna nos
sueleindicar mutaciones puntuales del ADNmt. Una heren-
cia autosomica dominante suele cursar con del eciones mul-
tiples y una herencia autosémica recesiva con depleciones
del DNAmt.

Las técnicas moleculares permiten la identificacion
precisa de enfermedades mitocondriales en individuos
afectados o0 sospechosos de padecerla. La reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) seguida por corte de los
productos con enzimas de restriccion (RPLC), extension
de cebadores (primer extension) o més recientemente
tecnologias como DHPLC (HPLC desnaturalizante) o
electroforesis en gel con gradiente de temperatura tem-
pora (TTGE) son los métodos méas empleados para
detectar mutaciones del ADNmt. La confirmacion
requiere en ocasiones la secuenciacion del fragmento del
ADNmt donde se presume la alteracion genética.
Enfermedades como KSS/CPEO (Kearns-Sayre sindro-
me/Chronic progresive external ophthalmoplegia)
requieren la técnica del Southern (electroforesis del
ADN en gel de agarosa seguido de transferencia e hibri-
dacion molecular). Las técnicas de transferencia de
mitocondrias con mutaciones en su ADN a células des-
provistas de ADNmt (células rho-) generalmente aisla-
das de plaguetas nos permiten confirmar si dicha
alteracion es patogénica o bien si hay que considerarla
como un polimorfismo.

Juan CabezasHerrera

MICOSIS PROFUNDAS
DEEP MYCOSES

Etiologic agents of deep mycoses can be pathogenic or
opportunistic fungi. The first group includes the endemic

fungi of known geographic areas, such as Histoplasma
capsulatum, Coccidioides immitis, Bastomyces dermatiti-
dis e Paracoccidioides brasiliensis. The second group,
besides Aspergillus fumigatus (A. fumigatus) and Candida
albicans (C. albicans), recognized as human pathogens
for along time, consists of many other genus and species,
identified as commensal or saprophytic organisms, which
have been emerging as responsible for serious and life-
threatening infections in immunocompromised patients.
Among them are included Candida non-albicans,
Aspergillus spp, Fusarium spp, Scedosporium apiosper-
mum, Pseudallescheria boydii, Malassezia furfur e
Trichosporon spp.

Reducing the high rate of mortality, particularly in
immunosuppressed patients, requires an accurate diag-
nosis and correct treatment in time. Besides all the
advances in the medical field, mycological diagnosis
still depends on direct observation of the fungus in bio-
logical samples, isolation in adequate medium, and
detection of antibodies and/or antigens for the fungi. The
interpretation of these laboratory test resultsisn’t always
easy, and has to be related to other factors such as the
immunological status, clinical symptoms, and location
of the infection.

In order to simplify the diagnostic of systemic fungal
infections, several methods have been developed, so
fungi nucleic acids in blood, cerebrospinal and pleural
fluids can be detected, as well as other biological sam-
ples. Most of them are based on PCR (polymerase chain
reaction) technology with high specificity and sensiti-
vity. The most recent ones, by using real-time PCR, can
detect and quantify fungal nucleic acids in the speci-
mens. In spite of all these improvements, most of mole-
cular techniques have been used only for application
“inhouse”, and an effort has to be made to standardize
them, so they can be employed by other specialized
|aboratories.

Graciete Freitas
Faculdade de Farmécia da Universidade de Lisboa
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