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Editorial:

RENAL REPLACEMENT
TREATMENT IN CARDIAC
FAILURE

Carlos G. Musso MD. PhD., Hector Rivera MD.,
Manuel Vilas MD.

Nephrology Division. Hospital Italiano de Buenos Aires.
Buenos Aires. Argentina

carlos.musso @ hospitalitaliano.org.ar

Version espafola

When the conservative measuresfor the treatment of renal failure secondary
to heart failure (pre-renal cardiogenic renal failure) are not enough to avoid
alterationsin theinternal millieu and/or water and salt overload, it is
necessary to use a renal replacement therapy (artificial kidney), which could
be extracorporeal (hemodialysis - hemofiltration) or intracorporeal
(peritoneal dialysis)1-2.

The need to userenal replacement in patients who suffer from heart failure
can arise when some of the following clinical situationstake place:

A) Heart failure decompensation, with clear water and salt overload and low
systolic volume, which brings about resistance to diuretics therapy when these
cannot befiltrated and thusthey do not reach their action site (tubular
lumen). Theremoval of such water and salt overload by means of dialytic
ultrafiltration (extracor poreal or peritoneal) or by hemofiltration associated
to a negative balance of water and salt, leadsto an improvement in heart
contractility (Starling law), its systolic volume, and thereforein renal

http://biomed.uninet.edu/2012/n3/editorial-en.html
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perfusion and diureticsrenal response3-4,

Frequently, it occursthat after a few sessions of ultrafiltration, they stop
being necessary dueto that therecovered renal responseto thediureticsis
enough to obtain the required negative balance of water and salt.
Nevertheless, it isworth mentioning that there are several additional
advantagesto theremoval of fluid by ultrafiltration respect to that removed
by diuresis: on one hand, whilethe ultrafiltrated fluid isisotonic, the urinated
fluid is hypotonic, so the sodium removal obtained by ultrafiltration ishigher
than that obtained by diuresis>®6.

On the other hand, theremoval by ultrafiltration (isotonic) resultsin amore
sustained decrease of intravascular hydrostatic pressure than that induced by
diuresis, which produces a much lower activation of the renin-angiotensin-
aldoster one axis than that obtained by diur etics?6.

B) Heart decompensated disease with a marked systolic volume reduction,
severe pre-renal renal failurewhich leadsto oliguria, water and salt overload,
uremia, hyponatremia, hyperkalemia and/or metabolic acidosis. The
treatment for these complicationsisthe combination of dialysisand
ultrafiltration (using haemodialysisor peritoneal dialysis) or theindication of
haemodiafiltration, depending if the patient is haemodinamically stable or
not, respectivelyé-7.

For thisreason, in cases of acuterenal failure secondary to cardiogenic shock
it ispreferred to use continuousrenal replacement therapiesto control its
volume overload and correct its electrolytic and acid-base alter ations.

C) Heart failure associated to advanced chronic renal failure (stagelV or V),
isaclinical situation wherefailurein both organs combined causes each of
them to decompensate more easily. I n fact, a patient suffering from chronic
renal failure and who also suffersheart disease can be necessary to enter into
achronic dialysis program (hemodialysis or peritoneal dialysis) earlier than
usual (glomerular filtration < 20 and > 10 ml/min/1.73 m2) since thereis a bad
handling of water and salt balance (frequent episodes of acute lung
congestion) despite being adequately treated (hyposodic diet, diuretics,
spironolactone, beta blockers, convertase inhibitors and/or angiotensin 11
receptor blockers).

If the peritoneal dialysistreatment isindicated, it can be enough to do a more
reduced number of dialytic exchanges (cycles) respect to those patients who
start dialysisdueto end-stage renal disease: thistype of peritoneal dialysis,
which progressively increases the amount of exchangesis called incremental
dialysis5-10.

CONCLUSION Renal replacement therapies help to treat decompensated
heart failure associated or not to renal insufficiency.

http://biomed.uninet.edu/2012/n3/editorial-en.html
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Editorial:

TERAPIAS DE REEMPLAZO
RENAL EN LA INSUFICIENCIA
CARDIACA

Carlos G. Musso MD. PhD., Hector Rivera MD.,
Manuel Vilas MD.

Servicio de Nefrologia. Hospital Italiano de Buenos Aires.
Buenos Aires. Argentina

carlos.musso @ hospitalitaliano.org.ar

English Version

Cuando €l tratamiento convencional de lainsuficiencia cardiaca
descompensada no llega a ser suficiente como para evitar que se susciten
complicacionestales como la aparicién de sobrecarga hidrosalina, uremia, y/o
alteraciones del medio interno, serequiere entonces para su resolucién el uso
de unaterapia de reemplazo renal (rifién artificial)1-2.

Dichas situaciones clinicas pueden ser agrupadas basicamente en tres
categorias:

a) Insuficiencia cardiaca descompensada, sin insuficiencia renal severa, pero
con mar cada sobrecarga hidrosalinay falla anter 6grada, la cual acarrea
resistencia alaterapia con diuréticosal no poder ser éstosfiltradosy alcanzar
asi su sitio de accion (luz tubular). Laremocion de dicha sobrecarga
hidrosalina mediante ultrafiltracion dialitica (extracor porea o peritoneal) o
hemofiltracion asociada a balance hidrosalino negativo, conduce a una
mejoria dela contractilidad cardiaca (ley de Starling) y por consiguienteen la

http://biomed.uninet.edu/2012/n3/editorial-es.html
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perfusion renal y en su respuesta a la accion de los diur éticos3-4.

Frecuentemente, resulta que tras unas pocas sesiones de ultrafiltracion, éstas
dejan de ser necesarias debido a que la respuesta renal a los diur éticos, ahora
recuperada, resulta ya suficiente para conseguir €l balance hidrosalino
negativo requerido. No obstante, cabe sefialar, que existen ventajas
adicionales en la remocion de fluido por ultrafiltracion respecto de aquel
removido por diuresis: por un lado, mientras que € fluido ultrafiltrado es
isotonico, el fluido orinado es hipotoénico, por lo cual la remocién de sodio que

lograla ultrafiltracién en mayor que aquella obtenida por diuresis>S.

Otraventaja dela ultrafiltracion respecto de la diuresisinducida por

diur éticos, es su menor riesgo de inducir hipokalemia. Asimismo, el uso
temprano de la ultrafiltracion ha demostrado mejoria clinica de los pacientes
y reduccién en susdiasde internacion. Por otro lado, laremocién através de
ultrafiltracion (isotonica) resulta en una disminucién mas sostenida de la
presion hidrostatica intravascular que aquellainducida por diuresis, con lo
cual produce una activacion mucho menor del ge renina-angiotensina-
aldoster ona respecto de aquella obtenida por diur éticos*6.

b) Insuficiencia cardiaca descompensada con marcada falla anterograda, severa
insuficienciarenal pre-renal y en consecuencia oliguria, sobrecarga
hidrosalina, uremia, hiponatremia, hiperkalemia, y/o acidosis metabdlica. El
tratamiento de estas complicaciones serealiza mediante el uso combinado de
difusion y ultrafiltracion, mediante el uso dela didlisis (hemodialisiso dialisis
peritoneal) o la hemodiafiltracion, segin se encuentre en paciente estable
hemodinamicamente o no6-7.

Laimplementacion de unaterapia dereemplazo renal en un paciente
portador deinsuficiencia cardiaca sin insuficiencia renal severa (sobrecarga
hidrosalina) o con ella (uremiay alteraciones del medio interno) puede ser
tanto transitoria, como definitiva. En el caso especifico detener queiniciarse
aun paciente con insuficiencia cardiaca severay sin sever 0 compromiso
funcional renal, unaterapia cronica de sustitucion renal, de no haber
contraindicacion para ello, se recomienda en general la modalidad peritoneal
ya que setrata de un método ambulatorio, que provee ultrafiltracion
constante sin generar inestabilidad hemodinamica, que conserva la funcion
renal residual (diuresis) y su sensibilidad al accionar de los diur éticosS-10,

c) Insuficiencia cardiaca asociada a insuficiencia renal crénica avanzada
(estadio 1V 0 V), esuna situacién clinica donde la insuficiencia de ambos

6r ganos combinadas propicia que cada uno de ellos se descompense con mas
facilidad. De hecho, €l paciente insuficiente renal crénico portador de
cardiopatia puede requerir ingresar a un programa dedialisis crénica
(hemodidlisis o dialisis peritoneal) antes de lo habitual (filtrado glomerular <
20y > 10 ml/min/1.73 m2) araiz de presentar mal manejo del volumen
hidrosalina (reiter ados episodios de edema agudo de pulmoén) a pesar de estar
adecuadamente tratado (dieta hiposodica, diur éticos, espironolactona, beta

http://biomed.uninet.edu/2012/n3/editorial-es.html
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blogueantes, inhibidores de la convertasa y/o bloqueantes de los receptores de
angiotensinalll). En este caso, derealizar se su tratamiento mediante el
ingreso del paciente a un programa de dialisis peritoneal croénica, puede ser
suficientela utilizacion de un nimero reducido cambios dialiticos: a esta
variedad de didlisis peritoneal, en la cual se aumenta progresivamente el
namer o de ciclos a medida que € paciente va perdiendo su funcion renal
residual, sela designa didlisisincremental 6-10,

CONCLUSION:

Lasterapias dereemplazo dela funcion renal permiten tratar las
complicacionesinherentes a la insuficiencia car diaca descompensada, con o
sin disfuncion renal asociada, y que han sido refractarias al tratamiento
clinico convencional.
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Comentario del revisor Prof. José Maria Eirés Bouza MD. PhD. Catedrético de Micraobiologia de la Universidad de
Valladolid. Jefe de Seccién del Hospital Rio Hortega. Valladolid. Espafia.

Comentario del revisor Prof. Valentin del Villar Sordo MD. PhD. Jefe de Servicio de Medicina I nterna del Hospital
de Soria. Soria. Espafia

RESUMEN:

Introduccién: No esta claro si la edad puede condicionar la expresividad clinica de la Mononucleosis Infecciosa (M1),
y por tanto constituirse en un factor deriesgo para la hospitalizacién. El objetivo del estudio fue comprobar si el
perfil clinico de los pacientes hospitalizados por esta causa var ia sustancialmente con la edad.

Pacientesy métodos: Estudio retrospectivo basado en la recopilacién de datos secundarios obtenidos de 217 casos de
M1 ingresados en un hospital dereferencia entre 1995-2008. Serealiza un analisis comparativo del perfil clinico
segun la edad.

Resultados: La distribucion por edadesfue: < 10 afios (40 casos; 18.4%), 10-24 (154; 70.9%), y > 24 (23; 10.5%). Un
perfil clinico tipico (faringoamigdalitis, fiebrey adenopatias), fue mas frecuente en los nifiosy en los adolescentes que
en losadultos: 77%, 76%, y 34,6%; respectivamente (p<0.001). La presencia delinfocitosisrelativa no fue superior

al 60 % en ninguno delostresgrupos. Se encontrd anemia en e 49% delos nifiosfrenteal 11,7% en adolescentes;
p<0.001. La AST (> 10 veceslos valores normales), y la bilirrubina total en sangre, estuvieron elevadas con mayor
frecuencia en adultos que en adolescentes: 13,6% vs. 4,9%; p<0.05,y 41,1 % vs. 24,6%; p<0.01; respectivamente.
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Conclusiones: L os nifiosy adultos hospitalizados por M| presentan un perfil clinico o analitico atipico con mayor
frecuencia que los adolescentes en la misma situacion. Este dato, junto con la severidad de la enfermedad, ha podido
propiciar la hospitalizacion.

PALABRASCLAVE: Mononucleosis | nfecciosa, edad, hospitalizacion.

SUMMARY: AGE AND CLINICAL PROFILE OF HOSPITALIZED PATIENTSWITH INFECTIOUS
MONONUCLEOSIS.

Background: It isunclear whether age may influence the clinical expression of I nfectious mononucleosis (IM), and
therefore constitute arisk factor for hospitalization. The aim of the study wasto verify the clinical profile of patients
hospitalized for this cause varies substantially with age.

Patients and methods: Thisisa retrospective case-control study, based on the collection of secondary data from 217
cases of IM admitted to areferral hospital between 1995-2008. We performed a compar ative analysis of clinical
profile by age.

Results: The frequency of patients by age groups were <10 years (40 cases, 18.4%), 10-24 (154, 70.9%), and > 24 (23,
10.5%). The age range was from 0.2 to 78 yearswith amean of 5+ 2 years, 17 + 4 and 33 + 11 years, respectively. A
typical or usual clinical profile (pharyngitis, fever and lymphadenopathy), was more common in children and
adolescentsthan in adults: 77%), 76%, and 34.6% respectively (p <0.001). The presence of relative lymphocytosis was
not superior to 60% in any of the three groups. Anemia was found in 49% of children compared to 11% of
adolescents; P <0.001. The AST (> 10 timesnormal), and total bilirubin in the blood wer e elevated mor e frequently
in adultsthan in adolescents: 13.6% vs. 4.9%, P <0.05, and 41, 1% vs. 24.6%, P <0.01, respectively.

Conclusions: Children and adults hospitalized with M1 have an atypical clinical or analytical profile more often than
adolescentsin the same situation. Thisdata, along with the severity of the disease, has been promoting the
hospitalization.

KEYWORDS: Infectious mononucleosis, age, hospitalized patients.

INTRODUCCION

El virusde Epstein-Barr (VEB) produce la Mononucleosis I nfecciosa (M1). Setrata de una infeccion benigna dela
comunidad que se manifiesta principalmente en adolescentes y adultos jévenesl-S, Cursa habitualmente con fiebre,
adenopatias later ocer vicales, faringoamiddalitisy linfocitosis en sangre periférical-3. Tiene una distribucion
mundial, con una ser oprevalencia del 90-95% en los adultos de paises industrializados, y un pico deincidencia entre
los 14y los 24 afios de edad (2-4). L a seroconver sion se adelanta a edades mas tempranas (3 a 6 afios) en los grupos
poblacionales con nivel socioeconémico mas bajo. En un andlisis de 1818 casos recogidos en Rochester (Minnesota,
USA) entre 1950 y 1969, se hospitalizaron el 10%1, y en la Gltima década, seglin datos del Reino Unido, se ha
duplicado la incidencia de hospitalizacién por esta causa en sujetos entre 10 y 24 afos®. Se sabe que |os pacientes con
formas atipicas de la infeccion pasan mas tiempo hospitalizados, y son sometidos a mayor nimer o de pruebas
diagnosticas-7. Sin embargo, no esta claro hasta que punto la edad condiciona la expresividad clinica de la infeccion
y la frecuencia de hospitalizacion. El objetivo del estudio fue comprobar si € perfil clinico delos pacientes
hospitalizados por esta causa varia sustancialmente con la edad.

PACIENTESY METODOS:
Estudio de casosy controlesretrospectivo, basado en la recopilacién de datos secundarios de 217 casosde M1 que
ingresaron en un hospital dereferencia (area sanitaria de 220.000 habitantes) entre 1995-2008.

Serealiza un analisis comparativo por edades (menores de 10 afios, entre 10-24 afios (gr upo control), y mayores de 24
afos), delas caracter isticas clinicas (perfil clinico) y analiticas asociadas al proceso. L os datos se han obtenido de la
Historia Clinicay losinformes de Alta Hospitalaria.

Seincluyeron aquellos pacientes con clinica compatible y serologia positiva para la enfermedad (anticuer pos
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heter dfilos, o anticuerpos IgM frente a capsideviral, por EL1SA)8. Se definid faringitis o amigdalitis por la presencia
de odinofagia y uno de los siguientes: eritema o exudado faringeo, hipertrofia amigdalar o placas amigdalarest. M|
clasica o habitual fue aquella con fiebre, faringoamigdalitis y adenopatias later ocer vicalesl:3.

Un internista experimentado revisé los datos recogidos con €l fin de catalogar con mayor precision e perfil clinico
asociado a cada caso. L os datos se analizar on con el programa estadistico SPSS 15 (SPSS Inc.). L os datos cualitativos
se expresan en forma de frecuencias absolutas y/o por centajes, y los cuantitativos mediante media y rango. Para
comparar lasvariables cualitativas se empleo el test exacto de Fischer, y para comparar variables numéricas se

empled e test U de Mann-Whitney.

RESULTADOS.

Ladistribucion defrecuencias segiin los grupos de edad establecidos fuer on; menor es de 10 afios (40 casos; 18.4%),
de 10 a 24 afios (154; 70.9%), y mayoresde 24 (23, 10.5%). El rango de edad fue de 0,2-78 afios, con una mediade: 5

* 2 afios, 17 +4y 33 + 11 afos, respectivamente.

TABLA 1: Datos epidemiologicos, clinicos v analiticos principales de pacientes

hosp

italizados por Mononucleosis Infecciosa.

< 10 anos 10-24 aifios = 24 aios
(n = 40) (n =154) (n=23)
Edad (afios) 5 (2m-9) 17 (11-24) | 33 (25-78)
Varones (%) 56 60 63
Dias de evolucion de sintomas (media y rango) 8 (1-60) 6,4 (1-21) 15(1-70)"
Dias de ingreso hospitalario (media y rango) 7(1-27) 54(1-12) 8 (2-19)
Antibidterapia en relacion con el proceso (%) 16 (40,1) 92 (60,2) 16 (60,8)
Corticoterapia en relacion con el proceso (%) 4(10,3)" 71 (46,1) 5(21,7°
Presentacion clinica clasica o tipica 31{71.9) 128 (76,3) 8(34.6)"
Adenopatias laterocervicales 35 (87.5) 137 (88,9) 16 (69,5)
Faringitis o amigdalitis 35 (87,3) 134 (87,2) | 13 (56,5)"
Fiebre (>37°C) 36 (90,3) 130 (84,4) | 20(86,9)
Exantema 11 (27,5) 14 (9.4) 1(4,3)
Esplenomegalia 20 (50) 53(34.4) | 9(39.1)
Hepatomegalia 10 (25) 35(22,7) 9(39,1)
Linfocitos > 50% 23(57,5) | 91(59,3) | 13(59.3)
Hemoglobina < 12 g/dl 17 (44,4 | 18(11,7) 2(8,7)
AST > 370 U1/l 2(5.4) 15 (4.9) 3(13,6)
ALT > 410 U.L/1 5(13,8) 18 (11,7) 10 (18,1)
Bilirrubina total > 1 mg/dl 4(10,5 | 37(24.6) | 9(41,1)"
VSG > 60 mm/hora 8(20,3)" 3(2,0) 0(0,0)

a; p=0,0] con respecio a los adolescentes; b: p<0,05 con respecio a los adolescentes;

V8G: velocidad de sedimentacion globular;

Seglin test exacto de Fischer o test de Mann-Whitney: significativo para p<0,05.

EnlaTabla 1 serecogen lasvariables a estudio. Destaca el mayor tiempo de evolucion de los sintomas, previoala
hospitalizacién, en los adultos. Una presentacion clinica tipica o habitual (faringoamigdalitis, fiebrey adenopatias),
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fue mas frecuente en los nifiosy en los adolescentes que en los adultos: 77%, 76%, y 34,6%; respectivamente
(p<0.01).

En cuanto a las alter aciones analiticas, la anemia fue mas frecuente en los nifios que en los adolescentes (49% vs
11%; p< 0.01). Lastransaminasas (ALT), y la bilirrubina en sangre, estuvieron elevadas con mayor frecuencia en
adultos que en adolescentes; p <0.05y p < 0.01; respectivamente.

El antibidtico utilizado con mayor frecuencia fuela amoxicilina (70% de aquellos querecibieron antibiéticos), sin
diferencias significativas en lostres grupos (75%, 70% y 69%; respectivamente). Ningun paciente fallecié como
consecuencia de la enfermedad.

Un nifio precisd intubacion por obstruccion severa de via aérea, uno padecid miocar ditis, uno monoartritisderodilla,
uno poliartritissimétrica de grandes articulacionesy dos convulsiones febriles. Un adolescente padecié neuritis
Optica, uno Guillain Barréy otro anemia hemaolitica severa. Un adulto padecié orquitis bilateral.

DISCUSION:

El nimero de casos de M| hospitalizados en nuestro &rea sanitaria a lo largo de 14 afios, se encuentra dentro del
rango deincidencia descrito para la enfermedad (aproximadamente 45/100.000 habitantes por afio, con una
frecuencia de hospitalizacion de entre el 10-20%), en e contexto de poblaciones desarrolladasl6.

Sin embargo, la distribucion de frecuencias por edades no se ajusta a la encontrada en la poblacion. De hecho, menos
del 10% de los nifios desarrollan sintomasS.7, y en nuestra muestr a este subgr upo de pacientes supone € 18%. Algo
similar ocurre con los adultos, que suponen menos del 3% de los casos ambulatorios, y en nuestra muestra son €l
10%2. Todo ello indica que los pacientes que padecen M1 en una edad no habitual de contraerla, tienden a ser
hospitalizados con mayor frecuencia que los adolescentes

Laseveridad del proceso fue una causa de hospitalizacién, independientemente dela edad, y se observa por €l uso de
corticoides. Este hecho se deduce del alto por centaje que recibi6 este tipo de medicacion, muy superior al
documentado en series basadas en la comunidad (< 4% )14,

Laincertidumbre diagndstica puede haber sido otro motivo de hospitalizacion, tanto en nifios como en adultos. En
este tltimo subgrupo, las variaciones en el perfil clinico (menos frecuencia de faringitis), y analitico (perfil hepatico
alterado con mayor frecuencia), asi lo indican. Estos hallazgos se afiaden a los ya conocidos en cuanto a quelos
adultos con clinica atipica per manecen mastiempo hospitalizados y son sometidos a mayor nimero de pruebas
diagndsticas?S.

Aungue se ha postulado una mayor frecuencia de clinica atipica en los nifios®7, este dato no se comprueba en nuestra
muestra. El perfil clinico no varia esencialmente del observado en € grupo de adolescentes, pero si 1o hace el perfil
analiticoy €l espectro de manifestaciones clinicas, que es mas amplio. La gran frecuencia de anemia que encontramos
en este subgrupo de pacientes (casi € 50%), junto con el aumento dela VSG, hacen pensar en una mayor severidad
del proceso. También se obser var on manifestaciones clinicas exclusivas, como convulsiones, artritisy miocar ditis,
que aunque no fueron frecuentes si pudieron afadir un elemento de severidad eincertidumbre diagndstica.

En una muestra ambulatoria de 156 pacientes con anticuer pos heter 6filos positivos, una linfocitosisrelativa igual o
mayor del 50% fue vista en dostercios de los casos®. En nuestra muestra fue algo menor (no superé el 59%), lo que
pudo afiadir un elemento deincertidumbre al diagnéstico y haber influido en la decision de hospitalizar.

L as enzimas hepéticas, y con menor frecuenciala bilirrubina, se elevan en la mayoria de los pacientes, aunque su
aumento suele ser de caracter benigno y autolimitado®. Finkel et al tras estudiar 235 casos con M1 aconsgjan
descartar otras enfermedades cuando las elevaciones de las enzimas hepéticas superan 10 veces el limite superior de
lo normal®. Su inusual elevacion (mayor de esta cifra) en una proporcion significativa de los adultos de nuestra serie,
pudo ser un factor decisivo deingreso hospitalario.

CONCLUSION:

Observamos que la propor cion de nifiosy adultos ingresados por M1 es superior ala que corresponderia por
incidencia poblacional de la enfermedad. La mayor frecuencia de perfiles clinicosy analiticos atipicos o inusuales que
mostraban estos pacientes, pudo afiadir incertidumbre diagndstica a la severidad del proceso y propiciar la
hospitalizacion.
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Estudio observacional retrospectivo en el que se analizan, bajo e punto devista clinico, 217 pacientes con
Mononucleosis I nfecciosa ingresados durante €l periodo 1995-2008. Entre los resultados destaca que los nifios y
adultos jévenes presentan mas for mas atipicas y complicaciones.
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Estos aspectos deben ser tenidos siempre en cuenta por €l clinico, ya que propician e ingreso hospitalario por
Mononucleosis I nfecciosa en ambos grupos de edad

Recibido, 23 de mayo de 2012
Publicado, 18 de noviembre de 2012
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SUMMARY:

The aim of thisresearch wasto provide and document an accur ate record of the noticeable occurrence of pes planus amongst
adultsin Bayelsa State (Nigeria).

A random sample of 510 per sons (235 males and 275 females; aged 33 + 15 years and totally Bayelsa's natives) was analyzed. An
ink imprint on white paper of their weight-bearing surface of the feet was carried out with diagnostic pur poses. 48 males
(20.4%) and 81 females (29.5%) revealed pes planus whereastherest of the sample did not show it. Theincidence of pes planus
was 1:4.

The well known frequent excess of bodyweight in these native groups may beresponsible for this abnor mality and obligesto pay
due attention to therelated habits. Furthermore, the obtained results could probably have anthropological and forensic medicine
impact.

KEYWORDS:Pes planus, Males, Females, Adults, Bayelsa State.

RESUMEN:

Estetrabajo intenta presentar un registro ajustado de la per ceptible ocurrencia de pes planus en adultos del Estado de Bayelsa
(Nigeria).

Una muestra aleatoria de 510 personas (235 hombresy 275 mujeres, con edad 33 + 15 afios y todos indigenas del estado) fue
analizados. Una impresién en tinta sobre papel blanco de las plantas de sus pies fue usada con propdésitos diagndsticos. 48
hombres (20.4%) y 81 mujeres (29.5%) revelaron pes planus mientras que e resto no lo hizo. La incidencia de tal patologia fue
4:1.

El ya conocido y frecuente aumento de peso en estos grupos indigenas puede ser responsabilizado por esta anormalidad y fuerza
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aponer e acento en los habitos relacionados con la obesidad. Ademas, se consider a que los resultados obtenidos podrfan poseer
impacto antropologico y médico forense.

PALABRAS CLAVE: Pie plano, hombres, mujeres, adultos, Estado de Bayelsa

INTRODUCTION

Deformities of the fingers and toes are common conditions encounter ed by orthopedics and pediatriciansin clinics. Some of these
abnormalities are acquired, caused by traumatic injuries, neuromuscular pathologies, systemic diseases, or mechanical problems
secondary to extrinsic pressures, while others are congenitall.

Pes planus (flat foot), defined as the postural appearance of the foot, with depressed medial longitudinal arch and a pronated
subtalar joint and the calcaneous assuming a valgus position underweight bearing conditions, isthe most common foot pathology
not only in patients of all agesin general but in paediatric orthopaedic practicein particularl.

In thissense, it isabout five times asfrequent in children as cavusfoot and isfelt to be present in about one out of nine children
1. Far from Nigeria, it wasreported that flat foot was found to be the most prevalent congenital abnormalitiesin Turkish school
children aged 6-15 year 2.

Children with flexible and painlessflat feet do not require any treatment. Commonly asymptomatic, they are brought to the
paediatricians by concer ned parents because of the familiar layman per ception that flatfoot will be associated with pain in
adulthood. Conversely, it isimperative that rigid flat foot be evaluated to ascertain the presence of congenital vertical talus,
tarsal coalition, or skew-foot, because all of these usually require surgical intervention3-5,

Pes planus becomes a musculoskeletal disorder of the feet in adolescents and adultsresulting in a" fallen arch", particularly, the
medial part of thelongitudinal arches. In thisfoot pathology, the plantar calcaneo-navicular and long plantar ligaments appear
abnormally stretched during long period of standing, traumatic injuries, systematic disease or mechanical problems secondary
to extrinsic pressure. Thismay cause weakness or tearing of the plantar calcaneo-navicular ligament that supportsthe head of
thetalus, producing inferio-medial displacement of the head of the talus3-5.

Adults may develop painful flat feet after loss of posterior tibialis function®.

Expertsin biomechanics and pathomechanics of the lower extremity understand theimportance of subtalar joint pronation in
association with midtarsal joint collapse, and the decr eased stability effect in the proximal lower extremity joints (knee, hip,
lower back). Functional foot orthoses can correct excessive pronation and may help with knee, hip or back pain. Custom
functional foot orthoses that incor porate minimal cast fill, medial heel skive, and/or inversion can reposition thefoot in aless
pronated position. This correction may have either a preventive effect or areversal effect on back or knee pain?.

Exceeding the relevance of an accurate diagnosis of pes planus during childhood and adolescents, this resear ch aimsto provide
and document areliable record on these studied patients taking into account the noticeable occurrence of pes planus amongst
adultsin Bayelsa State (Nigeria).

MATERIALSAND METHODS
A random sample of 510 adults (235 males and 275 females; aged 33 + 15 years and totally Bayelsa's natives) were analyzed. An
ink imprint on white paper of their weight-bearing surface of the feet was diagnostically carried out.

Thecurrent international ethical regulations were followed in this study.

Statistics: data were analyzed using unpaired t test, using Graph Pad I nstat® software. P values < 0.05 wer e consider ed
significant.

RESULTS.

Asseenin Table 1, 48 males (20.4%) and 81 females (29.5%) (i.e: 129 patients - 25.3% -) revealed pes planus whereastherest of
the sample did not show it. Within the age groups, those aged between 18 and 22 put into evidence the higher percentage of pes
planusin both sexes. However, no significant differences (p > 0.05) wer e detected between sexesin the studied sample.
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Table 1: Presence of Pes Planus in adult males and females native

roups

Age Groups Total Males Percentage Females Percentage
18-22 204 17 8.3 40 19.6
23-27 209 16 1.7 30 14.4
28-32 64 12 15.8 8 12.5
33-37 15 0 0 2 13.3
38-42 13 2 15.38 1 7.7
43-47 5 l 20 0 0

510 48 9.4 gl 15.9

Paired t test: The two-tailed P value is 0.2610 considered not significant

In Table 2, a comparison of the Prevalence of Pes planusin different populations of the world including Bayelsa State (Nigeria)
was achieved. Data related with Bayelsa (Nigeria) are high.

Table 2: Comparison of the Prevalence of Pes planus in different populations
of the world including Bayelsa State (Nigeria

Country Female %  Both sex %o Reference
Akwal bom Nigeria 58 7.6 13.4 Eluwa et al.
Anambra- Nigeria 6.8 7.1 13.9 Ukoha et al.'
Tanzania - - 203 Igbigbi et al.
Cross rivers- Nigeria 8.80 13.40 22.20 Eluwa et al.
Malawi - - 24.3 Igbigbi and Msamati’
Y oruba- Nigeria 13 12 25 Umar and Adeyemi®
Bayelsa- Nigeria 9.4 15.9 25.3 Present study
Israel 1 1717 | 1es | 288 |Laksteinetal™
Kenya - - 43.2 Igbigbi et al."®
Anatolia Turkey 355 285 64 Aymelek'’

DI SCUSSION:

In accordance with the results obtained in therandom sample here studied and reported in Tables 1 and 2 the per centage of

per sons affected by pes planus (flat foot) in Bayelsa State was 25.3% (ratio 4:1). This per centage acquir es relevance because of its
compatibility with the prevalence (25% -13% in malesand 12% in females-) recorded in a study carried out among school
childrenS8. It also agrees with other communication wher e theincidence of pes planus was 242.6/1000 (24.26%) using the arch
index method® aswell aswith data reported in Israel 28.82% (17% in males and 11.65% in females)12, Conversely, there exists
reportswith lower data asthose carried out among school children in Port Harcourt where unilateral pes planuswas 2.22 % and
bilateral ones 0.6% 10 and other performed in Akwa Ibom (11.2%)11,
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Concerning gender, theresults here stated with no significant differences between sexes but higher in females har monize with
supported by Ndife (1998) revealing that females are more prone to pes planus 13 and contr adicts other s wher e males prevail
over femalesin thisregard12.14,

Thewell known frequent excess of bodyweight in these native groups resulting of a different way of lifeincluding fast foods,
reduction in movement and spotting activity and inappropriate foot may be responsible for thisincreasing abnormality and
obligesto pay due attention to therelated habits. In thisregard, in Nigerian Yoruba tribeflexible flat foot prevailsin maleswho
are obese, particularly in those aged 7-8 8.

Tosum up, it ishererevealed that one out of every four adult Bayelsans has pes planus, Its potential relevance for anthr opology
and forensic medicine lead usto suggest subsequent further studiesto classify varioustypes of pes planus sinceit could be used
for classifying humans from different regions.-
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Comment of thereviewer Prof. Dr. Alberto Enrique D'Ottavio, PhD.Catedratico de la Facultad de Ciencias M édicas,
Investigador del Consgjo de Investigaciones de la Universidad Nacional de Rosario. Rosario. Argentina.

Estetrabajo, de sencilla concepcién y deindudable valor local, puede adquirir determinado impacto regional y hasta excederlo
seglin lo consideren los lector esinter esados en ortopedia médica.

L os pies planos, tema que aborda analizando una muestra aleatoria dentro de una poblacién indigena nigeriana, poseen valor
etiopatogénico, diagndéstico y terapéutico, cuando se deberecurrir a esta Ultima etapay deja entrever unarepercusion
antropolégica y médica forense que, a mi modesto entender, no debiera ser infravalorada.

Comment of thereviewer Larisalvon Carrera PhD. Profesora e I nvestigador a, Facultad de Ciencias M édicas, Universidad
Nacional del Litoral, Santa Fe (Argentina)

El pie plano del adulto es abordado por este equipo de investigacion en un Estado de Nigeria mediante una técnica béasica que, no
obstante no haber sido complementada por otras de mayor complejidad, arrojaresultados preliminar es aceptables en el
contexto antedicho.

Puede que lo més rescatable de esta empr esa sea, excediendo los resultados obtenidos y las compar aciones efectuadas, la
posibilidad forensey antropol6gica que sus autor es plantean como culminacion de su tarea.
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ComentariodelarevisoraDra. Maria Jesis | zquierdo Ortiz MD. Servicio de Nefrologia. Hospital Universitario de Burgos.
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RESUMEN:

Introduccién: Entrelos electrolitos que pueden alterarse en lainsuficienciarenal croénica avanzada se encuentran el magnesioy
el fésforo. Asimismo, se ha reportado en laliteratura que en la nefropatia cr 6nica existe un progresivo incremento en la
excrecion fraccional delos electrolitos a medida que sereduce € filtrado glomerular, sin embargo esto no ha sido estudiado en
profundidad aun para estos iones divalentes.

Por estarazon, sedecidié realizar entonces un estudio a fin de evaluar los valor es comparados de excrecion fraccional de
magnesio y fosfor o peritoneal y urinario entre pacientes en didlisis peritoneal con diuresisresidual (ERC-V), insuficiencia renal
cronica (estadio I11) y voluntarios sanos.

Resultados: L os valores de excrecion fraccional urinaria (EFu) de magnesio (Mg) y fosforo (P) fueron significativamente (p= <
0.05) més bajos en los voluntarios sanos (EFuMg: 3 + 1%, EFuP: 9+ 0.5%), y significativamente mas altos en los ERC-V
(EFuMg: 30 + 4%, EFuP: 40 £ 0.2%).

En cuanto a la excrecion fraccional peritoneal (EFp) del fésforoy del magnesio, ésta fue significativamente (p= < 0.05) mas alta
(EFpMg: 36 + 5% , EFpP: 62 + 9%) que aquellalograda por via urinaria en e mismo grupo: ERC-V.

Conclusion: Losvalores de excrecion fraccional urinaria de magnesioy fésfor o fueron significativamente més elevados en los
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portador es de nefropatia cr énica avanzada (ERC-V), siendo a su vez dichos valor es significativamente mas baj os que aquellos
logrados por la excrecion fraccional peritoneal de dichosiones divalentes en la misma poblacion: ERC-V).

PALABRASCLAVE: Magnesio. Fosforo. Didlisis peritoneal.

SUMMARY:

Background: Magnesium and phosphorus ar e one of the electrolytes whose balance is altered during advanced chronic renal
failure (CRD-V). It hasalready been reported in theliteraturethat thereisa progressive increasein urinary electrolyte
excretion in CRD-V in relation with the glomerular filtration rate reduction, but it has not been extensively studied yet for these
divalent ions.

Thereforewe decided to perform a study for evaluating compared values of urinary and peritoneal fractional excretion of these
divalent ions (magnesium and phosphorus) among patients on peritoneal dialysiswith residual diuresis (CRD-V), stagelll -
chronicrenal failure, and healthy volunteers.

Results: Urinary fractional excretion (FEu) of magnesium (Mg) and phosphorus (P) wer e significantly (p= < 0.05) lower in
healthy volunteers (FEuMg: 3+ 1%, FEuUP: 9+ 0.5%), and significantly higher in CRD-V (FEuMg: 30 + 4%, FEUP: 40 + 0.2%).
Regarding peritoneal fractional excretion (FEp) of magnesium and phosphor us, they wer e significantly higher (p=< 0.05)
(FEpMg@: 36 + 5%, FEpP: 62 + 9%) than the urinary onesin the same population: CRD-V.

Conclusion: Magnesium and phosphorus urinary fractional excretion values wer e significantly higher in the CRD-V group,
while these values wer e significantly lower than the peritoneal onesin the same population: CRD-V.

KEYWORDS: Magnesium. Phosphorus. Peritoneal Dialysis.

INTRODUCCION

Entrelos electrolitos que pueden alterarse en la insuficiencia renal crénica avanzada se encuentran iones divalentes, tales como
el magnesioy e fosforol-2,

Asimismo, se hareportado en laliteratura que en la nefropatia cr 6nica existe un progresivo incremento en la excrecion
fraccional delos electrolitos a medida que sereduce €l filtrado glomerular, sin embargo esto no ha sido estudiado en
profundidad aun para estos iones divalentes?-3,

Surgié entonces lainquietud de documentar los valores compar ados de excrecién fraccional de magnesio y fésforo urinarioy en
liquido dialitico peritoneal en pacientesen tratamiento bajo dicha modalidad dialitica, y asimismo documentar también la
excrecion fraccional de ambosiones en la orina de pacientes en dialisis peritoneal con diuresisresidual, portadores de
insuficienciarenal cronica (estadio I 11) y voluntarios sanos.

MATERIAL Y METODOS

Semidio en 19 pacientes adultos en dialisis peritoneal ambulatoria con igual tipo de membrana peritoneal (promedio),
concentracion de glucosa (2.3%) y magnesio (0.75 mmol/l) en bolsa, esquema dialitico, filtrado glomerular residual (8
ml/min/1.73 m2), dieta, magnesemia y fosfatemia; sus valores de magnesio y fosforo séricos (MgS), peritonealesy urinarios.

Ademas se midié magnesuria, fosfaturia, magnesemiay fosfatemia en 20 pacientesinsuficientes renales crénicos (estadio I 1) y
en 10 voluntarios sanos.

En todos ellos de calculd excrecion fraccional de magnesio (EFMg) y de fosforo EFP) peritoneal y urinaria aplicando las
siguientesférmulas:

o Excrecion fraccional urinaria EFu):
[GL urinario (mg/dl) x creatininemia (mg/dl) / O. sérica (mg/dl) x creatininuria (mg/dl) ] x 100

o Excrecion fraccional peritoneal (EFp):
[CL peritoneal (mg/dl) x creatininemia (mg/dl) / O sérica (mg/dl) x creatininuria (mg/dl) ] x 100
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Gl magnesio o fésforo

Todos los valor es obtenidos fuer on ajustados por la fraccién difusible de ambosiones (magnesio y fosforo: 0.8) y por €l contenido
de magnesio en bolsa peritoneal)4->.

El andlisis estadistico se realiz6 aplicando la prueba de Wilcoxon.

RESULTADOS

No se documentd difer encia estadisticamente significativa entre los valor es séricos ni del magnesio ni del fésforo entrelos grupos
estudiados: sanos - IRC estadio I Il - IRC estadio V (Tabla 1).

Tabla 1: Valores séricos de magnesio (MGs) y fosforo (Ps) entre
voluntarios sanos, insuficientes renales cronicos estadio (IRC) I v V

Sanos IRC IRC P

estadiolll  estadio V
MGs (mgidi) 2.140.1 23402 23405 NS
Ps (mgldI) 4742 4542 4541 NS

Por € contrario, si se document6 diferencia estadisticamente significativa entrelosvalores urinarios - peritoneales del magnesio
y del fosforo entrelos grupos estudiados. sanos- IRC estadio I 11 - IRC estadio V (Tabla 2).

Tabla 2: Excrecidn fraccional urinaria (EFu) y peritoneal (EFp) de magnesio (MG) y
fosforo () entre voluntarios sanos, insuficientes renales crinicos estadio (IRC) 111 v 'V

Sanos IRC IRC P
estadio lll estadio V
EfuMG (%) 3£1 T.2x4 304 =0.05
EfpMG (%) - - 365 =005
EfuP (%) 9105 25208 4002 <0.05
EfpP (%) - - 629 <005

DISCUSION:

En este estudio, no se hall6 diferencia estadisticamente significativa en los valores séricos ni del magnesio ni del fosforo entrelos
tres grupos estudiados (voluntarios sanos, insuficientes renales crénicos - estadio 111 e insuficientes renales crénicos - estadio V),
mientras que si se documenté una difer encia estadisticamente significativa en los valor es de excrecion fraccional urinariay
peritoneal de magnesioy fésforo entrelostres grupos estudiados.

En cuanto a los valores de excrecion fraccional urinaria de estosiones divalentes, éstos fuer on significativamente méas bajos en
los voluntarios sanosy significativamente mas altos en los insuficientes renales crénicos - estadio V. Este hallazgo refleja el hecho
fisiolégico ya conocido de que la excrecidn fraccional del magnesio y del fésfor o seincrementa progresivamente con la reduccion
del filtrado glomerular inherente a la nefropatia cr énica®.

Con respecto a los valor es de excrecion fraccional peritoneal de magnesioy fésfor o, éstos fuer on significativamente mas elevados
guelosurinarios en la misma poblacion: insuficientes renales crénicos - estadio V. Este hallazgo refuer za el concepto de que el
filtrado glomerular y € filtrado peritoneal no son fenémenos fisiol6gicamente idénticos’.

CONCLUSION:

En este estudio se documenté que los valor es de excrecion fraccional urinaria de magnesio y fésfor o son significativamente mas
bajos en los voluntarios sanosy mas altos en los portador es de nefropatia cr énica avanzada (ERC-V), y que la excrecion
fraccional peritoneal de estosiones divalentes es significativamente mayor que aquella lograda en orina por la misma poblacién:
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ERC-V).
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The paper of Musso et al, shows mor e data about the adaptive physio-pathologic mechanisms of kidney in chronic renal disease
and it isspecially interesting, the data about the peritoneal membranous behavior, in patients with stage 5 renal chronic disease,
that provesto be different to the kidney.
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Un estudio muy interesante; con los resultados de este trabaj o se confirma la fisiologia ocurrida en el rifién a medida que
progresa la enfermedad renal y desciende € filtrado glomerular (FG). A medida que avanza la enfermedad renal, la capacidad
tubular de eliminar fésforo (P) desciende, si hablamos en términos de pool total, sin embargo, si esla excrecion fraccional
urinaria de foésforo (EFUP) lo que medimos, ocurr e efectivamente lo queilustra el presente trabajo, que aumenta.

Se explica asi como en losresultados del presentetrabajo, la EFUP en voluntarios sanos, fuera significativamente (p=<0.05) mas
baja (EFuP: 9£0.5%), que en los enfermos renales cr6nicos estadio V (ERC-V) (EFuP: 40+0.2%). Lo mismo ocurre con la
eliminacion de magnesio (Mg), s atendemos ala EFuMgy no al pool total eliminado de Mg, efectivamente, la EFuM g en sanos
(EFuMg: 3+1%) esmenor que en ERC-V (EFuMg: 30+4%).

Actualmente cobra mucha importancia el papel que desempefia el P en € enfermo renal, como uno de los mar cadores que
inicialmente se elevan en la progresion dela enfermedad renal (antes quela propia PTH y que el propio descenso del FG). Se
sabe que a medida que progresa la enfermedad renal, se produce un descenso en la excrecion urinaria de P total, entre otros
factores por déficit de FGF 23y de su cofactor e Klotho, produciéndose un incremento en los niveles de P en sangre. Esta
elevacion de P en sangre (por partedel huesoy del rifion), estimula a su vez de forma independiente la secrecion de PTH,
incrementando en mayor medidalaresorcion 6seay a su vez los niveles de P séricos a medida que avanza la enfermedad renal.
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En este trabajo también se analiza la excrecién fraccional peritoneal del fésforo (EFpP) y Mg (EFpMg). El hecho de que la EFp
del fosfor o fuese significativamente (p= < 0.05) mas alta (EFpP: 62+9%) que la excrecién fraccional urinaria defésforo en la
misma poblacion, apoya el hecho de que los pacientes en didlisis peritoneal, a pesar detener poca diuresisresidual, consigan un
mejor control del P sérico con respecto ala poblacién de hemodidlisis, quizas ayudado por esta eliminacion peritoneal, entre
otrosfactores.

Recibido, 27 de mayo de 2012
Publicado, 21 de noviembre de 2012
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CHRONIC RENAL FAILURE (STAGE Ill)

AND HEALTHY VOLUNTEERS
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SUMMARY:

Background: Magnesium and phosphor us ar e one of the electrolytes whose balance is altered during advanced chronic renal
failure (CRD-V). It has already been reported in theliteraturethat thereisa progressiveincreasein urinary electrolyte
excretion in CRD-V in relation with the glomerular filtration rate reduction, but it has not been extensively studied yet for these
divalent ions.

Thereforewe decided to perform a study for evaluating compared values of urinary and peritoneal fractional excretion of these
divalent ions (magnesium and phosphorus) among patients on peritoneal dialysiswith residual diuresis (CRD-V), stagelll -
chronicrenal failure, and healthy volunteers.

Results: Urinary fractional excretion (FEu) of magnesium (Mg) and phosphorus (P) wer e significantly (p= < 0.05) lower in
healthy volunteers (FEuMg: 3+ 1%, FEuUP: 9+ 0.5%), and significantly higher in CRD-V (FEuMg: 30 + 4%, FEuP: 40 + 0.2%).
Regarding peritoneal fractional excretion (FEp) of magnesium and phosphor us, they wer e significantly higher (p=< 0.05)
(FEpMg@: 36 + 5%, FEpP: 62 £ 9%) than the urinary onesin the same population: CRD-V.

Conclusion: Magnesium and phosphorus urinary fractional excretion values wer e significantly higher in the CRD-V group,
while these values wer e significantly lower than the peritoneal onesin the same population: CRD-V.
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KEYWORDS: Magnesium. Phosphorus. Peritoneal Dialysis.

RESUMEN:

Introduccién: Entrelos electralitos que pueden alterarse en la insuficiencia renal crénica avanzada se encuentran el magnesioy
¢l fésforo. Asimismo, se ha reportado en laliteratura que en la nefropatia crdnica existe un progresivo incremento en la
excrecion fraccional delos electrolitos a medida que sereduce €l filtrado glomerular, sin embargo esto no ha sido estudiado en
profundidad aun para estosiones divalentes.

Por estarazon, sedecidio realizar entonces un estudio a fin de evaluar los valores compar ados de excrecion fraccional de
magnesio y fosfor o peritoneal y urinario entre pacientes en didlisis peritoneal con diuresisresidual (ERC-V), insuficiencia renal
cronica (estadio I11) y voluntarios sanos.

Resultados: L os valores de excrecion fraccional urinaria (EFu) de magnesio (Mg) y fésforo (P) fueron significativamente (p= <
0.05) més bajos en los voluntarios sanos (EFUMg: 3 + 1%, EFuP: 9+ 0.5%), y significativamente mas altos en los ERC-V
(EFuMg: 30 + 4%, EFuP: 40 + 0.2%).

En cuanto a la excrecion fraccional peritoneal (EFp) del fésforoy del magnesio, ésta fue significativamente (p= < 0.05) mas alta
(EFpM@: 36 + 5% , EFpP: 62 + 9%) que aquellalograda por via urinaria en e mismo grupo: ERC-V.

Conclusion: Los valores de excrecion fraccional urinaria de magnesio y fésfor o fueron significativamente més elevados en los
portador es de nefropatia crénica avanzada (ERC-V), siendo a su vez dichos valor es significativamente mas baj os que aquellos
logrados por la excrecion fraccional peritoneal de dichosiones divalentes en la misma poblacion: ERC-V).

PALABRAS CLAVE: Magnesio. Fésforo. Didlisis peritoneal.

INTRODUCTION
Magnesium and phosphor us ar e one of the divalent ions whose balance can be altered in the advanced chronic renal failure -2,

It hasalready been reported in theliterature, that thereisa progressiveincreasein urinary electrolyte excretion in relation to
the glomerular filtration ratereduction in chronic renal disease patients, but it has not been extensively studied yet in these
divalent ions?3,

Thereforewe had the question of studying compared values of urinary and peritoneal fractional excretion of these divalent ions
(magnesium and phosphorus) among patients on peritoneal dialysiswith residual diuresis (stageV - chronic renal disease), stage
I11 - chronicrenal failure, and healthy volunteers.

MATERIAL AND METHODS

Nineteen adult patients on out-patient peritoneal dialysiswho had the same type of peritoneal membrane (aver age), glucose
concentration (2.3%) and magnesium (0.75 mmol/l) in the solution bag, dialysis scheme, residual glomerular filtration (8
ml/min/1.73 m2), diet, magnesemia and phosphatemia values, wer e studied. Serum, urinary and peritoneal magnesium and
phosphor us values wer e obtained from each peritoneal dialysis volunteer.

Besides, serum and urinary magnesium and phosphorus were measured in 20 patientswith chronic renal failure (stagelll) as
well asin 10 healthy volunteers.

In all of them fractional excretion of urinary (FEu) and peritoneal (FEp) magnesium (Mg) and phosphorus (P) wer e calculated
applying the following formula:

o Urinary fractional excretion (FEu):
[urinary @ (mg/dl) x serum creatinine (mg/dl) / serum ©. (mg/dl) x urinary creatinine (mg/dl) ] x 100

o Peritoneal fractional excretion (FEp):
[peritoneal GL (mg/dl) x serum creatinine (mg/dl) / serum @ (mg/dl) x urinary creatinine (mg/dl) ] x 100

CL: magnesium or phosphorus
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All the obtained values wer e adjusted accor ding to divalent ions diffusible fraction (magnesium and phosphorus: 0.8), and to
magnesium content in the peritoneal bag#>.

Statistical Analysiswas performed applying Wilcoxon test.

RESULTS

No significantly statistical difference was documented in the serum magnesium and phosphor us values among the studied
groups: healthy, stagell1-chronic renal disease (CRD-I11), and peritoneal dialysis: stage V- chronic renal disease(CRD-V) (Table
1).

Table 1: Serum magnesium (MGs) and phosphorus (P) values among normal, stage 111
chronic renal disease (CRD-111), and stage V chronic renal disease (CRD-V)

Normal CRD-lII CRD-V
MGe (mg/di) 21+01 23402 23405 NS
Ps (mgldl) 4742 4542 45+ 1 NS

Conversdly, asignificantly statistical difference was documented in the urinary and peritoneal fractional excretion values among
the above mentioned three studied groups (Table 2).

Table 2: Urinary (FEu) and peritoneal (EFp) fractional excretion of magnesium (MG)
and phosphorus (P) among normal, stage [1l - chronic renal disease (CRD-11L1)
and stage V - chronic renal disease (CRD-V)

CRD-lII
oG 341 7244 304 ‘ <005
FepMG (%) - = 3B+5 | <005
FeuP (%) 9405 25409 40402 l <0.05
FepP (%) = “ 62¢9 | <005

DISCUSSION:

In this study, there was no significant differencein serum magnesium and phosphor us values among the three studied groups
(CRFin stage V, CRF stage 11, healthy people), whileit wasfound that there was a significantly statistical differencein urinary
and peritoneal fractional excretion of magnesium (EFMg) and fractional excretion of phosphorus (EFP) among the studied
groups.

Regarding theurinary fractional excretion values of these divalent ions, they wer e significantly lower in the healthy volunteers,
and higher in those who suffered from the mor e advance chronic renal disease (CRD-V). Thisfinding reflects the known
physiological fact of the progressive renal adaptation in the handling of magnesium and phosphorusin termsof thedrop in
glomerular filtration rate®.

Regarding the peritoneal fractional excretion values of the magnesium and phosphor us, they wer e significantly higher compared
with theurinary onesin the same population (CRD-V). Thisfinding reinforcesthe concept that peritoneal and urinary filtration
rate are not physiologically equal phenomena?.

CONCLUSION:

In this study was documented that urinary fractional excretion values of magnesium and phosphor us wer e significantly lower in
healthy volunteersand higher in stage V-chronic renal disease, and that peritoneal fractional excretion values of these divalent
ionswer e higher than theurinary ones.
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Hospital S&o Teoténio. Viseu. Portugal

The paper of Musso et al, shows mor e data about the adaptive physio-pathologic mechanisms of kidney in chronic renal disease
and it is specially interesting, the data about the peritoneal membranous behavior, in patients with stage 5 renal chronic disease,
that provesto bedifferent to the kidney.

Comment of thereviewer Dra. Maria JesUs | zquierdo Ortiz MD. Servicio de Nefrologia. Hospital Universitario de Burgos.
Burgos. Espafia

Un estudio muy interesante; con losresultados de este trabajo se confirma la fisiologia ocurrida en €l rifién a medida que
progresa la enfermedad renal y desciende € filtrado glomerular (FG). A medida que avanza la enfermedad renal, la capacidad
tubular de eliminar fésforo (P) desciende, si hablamos en términos de pool total, sin embargo, si esla excrecion fraccional
urinaria de fosforo (EFUP) lo que medimos, ocurre efectivamente lo queilustra el presente trabajo, que aumenta.

Se explica asi como en los resultados del presente trabajo, la EFUP en voluntarios sanos, fuer a significativamente (p=<0.05) mas
baja (EFuP: 9£0.5%), que en los enfermos renales cr6nicos estadio V (ERC-V) (EFuP: 40+0.2%). Lo mismo ocurre con la
eliminacion de magnesio (Mg), s atendemosala EFuMgy no al pool total eliminado de Mg, efectivamente, la EFuUM g en sanos
(EFuMg: 3+1 %) esmenor queen ERC-V (EFuMg: 30+4%).

Actualmente cobra mucha importancia el papel que desempefia el P en el enfermo renal, como uno de los mar cadores que
inicialmente se elevan en la progresién de la enfermedad renal (antes que la propia PTH y que el propio descenso del FG). Se
sabe que a medida que progresa la enfermedad renal, se produce un descenso en la excrecién urinaria de P total, entre otros
factores por déficit de FGF 23y de su cofactor €l Klotho, produciéndose un incremento en los nivelesde P en sangre. Esta
elevacion de P en sangre (por partedel huesoy del rifion), estimula a su vez de forma independiente la secrecion de PTH,
incrementando en mayor medida la resorcién 6seay a su vez los niveles de P séricos a medida que avanza la enfermedad renal.

En este trabajo también se analiza la excrecién fraccional peritoneal del fésforo (EFpP) y Mg (EFpMg). El hecho de que la EFp
del fosfor o fuese significativamente (p= < 0.05) mas alta (EFpP: 62+9%) que la excrecién fraccional urinaria defésforo en la
misma poblacion, apoya el hecho de que los pacientes en didlisis peritoneal, a pesar detener poca diuresisresidual, consigan un
mejor control del P sérico con respecto ala poblacién de hemodidlisis, quizas ayudado por esta eliminacion peritoneal, entre
otrosfactores.
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SUMMARY:

Stomach infection with Helicobacter pylori (H. pylori) isthe second most common infectious disease of
humans.

The severe pathological consequences of thisinfection include gastric and duodenal ulcer disease, the
development of gastric mucosal atrophy, gastric carcinoma, and, more rarely, malignant tumors of the
lymphoma. H. pylori infections cause very high morbidity and mortality and are of particular concernin
developing countries, where H. pylori prevalences as high as 90% have been reported.

The population of H. pylori shows a high genomic variability among isolates. And the polymor phism of
repeat-units of genomics had participated the important process of evolution. A variety of molecular typing
tools have been developed to access genetic relatednessin H. pylori isolates. However, thereis still no
standar d genotyping system of thisbacterium.
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The MLVA (Multi-Locus of Variable number of tandem repeat Analysis) method is useful for performing
phylogenetic analysis and iswidely used in bacteria genotyping; however, there'slittle application in H.
pylori analysis.

Thisarticleisthefirst application of the MLV A method to investigate H. pylori isolatesin Russia. MLVA of
4 VNTR loci with high discrimination power based on 10 candidates wer e performed on a collection of 22
strainsof H. pylori which originated from Rostov region of Russia. This method provides a starting point
on which improvementsto the method and comparisonsto other techniques can be made.

KEYWORDS: Helicobacter pylori. VNTR genotyping. Cluster analysis

RESUMEN: DESARROLLO DE UN"MULTIPLE-LOCUSVARIABLE NUMBER OF TANDEM
REPEAT ANALYSIS' (MLVA) PARA HELICOBACTER PYLORI Y SU APLICACION AL
HELICOBACTER PYLORI AISLADO EN LA REGION DE ROSTOV, EN RUSSIA.

Lainfeccién del estémago por Helicobacter pylori (H. pylori) esla segundo mas comun de las enfer medades
infecciosas humanas.

L as graves consecuencias patoldgicas de esta infeccion incluyen Ulcera gastricay Ulcera duodenal, €l
desarrollo de atrofia dela mucosa gastrica, cancer gastrico, y, masraramente, tumores malignos detipo
linfoma. Debido ala muy elevada morbilidad y mortalidad del H. pylori es de especial preocupacion en los
paises en desarrollo, donde se han reportado prevalenciasde H. pylori de hasta el 90%.

Lapoblacion de H. pylori muestra una alta variabilidad genémica entre las diver sas cepas. El polimorfismo
de repeticion en las unidades gendmicas ha participado en el importante proceso de evolucién. Una
variedad de herramientas de caracterizacion molecular se han desarrollado para acceder ala

car acterizacion genética de cepas aisladas de H.pylori. Sin embar go, existe todavia ninglin sistema estandar
de deter minacion del genotipo de esta bacteria.

El método MLVA (Multi-Locus of Variable number of tandem repeat Analysis) es (til parallevar a cabo
analisisfilogenéticosy se utiliza ampliamente en € procedo de genotipado de bacterias, sin embargo, es
escasa su aplicacion en andlisisde H. pylori.

Estearticulo describela primera aplicacion del método ML VA parainvestigar muestrasdeH. pylori
aisladasen Rusia. MLVA decuatro VNTR loci, con alto poder dediscriminacién basado en 10 candidatos
serealizd en una coleccion de 22 cepasde H. pylori procedentes delaregién de Rostov de Rusia. Este
método proporciona un punto de partida susceptible de mejoray comparacion con otrastecnicas.

PALABRAS CLAVE: Helicobacter pylori. Genotipado VNTR. Analisisde cluster.

INTRODUCTION

H. pylori isolates obtained from different individuals and ethnic groupsin the world exhibit substantial
genomic diver sity due to synonymous substitutions, insertion-deletion (indel)polymor phisms, and mobility
of repetitive elements. This diversity could be further enhanced by chromosomal rearrangementsdueto a
high level of interstrain recombination. Geographical partitioning of the gene pool exists within H. pylori,
and sequences are less related between isolates from different populations than between isolates from
familiest.

Several molecular typing toolsweretried for strain typing and identification of H. pylori isolates. These
include pulsed-field gel electrophoresis?, random fragment length polymor phism3, randomly amplified
polymor phic DNA4, 5, amplified fragment length polymor phism®,7, and PCR-based genotyping of
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repetitive sequences, namely, repetitive extragenic palindromes3? and enter obacterial repetitive inter genic
consensus elementsto,

All these techniquesindicate that the H. pylori population genetic structureis panmictic, and a high level of
DNA diversity isfound within strains. However, all of these methods suffer from one or more significant
drawbacks, including insuficient discriminatory power, poor reproducibility between laboratories, and
dificulties with the comparison and accumulation of results by different laboratories.

Asan alternativeto the above methods, investigation of Variable Number of Tandem Repeats (VNTR) has
been described for various organisms. These include Salmonella entericall, Staphylococcus aureus!?,
Yersinia pestis!3, Mycobacterium tuber culosis!4, Francisella tularensis!® and others.

VNTR arerepeated DNA sequences of varying copy number. They are caused by slipped strand mispairing
during DNA replication16.17. VNTRs can provide infor mation relating to both the evolutionary and
functional areas of bacterial diversityl6. The ability to detect VNTRsin microor ganisms has been greatly
enhanced by the availability of whole genomic sequences and softwar e that can search for VNTR loci from
these sequences!8. Once these polymor phisms ar e located, flanking primers can then be designed to amplify
these variable length regionsthus allowing differentiation of copy numbersusing the size of the resultant
amplicon. This can be done using standar d agar ose gel electrophoresisand if a higher resolution is
required, polyacrylamide gel electrophoresis.

VNTR istherefore applicable to a wide range of laboratories, including those which may have simple
equipment such asthermal cyclersand agar ose/ polyacrylamide gel electrophoresis but do not have access
to sophisticated equipment such as DNA sequencers.

Furthermorewhen VNTR isapplied to multipleloci as a typing scheme such asin Multiple LocusVNTR
Analysis (MLVA) greater discriminatory power and mor e accur ate deter mination of genetic relatednessis
achieved13.15.19,20,

In this paper, wereport on the development of aMLVA schemeusing novel VNTR loci selected from the
sequences of a published H. pylori genome and evaluate its usefulness as a typing method using reference
strain and clinical isolates from Rostov region of Russia.

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strainsand DNA isolation.

Reference strain H.pylori NCTC 11637(Russia) was used in this study. Twenty-two H. pylori isolates were
recovered from antral gastric biopsies of patients. For culture, biopsy samples were homogenized and
inoculated onto Trypticase soy agar plates supplemented with 7.5% sheep blood. Cultureswereidentified
by urease, catalase, and oxidase tests and Gram staining. Genomic DNA was extracted from bacterial
isolatesusing a QlAamp DNAM ni Kit (Qiagen), according to the manufacturer'sinstructions. DNA was
eluted in 200 pL of elution buffer and 5 pL of each DNA solution was used in the PCR.

VNTR primer design.

DNA sequences of three H. pylori strains (26695, J99 and G27) deposited in GenBank under accession
numbers, NC000915, NC000921 and NC011333 wer e used to detect the VNTR loci. Analysisusing the
Tandem Repeat Finder (TRF) program http://tandem.bu.edu/18 was used to identify potential VNTR loci.
Primer Premier 5.0 (Premier Biosoft) was used to design PCR primersfor amplifying theloci. Primers
wer e designed within the flanking regions, with a theor etical melting temperature of 57°C to 60°C.

VNTR PCR amplification.

A PCR reaction mixture (30 pL) containing 5 pL of DNA template, 10 pmol of each primer, 1 unit of Taq
DNA polymerase, 200 uM of dNTPsand 10 x PCR buffer (500 mM KCI, 100 mM TrisHCI (pH 8.3) 25 mM
MgCl,) was utilized. Amplification was carried out in a DNA thermocycler Tercyc (DNA-Technology,
Russia) with denaturation at 94°C for 5min, followed by 30 cycles of denaturation at 94°C for 45,
annealing at 58°C for 45 sand elongation at 72°C for 1 min.

A 5-min elongation at 72°C was performed after thelast cycleto ensure complete extension of the
amplicons. Each PCR product (5 pL) wasresolved by 5-8% polyacrylamide gel electrophoresiswith 1X
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TBE (90 mM Tris-borate, 1 mM EDTA, pH 8). Allelic sizeswer e estimated using a pBlueScript DNA /
Mspl (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania) asa size marker. Gelswere visualised using UV
transillumination and the images captured using the ChemiDoc XRS System (BioRad).

DNA sequence analysis.

The PCR products from reference strain wer e sequenced using the same primer s used to amplify the
products. Sequencing reactions wer e performed using the BigDye terminator technology according to the
manufacturer'srecommendation (Applied Biosystems), and products wer e analyzed in an ABI 3130
capillary electrophoresis system equipped with the POP 4 matrix (Applied Biosystems). Data obtained with
forward and rever se sequencing primer swer e combined, and sequences were manually aligned.

Data Analysis.

Using the Quantity One 1D Analysis softwar e package (BioRad), the polyacrylamide gel images were
analysed and allelic sizes estimated. Allelic sizes were then converted into repeat copy numbersusing the
formula: Number of Repeats (bp) = [Fragment size (bp) - Flanking regions (bp)] / Repeat size (bp). The
repeat copy numberswerethen rounded down to form whole numbers. When repeat number s were less
than one, they wererounded down to zero, whilst no amplification was represented by the number ninety-
nine. Thiscreated a numerical profile which was analysed as a character dataset using Statistica software
package version 6.0. Clustering analysis was done using the categorical parameter and the Ward
coefficient. Nei's Diversity Index of the VNTR loci was calculated from the range of alleles generated from
the strainsused utilising the formula;

D =1- z (alldle frequency)? (Weir, 199021).

RESULTSAND DISCUSSION

Earlier, we have described a ML VA typing scheme based on 3 VNTR loci for differentiation of H. pylori
clinical isolates?2. The disadvantage of previous scheme was inability to detect any amplicons for several H.
pylori strains.

Therepeat sequence of loci from 7 to 12 bp and consistency of repeat unit > 90% wer e selected for this
resear ch to apply polyacrylamide gel electrophoresisfor more accurate determination of bands size. In this
study, 10 VNTR loci wer e candidated from the H. pylori database.

And wefinally identified 4 VNTR highly polymorphic loci and designed primersfor their detection (Table
1).
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Table 1: PCR primers used in Stud

Primer

i Direction Sequence (5'-3")
R TGGGGAACAAAACGAAGTTAAAAGG
HpA . TCTTATTCGCCCATTTTCCAACG
Reverse
T Forward CGTTTCTATCAACGCCCCTATTTC
P Reverse AAAAGGCGAAATACTGGGATAGCTT
fimes Forward ACCGCTCAAATCCCACCAACC
P Reverse ATGATGCTATAATCACTAATCACT
s Forward | GGTAATATTCATATTGCTTTTTGCGCG
P Reverse AGATCGTTAAGATTTTGGACGCTTTC

Theremaining 6 loci either failed to amplify any DNA or were amplified but were monomorphic. The main
characteristicsof the4 VNTR loci arelisted in Table 2, including the diversity index of each locus.

Table 2: Characteristic of the 4 VNTR loci

Repeat f:[':llj::] :; s L Diversity(D)
o R 9 6 0.76
HpD AAATACAT 8 15 0.92
HpE TAATCAC 7 9 0.88
HpF | AATTCTGTGTTT 12 6 0.57

Clustering analysisrevealed two major clustersand allowed to obtaine 24 individual genotypes, including
reference strain and predicted data for H. pylori J99 (data not shown). In addition, we tested possibility to
detect VNTR,sdirectly in biopsies and observed positiveresultsin 10 from 15 samples studied.

Thispreliminary investigation validates a first set of markersfor MLVA investigation of H. pylori clinical
isolates. Theloci used in this study provided high discriminatory power and suc- cessfully separated closely
related isolates of different strains from Rostov region of Russia.

Thelimitation of the most MLVA assays described isthe use of agarose gel electrophoresisto separate
fragmentsfor allelic sizing, dueto inherent inaccuracies of this method to size bands of close molecular
weights. So, we used polyacrylamide gel electrophoresisto receive a higher resolution and accurate
determination of repeats number.

In contrast with other genotyping methods, therelatively low cost and moder ate expertise required for
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MLVA typing would allow the systematic typing of any new isolate directly by clinical laboratories. All
markers proposed here are easy to type with no sophisticated equipment and software.

The usefulness of the ML VA typing scheme proposed here must be further determined by investigating a
larger population of isolates from Russia and other countries.

Further improvements need to be made to the method so that ML VA can be applied directly to biological
(biopsies, faeces) and environmental samples, thus avoiding culturing of the pathogen. Thiswould allow
epidemiological studiesin developing countrieswhereit is not always possibleto cultureH. pylori .
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Comment of thereviewer Prof. Dr. José Maria Eirés Bouza MD, PhD. Catedr atico de Microbiologia dela
Facultad de Medicina dela Universidad de Valladolid. Valladolid. Espafia.

H. pylori infections cause very high morbidity and mortality and are of particular concern in developing
countries, whose importance need not be emphasized.

In the present paper Sorokin et al first described the MLV A method to investigate H. pylori isolatesin
Russia. As noteworthy contributions MLVA of 4 VNTR loci with high discrimination power based on 10
candidates wer e performed on a collection of 22 strains of H. pylori which originated from Rostov Region.

Thismethod provides a starting point on which improvementsto the method and comparisonsto other
techniques can be made. Further improvements need to be made to the method so that MLV A can be
applied directly to biological and environmental samples, thus avoiding culturing of the bacteria.
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Comment of thereviewer Dra. Maria Angeles Mantecon, PhD. Department of Microbiology. Hospital
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H. pylori infection is common in humans. Clinical manifestations range from asymptomatic infection,
peptic ulcer, gastritisor gastric cancer. The bacterium is characterized by high genetic diversity. Thisfact
hasamajor rolein its pathogenesisand virulence.

Sorokin et al present in this paper thefirst resultsin the typing of H. pylori by molecular technique
MELVA. The aspectsto be highlighted in this paper arethe high power of discrimination obtained and
future applicationsin the detection of the organism in biological samplesaswell as a better under standing
of the epidemiology of the circulating strainsof H. pylori. Another advantage to be considered isthe ease of
implementation and low cost of the technique studied.
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RESUMEN:

La Enfermedad de von Willebrand (EVW) agrupa difer entes variedades dependiendo de la alteracion cualitativa o cuantitativa
del Factor von Willebrand.

El diagnéstico se basa en una historia clinica de sintomatologia hemorréagica y un estudio analitico concor dante. El subtipo 2B
puede cursar con agregacion plaquetaria en deter minadas situaciones como infusion de DDAVP, con €l gercicioolacirugiay en
la gestacion.

Presentamos el caso de una paciente con agregacion plaquetaria en la gestacion y EVW tipo 2B.

PALABRAS CLAVE: Agregacion plaquetaria. Gestacion. Von Willebrand

SUMMARY: PLATELET AGGREGATION IN PREGNANCY.

Von Willebrand Disease (VWD) groups different varieties depending on the qualitative or quantitative alteration of von
Willebrand Factor.

Thediagnosisis based on a medical history of bleeding symptoms and a consistent analytical study. 2B subtype may occur with
platelet aggregation in certain situations as DDAVP infusion, with exercise or surgery and pregnancy.

Wereport a patient with platelet aggregation in pregnancy and type 2B VWD.

KEYWORDS: Platelet aggregation. Gestation. Von Willebrand

INTRODUCCION

La enfermedad de von Willebrand (EVW) es una diatesis hemor r gica congénita causada por una anomalia cualitativa o
cuantitativa del factor von Willebrand (FVW), que se transmite con car acter autosomico dominante o con menos frecuencia
recesivol.

Originalmente en 1926 y posteriormente en 1931y 1933 von Willebrand y sus colaborador es describieron las caracteristicas de
la diatesis hemorragica que afectaba a una familia, estableciéndose el sindrome clinico conocido como enfermedad de von
Willebrand?,

http://biomed.uninet.edu/2012/n3/bcuevas.html
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La EVW agrupa diferentes variedades dependiendo de la alteracion cualitativa o cuantitativa del FVW en € plasmay
plaguetass.

El diagndstico se basa en una historia clinica de sintomatologia hemorr &gica tanto familiar como personal junto con el estudio
analitico. Las manifestaciones clinicas oscilan desde hemorragias leves a severas tras traumatismos o inter venciones quir Urgicas,
existiendo una gran variacion en la severidad de los sintomasincluso en el seno de una misma familia®.

Describimos el caso de una paciente con EVW que presenté una agr egacion espontanea plaquetaria coincidiendo con la
gestacion.

CASO CLINICO

Paciente de 29 afios de nacionalidad rumana enviada a la consulta exter na de Hematologia par a estudio de ditesis hemorragica.
Referia que habia sido diagnosticada en Rumania de enfermedad de von Willebrand pero no aportaba infor mes.

La paciente fueremitida desde la consulta externa de Obstetricia dado que estaba embar azada (12 gestacion); en e momento de
ser vista por Hematologia se encontraba en la 20 semana de gestacion y como antecedentes, r efer ia sangr ados ocasionales ante
pequefios traumatismos y no habia sido sometida a ninguna intervencién quir Urgica; desconocia la existencia de antecedentes
familiares de enfermedad hemorréagica.

Se solicité e estudio para el diagnéstico de enfermedad de von Willebrand que arroj 6 resultados analiticos no concluyentes (cifra
de plaquetas normalesy valores FVW: AG: 113%, FVW:RCO: 79%), por lo que se sospeché la existencia de una enfermedad de
VW tipo | antela escasa expresividad clinica; no serealizo la prueba de estimulacion con desmopresina dado que estaba

embar azada.

Posterior mente en un hemograma solicitado por €l servicio de Obstetricia en la semana 32, se detect6 una cifra de plaquetas de 9
x 109, sin manifestaciones de sangrado, realizandose un frotis obj etivandose numer 0sos agr egados plaquetarios. Figuras 1, 2y 3.

BEET .

http://biomed.uninet.edu/2012/n3/bcuevas.html
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Figuras 1y 2.- Imagen ofrecida por el analizador celular CellaVision® DM 8

PLT Clumps?

Figura 3.- Plaquetas Clumps en la pantalla de investigacion de Sysmex XE-2100
(apartado de agregacion plaquetaria).

Ante este hallazgo se sospech6 la posibilidad de que setratara de una EVW tipo 2B, siendo el estudio diferido hasta después del
parto que se produjo por via vaginal; no obstante, la paciente recibi6 acetato de desmopresina (DDAVP), no presentando una
hemorragia excesiva aunque en ese momento la cifra de plaquetas era de 11 x 109 plaquetas.

Naci6 un var6n que presenté al nacer una cifra de 14 x 10° plaquetas, haciendo sospechar que € hijo también estaba afectado de
una enfermedad de von Willebrand tipo 2B dado que en este tipo la herencia es autosémica dominante.

En el estudio efectuado en nuestro Centro de Referencia, se objetivaron los siguientesvalores FVW: AG: 35%, FVW:RCO: 7%,

http://biomed.uninet.edu/2012/n3/bcuevas.html
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FVW:CB: 6.4%, con un estudio genético que confirmé la sospecha clinica: FVW: exdn 28-R1306W (3916C>T)

DISCUSION
La enfermedad de von Willebrand esla diatesis hemorr&agica her editaria mas comuin con una prevalencia estimada del 1-2%.

El tipo 2 presenta anormalidades cualitativasy comprende e 20-30% detodaslas EVW. El subtipo 2B supone el 20% detodos
lostipos 2 y esta causada por un factor von Willebrand anormal con afinidad incrementada por el receptor plaquetario, la
glicoproteina | b-alpha, debido a la ganancia de mutaciones funcionales en el dominio A1 del FVW; como consecuencia se
produce la desaparicion de los multimer os de alto peso molecular del FVW del plasma debido a su espontanea union ala GPIb
delas plaquetasd.

Esto condiciona €l aclaramiento de ambos, del FVW y delas plaguetas, pudiendo desencadenar este fendmeno una trombopenia
moder ada o sever ab.

Latrombopenia puede ser persistente o transitoria pero empeora con frecuencia con la infusion de DDAVP, con €l gercicioola
cirugiay en la gestacion.

Nuestra paciente presentaba una cifra de plaquetas normales cuando acudio a la consulta exter na de Hematologia, descendiendo
la cifra de plaguetas hasta las 9 x 109, 10 dias antes del parto. Posteriormente, la cifra de plaquetas se nor malizo al mes del
parto.

En estos pacientes las plaquetas pueden tener un tamafio ligeramente aumentado por |o que en pacientes con trombopeniay
plaquetas gigantes, debe descartar se sempre una EVW?.

El parto vaginal es generalmente seguro pero laincidencia de hemorragia posparto es del 30%. Por ello, Gith y cols.
recomiendan el tratamiento con concentrados de factor VII1-FVW al iniciar el partoy en el postparto8. El gen del factor VW
esta localizado en el brazo corto del cromosoma 12, precisandose € estudio genético para confirmar el fenotipo. Este analisis
molecular esnecesario para obtener el diagndstico definitivoy clasificar el subtipo en las variantes cualitativas, esto es, en los
tipos 2A, 2B, 2M y 2N requiriendo e escrutinio de mutaciones comunes en las r egiones especificas del FVWS.
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RESUMEN:

Lacitometria deflujo (CMF) esunatécnica que permite el analisis éptico eindividual de diferentes particulasy
puede aportar resultados en unos pocos minutostraslarealizacién de las deter minaciones. Son numer osas las
aplicaciones de esta técnica a la Microbiologia Clinica, que van desde la deteccién y cuantificacién de

micr oor ganismos hasta estudios en los que se evalUan diferentes par ametr os de la célula microbiana, como por
ejemplo pruebastan importantes como la determinacion de la susceptibilidad a los agentes quimioter apicos.

En estetrabajo se pretenderevisar el fundamentoy lainstrumentacion dela CMF incluyendo el analizador de orinas
Sysmex UF-1000i (Sysmex Cor por ation, Kobe, Japon), y las principales aplicaciones de esta técnica en Microbiologia
Clinica. Palabras clave:

PALABRAS CLAVE:Citometria deflujo. Microbiologia clinica. Sysmex UF-1000i

SUMMARY: FLOW CYTOMTRY: BASIS, INSTRUMENTATION AND APPLICATIONSIN CLINICAL
MICROBIOLOGY.

Flow cytometry is a technique that allowsindividual optical analysis of different particlesand can provideresultsin
afew minutes after the completion of the determinations. There are many applications of thistechniquetothe
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Clinical Microbiology, ranging from the detection and quantification of microor ganisms up to studiesthat evaluated
different microbial cell parameters, asfor example tests such asimportant asthe deter mination of the susceptibility
to chemother apeutic agents.

Thispaper aimsto review the basis and instrumentation of the flow cytometry including UF-1000i Sysmex urine
analyzer (Sysmex Corporation, Kobe, Japan), and the main applications of thistechniquein Clinical Microbiology.

KEYWORDS: Flow cytometry. Clinical microbiology. Sysmex UF-1000i

INTRODUCCION

Unadelas principales dificultades que deben superar loslaboratorios de Microbiologia Clinica respecto a otros
laboratorios Clinicos es el dilatado tiempo que serequiere para emitir informes definitivos. L os métodos
tradicionales de bacteriologia y micologia precisan el crecimiento y aislamiento de los microor ganismos par a poder
realizar la identificacion, la susceptibilidad a los antimicrobianos u otras pruebas, de tal forma que en muchos casos
los resultados estan disponibles en 48/72 horas o mas.

Con € fin dedisminuir el tiempo necesario para llevar a cabo €l diagndstico microbiolégico los labor atorios de
Microbiologia Clinica han sufrido importantes cambios durante los Gltimos afios ya que las infecciones graves
requieren unaterapiadirigida administrada lo més pronto posible, y para ello se debe conocer €l agente causal y su
susceptibilidad a los antimicrobianos. Entre estos cambios se encuentran la introduccion de las técnicas basadasen la
deteccion de antigenosy anticuer pos especificost, las técnicas de deteccion molecular como el Septifast?, lasde
protedmica representada por € sissema MALDI-TOF3. y la citometria de flujo?.

Todas estas técnicas tienen la car acter istica comuin de que pueden propor cionar datos sobre la identificacién o la
sensibilidad de los microorganismos a partir dela muestra directa, sin la necesidad de esperar el cultivo, pudiendo
adelantar asi losresultados microbioldgicos. Esta reduccién de tiempo es especialmente Util cuando serefierea

micr oor ganismos que no crecen en medios de cultivo convencionales como Mycoplasma spp, microor ganismos de
crecimiento lento como las micobacterias, o cuando serefiere a pacientes con sepsis que presentan bacteriemia
documentada. En este Ultimo ambito la administracion adecuada de antibidticos es esencial para su evolucion
favorable®y cada hora deretraso en el inicio del tratamiento esta asociado con una disminucién dela supervivencia
decasi un 8%6.

Otralinea de aplicacién practica esla de poder retrasar la aparicion deresistencias bacterianas por que €l cambio del
tratamiento antimicrobiano empirico de amplio espectro a unaterapia dirigida tan pronto como sea posible esuna
delas pocas medidas que se pueden adoptar habida cuenta de que la investigacion en nuevos antibiéticos esta muy
ralentizada en el presente siglo; las dos Ultimas moléculas que apar ecier on en el mercado fueron linezolid en el afio
2000 y daptomicina en €l afio 20037. Para poder realizar este cambio se debe disponer de los datos de susceptibilidad
con el menor tiempo posible. Actualmente estan disponibles algunos métodos automatizados par a la deter minacién
delasensibilidad bacteriana, de los cuales € sistema VITEK 2® (biomérieux, Marcy I'Etoile, Francia) y €l sistema
Phoenix® (BD Biosciences, Frankklin Lakes, NJ, USA) son los que propor cionan los resultados mas rapidos con un
tiempo medio de 9 horas® y, como veremos a continuacion, con la citometria de flujo es posible acortar este tiempo.

En estetrabajo se pretenderevisar lainstrumentacion dela citometria de flujo (CMF), incluyendo € analizador de
orinas Sysmex UF-1000i (Sysmex cor por ation, Kobe, Japon), y las principales aplicaciones de esta técnica en la
Microbiologia Clinica.

Instrumentacién dela citometria de flujo

La citometria de flujo esun proceso que per mite que las particulas (gener almente células) pasen en fila dentro de un
flujo através del aparato con una velocidad de 500-4000 particulas/segundo. Cuando esto sucede, es posiblerealizar
la medicion simultanea de multiples car acteristicas de una sola célula de tal forma que es posible caracterizar,
separar y cuantificar las difer entes subpoblaciones celular es que se engloban en un conjunto®.

La clasificacion de las células puede basar se en propiedades fisico-quimicas, inmunoldgicasy funcionales. L os
métodos de clasificacion que se basan en propiedades funcionales utilizan caracter isticas tales como afinidad,
adherencia o crecimiento. La clasificacién inmunoldgica se basa en la utilizacién de anticuer pos dirigidos frente a
epitopos celulares.

En la préctica, las caracteristicas fisico-quimicas son las mas utilizadas para la separacion 0 " sorteo celular” ; se
incluyen car acter isticas como tamafio, volumen, densidad, propiedades de dispersion delaluz, potencial de

http://biomed.uninet.edu/2012/n3/march.html



Electron J Biomed 2012;3:47. March y Eiros. CITOMETRIA DE FLUJO... EN MICROBIOLOGIA CLINICA

membrana, pH, carga eléctricay contenido de difer entes compuestos como acidos nucleicos, enzimasy otras
proteinasto,

El sistema de citometria de flujo esta compuesto por cinco unidades principales: sistema de flujo celular, fuente de
luz, unidad defiltros dpticos, detectoresy un sistema electr 6nico que procesa los datos.

A continuacion se describe de forma sencilla € funcionamiento del sistema®11.

El sistema deflujoincorpora un capilar atravésdel cual se hace pasar un liquido isoténico que actia a modo de
funda, con una velocidad y presion constante generando asi un flujo laminar sin turbulencia. Al mismo tiempo, por €
centro del capilar se hace pasar la suspension de particulas a una presion mayor queladel flujo transportador
asegur andose asi que las células per manecen centradasy viajan unatrasotraen el chorro deinyeccion. De esta
forma esposiblerealizar un analisisindividual de las particulasya quelaluz de la fuente emisoraincide sobre cada
célulaa analizar. Este fendmeno recibe e nombre de enfoque hidr odinamico.

Lafuentedeluz puede ser de dostipos, un laser o unaldmpara de arco. L os citdmetr os con [d&mpar as de ar co tienen
mas aplicaciones en Microbiologia por su mejor resolucion delaluz dispersay losrayoslaser en Inmunologiay
Hematologia por su facilidad de excitacion de los fluor ocr omos que se usan para marcar las particulas.

Cuando la luz de la fuenteincide per pendicular mente en cada particula ésta se disper sa hacia delante y hacia los
lados. Esta luz se detecta en dos posiciones diferentes, por una parte se detecta la luz disper sa hacia adelante (en
inglés" forward scattered light", FSC) y por otralaluz dispersa a un angulo de 90 grados (en inglés " side scattered
light", SSC).

Con € fin de obtener masinformacion las particulas pueden ir marcadas con un fluor 6for o que cuando capta la
energia delaluz delafuente emite una sefial fluor escente de menor energia que € rayo incidente que se detecta
también a un angulo de 90 grados. L os fluor 6for os utilizados pueden clasificar se de acuerdo a su mecanismo de
accion (Tabla 1).

Tabla 1. Estrategias empleadas por los diferentes fluordforos aplicados en citometria de Mujo

Mecanismo de accidn Ejemplos
La fluorescencia se incrementa con la Isotiocianato que se une a proteinas
union a componentes especificos loduro de propidio que se une a acidos nucleicos
La fluorescencia depende de parametros Bis-(1,3-dibutilbarbiturato) trimetinaoxonol
fisioldgicos de la células
La fluorescencia depende de la hidrdlisis Diacetato de fluoresceina

enzimatica de la célula

Conjugacion con anticuerpos o nucledtidos | Péptido marcado con un fluorocromo que se une
para |la deteccion directa de antigenos a las esporas del género Bociflus
microbianos o secuencias de ARN

Esta luz dispersa atraviesa unosfiltr os pticos que seleccionan una longitud de onda especifica. Laluz filtradallega a
los detectores del tipo fotomultiplicador es que detectan y amplifican la sefial la cual setransmite al sistema
electronico que se encarga del procesamiento de los datos. Para ello la luz incidente se transfor ma en pulsos eléctricos
y se generan histogramas gener almente biparamétricos, es decir, graficas en las que se representan dos par ametr os
(eninglés" dot plot" 0" counter plot"). En estas gréficas, la luz disper sa hacia adelante se relaciona con € tamafio de
la particulay laluz dispersa a un angulo de 90 grados da una idea de la estructura interna de la particula

propor cionando informacion sobrela granularidad y morfologia celular.

Aplicaciones dela citometria deflujo en Microbiologia Clinica

Son numer 0sos los trabajos en los que se ha demostrado que la CMF es una técnica Util para el estudio de
susceptibilidad a los antimicr obianos mediante la observacion de los efectos que €j er cen estas moléculas sobre ciertos
par ametr os metabolicos de las bacterias y determinados hongos unicelular es como pueden ser €l potencial de
membrana, € tamafio celular, cantidad de DNA, actividad enzimatica, etc. Ramani y Chaturvedil? realizaron un
estudio en el que se determind la susceptibilidad de distintas especies de levaduras a Anfotericina B y Fluconazol.

Para ello pusieron en contacto un indculo de las mismas con los antifingicos en disolucion a diferentes
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concentraciones. Al cabo de unas pocas hor as afiadier on a estas disoluciones el fluor ocromo yodur o de propidio (PI)
junto con desoxicolato. El Pl esun fluorocromo que seinter cala en la doble hebra del ADN, que es excluido en las
célulasviablesy solotifie las bacterias con alteraciones en lamembranay por lo tanto con deterioro celular4; e uso
de desoxicolato intensifica la penetracion de Pl en el interior dela célula pudiendo obtener asi resultados mas
anticipadost3.

La concentracion minimainhibitoria (CMI) por CFM se definié como la minima concentracion de antifangico que
proporcioné un incremento del 50% dela sefial de fluor escencia compar ada con la sefial obtenida a partir dela
disolucién control (levadura sin antibiético). L osresultados obtenidos de la susceptibilidad mediante CMF fueron
réapidos (6 horas como méaximo, dependiendo de la cepa a estudiar), reproduciblesy estadisticamente compar ables
con los obtenidos por €l método de macrodilucién en caldo que es el método de referencia indicado por e Clinical
and Laboratory Standards I nstitute (CL SI).

Otro trabajo a destacar en la determinacion de la sensibilidad a los antimicr obianos mediante CMF es el realizado
por Gauthier et al. 14 que partieron de muestra directa de orinas positivas par a bacterias. Usaron dos flur ocromos, el
Pl y e bis-(1,3-dibutilbar biturato) trimetinaoxonol o DiBAC,3; éste Ultimo penetra en las células que presentan la
membrana despolarizada y ambos aumentan la sefial cuando la célula no esviable. Partieron de 114 muestrasde
orinay hicieron las mediciones de la sefial fluor escente mediante CMF una vez se habia incubado, durante dos hor as,
una alicuota de cada orina en las disoluciones con difer entes antibiéticos y sdlo obtuvieron un 2% de discrepancias
con respecto a los valores de referencia de la susceptibilidad deter minados mediante la técnica de microdilucion en
caldo.

Otro trabajo a destacar esel realizado por Shrestha et al. 15 en el que se realizaron histogramas con la representacion
delaluz dispersa a un angulo de 90 grados (SSC) frente a la sefial de fluorescencia de una cepa de Staphylococcus
aureusresistente a meticilinay otra sensible atiempo ceroy alas cuatro horas deincubacion en un caldo con este
antibidtico y observaron que las cepasresistentes presentan otra dispersion delaluz que las cepas sensibles o
resistentes sin exposicion al antibidtico; ésto hace suponer que aunque el microorganismo sea resistente al antibiético
éste produce un cambio en la morfologia celular de la bacteria.

L as pruebas de susceptibilidad cobran una especial importancia cuando serefieren a micr oor ganismos patdgenos de
crecimiento lento como Mycobacterium tuberculosis, pasando de requerir hasta tres semanas con e sissema BACTEC
MGIT 960 a poder informar un resultado en 24 horas mediante CMF. Esta informacion esde gran utilidad para el
control debrotesy paralaadministracion correcta de antituber culosos debido a que se ha observado un incremento
en el nimer o de aisamientos de las cepas resistentest.

En €l trabajo realizado por Pina-Vaz et al. 17 se consiguié determinar en tres dias la susceptibilidad a estreptomicina,
isoniazida, rifampicinay etambutol. Para ello M. tuberculosis seincubé con los difer entes antituber culosos en €l
sistema MGIT. Después los microor ganismos se tifieron con el fluorocromo SYTO 16 que sdlo penetra en las células
con alteracion de la membrana celular y, comparando laintensidad de la sefial de fluor escencia obtenida a partir de
estos microor ganismos mediante CM F con micr oor ganismos sin contacto con los antibiéticos (grupo control) se pudo
diferenciar entre cepas sensibles, intermedias o resistentes obteniendo unos resultados que mostrar on una excelente
correlacion con los obtenidos mediante el sistema BACTEC MGIT 960.

Kirk et al.18 realizaron otro trabajo basanddse en la habilidad de la micobacteria para hidrolizar, mediante
esterasas, € sustrato diacetato de fluor esceina (FDA) que pasa a fluor esceina, compuesto que emite fluor escencia
cuando se excita con luz delongitud de onda adecuada. Si la micobacteria es sensible al antituber culoso se disminuye
la capacidad hidrolitica de la micobacteriay por lo tanto también disminuye la sefial de fluor escencia detectada.
Comparando la sefial de fluorescenciay laluz dispersa a 90 grados detectada mediante CMF a partir de
micobacterias sin contacto con el antituber culoso con las sefiales obtenidas a partir de micobacterias con una
incubacién detan solo 24 horas con isonizida, etambutol y rifampicina obtuvieron un 95, 92 y 83% de concordancia
respectivamente con respecto al antibiograma obtenido mediante el método de las propor ciones.

Otraaplicacién dela CMF esla cuantificacion de bacterias viables pero no cultivables (BVNC); A titulo de ggemplo
Khan et al.19 realizaron un trabajo en & que cuantificaron, mediante CMF, las bacterias vivas, cultivablesy no
cultivables, y las muertas presentes en un caldo. Paratefiir las bacterias usaron dos fluor ocromos, uno denominado
SYTO quetifietanto las vivas como las muertasy el yoduro de propidio (PIl) que sdlo tifie las muertas. El nimero
total de células (vivasy muertas) se determind utilizando el fluorocromo SYTO y el nimero de bacterias muertas se
obtuvo con PI. Las célulasvivas (cultivablesy no cultivables) se calcularon restando al nimero calculado con SYTO
el nimero calculado con PI. Finalmente el nimer o de bacterias viables pero no cultivables se hallé restando al valor
delasbacteriasvivas el recuento obtenido en placa.

Ademasla CMF puede utilizar se en la deteccion y caracterizacién de espor as de Bacillus anthracis. En €l trabajo
realizado por Schumacher et al.20, las espor as de Bacillus spp. se mar caron con dos moléculas, un anticuer po que
detecta € antigeno protector (PA) que esun marcador de virulencia especifico localizado en la superficiedelas
esporas de Bacillus anthracis, y un péptido mar cado con un fluor ocromo que se une a las esporas del género Bacillus.
Estudiando los histogramas obtenidos con la combinacion de estas dos sefial es estos autor es consiguier on
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discriminar, en unas pocas hor as, entre esporas de B. anthracis de otras espor as de Bacillus spp. y su virulencia.

Por lotanto, la CMF es una técnica que per mite ganar mucho tiempo en la emisién de resultados micr obiol 6gicos
cuando se presenten casos que reguieran una extremarapidez y, con el desarrollo de nuevos anticuer pos, fluor 6for os
y sustratos fluor escentes que se unan de forma selectiva a estructur as celular es sera posible la identificacion y
cuantificacion de un gran nimero de estructuras.

Sysmex UF-1000i

Las muestras de orina para urocultivo son unas de las mas frecuentementerecibidasy procesadas en los laboratorios
de Microbiologia Clinica. Dado que entre un 60 a un 80% de muestras proporcionan resultados negativos de
crecimiento en placa2l-22, para ganar tiempo en la emision deinformesy poder disminuir la carga detrabajo del

per sonal técnico, en los labor atorios de Microbiologia Clinica se puede disponer del analizador automatizado del
sedimento urinario Sysmex UF-1000i (Sysmex Cor poration, Kobe, Japon) con € que se puederealizar un cribado de
las muestras de orina.

Este aparato se basa en la citometria de flujo fluorescente y per mite cuantificar analitos tales como bacterias,
levaduras, hematies, leucocitos, células epiteliales, células pequefias redondas, cilindr os, esper matozoides, cristalesy
moco tifiendo estas particulas con colorantes fluor escentes y analizando posteriormente laimpedancia, la dispersion
y lafluorescencia. Asi, las orinas que propor cionan valores por debajo de unos umbrales de ciertos par ametros
determinados por el personal delaboratorio en funcion dela sensibilidad y especificidad que se pretenda alcanzar
pueden ser infor madas como negativas en un periodo de tiempo breve tras su recepcion sin necesidad de otro tipo de
procesamiento.

El equipo Sysmex UF-1000i utiliza 0.8 ml de muestra en modo manual y 1.2 ml en modo automéatico y puede procesar
hasta 100 muestr as’hor a23. Debido a que la medida de los leucocitos es el método masfiable para diferenciar una
probable colonizacion o contaminacidn de unainfeccion urinaria?4, el valor de este analito se suele utilizar, aparte
del nUmero de bacterias, como parametro para discriminar entre orinas positivasy negativas. Uno de los avances del
Sysmex UF1-000i respecto a su anterior modelo, el UF-500i (Sysmex Corporation, Kobe, Japdn), es que posee dos
canales, uno para el analisis del sedimento y otro exclusivo para las bacterias?S. De esta forma se mejora el recuento
de microorganismosy se evita lainterferencia de los hematies con las bacterias pudiéndose eliminar €l recuento de
los hematies como pardmetro para discriminar entre orinas positivasy negativas.

Pararealizar € andlisis cuantitativo de las bacterias se utilizan microesferas o microparticulas que llevan un marcaje
fluor escente como estandar es de calibracion y se compar an las sefiales de estos calibrador es con las de la muestral®,
el fluorocromo utilizado estintura polimetina que tifie tanto las bacterias vivas como las muertas?®. Este apar ato
también permite discriminar entre cocosy bacilos en una infecciéon monomicrobiana mediante el histograma en €
que serepresenta la luz disper sa hacia delante en funcion de la sefial de fluor escencia?s.

El " gold standard" del diagnéstico microbiolégico de lasinfecciones del tracto urinario (1 TU) se fundamentaen la
lectura einterpretacion delas colonias que se forman en medios de cultivo. En funcion deloscriterios de

inter pretacién de las placas que se adopten en cada laboratorio se establecen los puntos de corte éptimos de los
diferentes par ametr os usados en el sistema Sysmex UF-1000i para discriminar entre orinas positivasy negativas,
estos valor es condicionan las car acter isticas oper acionales de sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo
positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) del equipo tal como semuestraen la Tabla 2.

http://biomed.uninet.edu/2012/n3/march.html



Electron J Biomed 2012;3:50. March y Eiros. CITOMETRIA DE FLUJO... EN MICROBIOLOGIA CLINICA

Tabla 2. Caracteristicas operacionales de diferentes estudios que utilizan
el sistema Sysmex UF-1000i para el eribado de orinas

Caracteristicas operacionales

Puntos de corte
Sysmex UF-1000i

Recuento indicativo
de ITU

Autores

De Rosa et al. (18) 21-10" UFC/ml 1.7-10° bacterias/ml S=98.8%; E=76.5%;
1.5-10° leucocitos/ml VPN=099.5%; FN=1.2%
Broeren et al. (21) =1-10° UFC/ml 2.3-10° bacterias/ml 5=958%. E=80%
Piertti et al. (22) 21-10" UFC/ml 6.5-10" bacterias/ml S=98.2%; E=62.1%:;
100 leucocitos/ml VPN=98.7%
Kadkhoda et al. 21-10" UFC/ml para 5=92.6%

(23) uropatdgenos
z1-10° UFC/ml para
no uropatdgenos

2.3-10" bacterias/mil

Manoni et al. (19) 21-10° UFC/ml 1.25-10° bacterias/ml | 5$=99%; E=77%; VPP=82%;
4-10° leucocitos/ml VPN:98%

Wang et al. (20) »1.10° UFC/ml para S=86%: E=95%; VPP=91%;
gramnegativos 1-10° bacterias,/m| VPN:94%

21-10' UFC/ml para | 5.6-10" leucocitos/ml

grampositivos

Para una prueba de cribado lo que interesa es que la técnica tenga elevada sensibilidad y elevado valor predictivo
negativo con €l fin de minimizar el nimer o de falsos negativos (FN). Por otra parte, los falsos positivos obtenidos
pueden ser debidos a la presencia de bacterias muertas debido a la toma de antibiéticos antes de la recogida de la
muestra de orina, a la presencia de bacterias viables pero no cultivables, o aun arrastre de bacterias desde una
muestra muy positiva a una negativa. Broeren et al.2” consiguieron reducir los cultivos de las orinas en un 52%,
Piertti et al.?8 un 43% y Kadkhoda et al.2% un 35% respectivamente.

Para la optimizacion del Sysmex UF-1000i se deberian establecer los puntos de corte en funciéon de la edad del
paciente, del sexoy del tipo de muestra de orina ya que, segin como indica la Sociedad Espafiola de Microbiologia
Clinica, en varones en los que la obtencidn de orina es menos susceptible de contaminar se son significativos los
recuentos >1x103 UFC/ml, en orinas obtenidas por puncién suprapubica o que proceden del rifién cualquier recuento
esindicativo deinfeccién y en orinas obtenidas por sondaje vesical se consideran significativos recuentos >1x103
UFC/ml de cualquier microorganismo en cultivo pur o3,

Un trabajo a destacar realizado con &l Sysmex UF-1000i es el llevado a cabo por Broeren et al3L. con un titulo muy
sugerente: Antimicrobial susceptibility testing in 90 min by bacterial cell count monitoring. En este trabajo se dispuso
de una concentracion inicial bacteriana entre 5x104 y 2x105 bacterias/ml calculada mediante e Sysmex UF-1000i en
diferentes disoluciones de caldo de enriquecimiento con concentraciones crecientes de antibiéticos equivalentes a las
que se emplean para determinar la CMI por microdilucion en los métodos estandarizados. Se ensayaron los

microor ganismos E. coli, P. aeruginosa y S. aureusy los antibiéticos amoxicilina, gentamicinay piperacilina. Se
efectud la medicion del nimer o de bacterias de cada disolucién de antibiético a difer entes tiempos: 60, 90, 120, 180y
240 minutos. También prepararon un control positivo y un control negativo.

La CMI por citometria de flujo se definié como la minima concentracion de antibiético que proporcioné una
reduccion del 80% del numer o de bacterias cuando se compar 6 con € control positivo después de 240 minutos. La
susceptibilidad obtenida mediante citometria de flujo concordé con e 100% de las susceptibilidades obtenidas
mediante lossistemas VITEK, Etest y Macrodilucién en caldo.
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La citometria permite obtener informacion sobr e la fisiologia, morfologia, genéticay diver sidad de microor ganismos.
L asventajas que propor ciona la citometria de flujo frente a otr os métodos que emplean fluor ocromos son la
objetividad, elevada sensibilidad y velocidad de andlisis, asi como la posibilidad derealizar mediciones simultaneasy
separacion celular.

En €l articulode G.A. March Rosselléy J.M. Eiros Bouza se expone muy claramente cuales son los fundamentos de
esta técnica innovadoray sus aplicaciones en el campo de la microbiologia clinica.

La deteccién de bacterias en los fluidos cor porales es muy importante para el diagnostico de diferentes
enfermedades. Concretamente, la orina puede contener una gran variedad de particulasincluyendo célulasrojasy
blancas, células epiteliales, bacteriasy cristales quimicosinorganicos. La presenciay concentracion de esas particulas
se puede usar para el diagnostico de diver sas enfer medades. En la actualidad se encuentran disponibles citometr os de
flujo disefiados especificamente para el urianalisisy ésto per mite la deter minacién simultanea de diferentestipos
celulares.

L a deteccidn micr oor ganismos patdgenos especificos en muestras clinicas se ha mejorado en gran manera por la
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disponibilidad de anticuer pos monoclonales. Estos anticuer pos se pueden mar car fluor escentemente (ya sea directa o
indirectamente) para favorecer su deteccion citométrica, estando disponibles una gran variedad de ellos. L os autor es
exponen un cuadro con la aplicacion de los diver sos fluor ocr omos empleados en la citometria de flujo. EI mas comun
es el I sotiocianato de fluor esceina, que se excita en un l4ser con i6n argon a 488 nm, el cual se usa como un estandar
en lamayoria delos citometr os de flujo.

Ademaés, se han identificado una gran variedad de color antes fluor escentes para valorar la viabilidad de los

microor ganismosy que son particularmente Gtiles para determinar la eficacia de los compuestos antimicr obianos.

L os microor ganimos expuestos a antibioticos (ya sea in vivo o in vitro) se comparan con muestras control (sin tratar)
y los colorantes apr opiados se utilizan paraidentificar cambios en los &cidos nucleicos, proteinas, membranas,
etc...lgualmente, el dafo inducido por antibiéticos a las membranas celular es se puede detectar introduciendo un
compuesto fluorescente (tal como el iodur o de propidium) €l cual normalmente es excluido por la membrana celular
intacta.

Alternativamente, para determinar la respuesta de las células a un antibidtico, el cual afecta la sintesis de acidos
nucléicos, se podria utilizar un colorante como €l DAPI, el cual seuneal DNA, o pyronina Y, €l cual seunea RNA.
Esmas, la citometria de flujo permiteidentificar y determinar la curva dosis-respuesta de subpoblaciones con
resistencias variables. Esta prueba se puedellevar a cabo en unas pocas horasy consecuentemente este método puede
determinar cual eslefarmaco que podria ser mas apropiado para un paciente en particular.

En el articulo se expone también una tabla con diferentes valor es utilizados como puntos de corte en a evaluacion de
la positividad o negatividad de una muestra. También se especifica un comentario acer ca delavariabilidad de estos
puntos de corte en funcion dela edad o del tipo de muestra, lo que constituye uno de los puntos clave para su
utilizacién en la practica clinica.

Comentario del revisor Pilar Vicente MD. PhD. Servicio de Hematologiay Hemoter apia del Hospital Universitario
de Burgos. Burgos. Espafia

El articulo muestra de forma sencillay didactica las grandes ventajas que ofrece la citometria del flujo parala
microbiologia clinica. En primer lugar, el incremento dela muestra per mite obtener resultados estadisticamente
significativosy la deteccién derarostipos celulares.

Por otro lado, debido a que las deter minaciénes se hacen en célulasindividuales, se puede detectar la heterogeneidad
dentro dela poblacién y cuantificar en una forma que no se puede conseguir por otros medios.

Esimportanteresaltar las conclusiones finales, haciendo hincapié en que los descubrimientosrecientes son la puerta
para mayor es posibilidades de nuevas aplicaciones.

Recibido, 16 de octubre de 2012
Publicado, 31 dediciembre de 2012
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L os medicamentos constituyen la tecnologia médica mas utilizada en e mundo contempor aneo. Estos han salvado vidasy
prevenido enfermedades, fundamentalmente desde la segunda mitad del siglo XX, pero las reacciones adver sas que producen los
estan convirtiendo en un problema de salud publical.

En este sentido la Organizaciéon Mundial dela Salud (OM S) ha definido como reaccion adver sa medicamentosa (RAM) a
cualquier respuesta nociva, no deseada, que se presente con las dosis normalmente utilizadas en el hombre, para el tratamiento,
la profilaxis o e diagndstico de una enfer medad?.

Seimpone entonces la vigilancia epidemiol égica de los far macos una vez que han sido comer cializados, y de eso se encargan
justamente los métodos de far macovigilancia, dentro de los que se destaca la notificacion espontanea de RAM.

Conscientes de que este método per mite generar sefiales de alerta sobre el comportamiento de los medicamentos en la poblacién,
y teniendo en cuenta ademas que no existen estudios precedentes en la I nstitucion, nos propusimosrealizar un trabajo

enmar cado dentro de este campo, que apor tara informacion sobre el comportamiento general delasRAM, en el Servicio de
Medicina del Hospital Comandante Manuel Fajardo" y que ademas contribuyera a promover la notificacion en otros servicios.
Se determind su distribucion por sexo y grupos de edades. Se clasificaron seglin severidad, causalidad y por criterios de Rawlins-
Thompson. Por dltimo, seidentificaron los principales farmacos implicados en su aparicion.

Para ello se disefio un estudio descriptivo, transversal y retrospectivo, para caracterizar lasreacciones adver sas medicamentosas
detectadas en el Servicio de Medicina Interna del Hospital " Comandante Manuel Fajardo", y que ademas fueron notificadas al
Comité Far macoter apéutico de la I nstitucion, en el periodo comprendido desde Mar zo del 2006 hasta M ar zo del 2007. Se escoge
precisamente este periodo por ser de mucha notificacion en e servicio, per mitiéndonos cumplimentar los obj etivos propuestos.

Se analizaron los modelos oficiales de notificacion de sospechas de RAM, los cuales aportar on informacion sobr e el medicamento
sospechoso de producir e efecto indeseable, las car acter isticas demogr &ficas de los pacientes y otr os datos necesarios para poder
establecer las distintas clasificaciones.

Se determind su frecuencia de aparicién en términos por centuales seglin sexo y grupos de edades.
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Deacuerdo ala severidad, lasRAM se agruparon en leves, moder adas, gravesy mortales. Este g/ e de clasificacion analiza la
necesidad de hospitalizacion o no, si lareaccidn requirié cambio de terapéutica o antidototer apia, si puso en peligro lavida, y/o
si contribuyo directa o indirectamente ala muerte del paciente.

Al aplicar € algoritmo de Karch y Lasagnalas RAM se agruparon en definitivas, probables, posibles condicionalesy no
relacionadas. Este algoritmo de causalidad tiene en cuenta si existe 0 no una secuencia temporal plausibleentrela
administracion del medicamentoy la aparicién dela supuesta reaccién adver sa, causas alter nativas que pudieran explicar la
reaccion, s es unareaccion conocida o no, respuesta al suspender € farmacoy si hubo reaparicion delossintomastrasla
reexposicion al mismo.

Por su partela clasificacién de Rawlinsy Thompson tiene en cuenta si € efecto indeseable es predecible o no por las propiedades
farmacolégicas del medicamento, si esta relacionado o no con la dosisimpuesta, si se asocia a tratamientos prolongados o si son
efectos retar dados como sucede con los car cinogénicos y los ter atogénicos

Se aplicaron técnicas de estadistica descriptiva para cada variable. L os principalesresultados se presentaron en tablasy gréaficos
dedistribucion de frecuenciasy de clasificacion cruzada, para facilitar una mejor comprension de los mismos.

Desde Marzo del 2006 hasta Marzo del 2007 el Comité Far macoter apéutico del Hospital Fajardo recibié 108 notificaciones de
r eacciones adver sas medicamentosas, |os cuales contenian 122 sospechas de RAM, arazon de 1,1 RAM por notificacion

Las RAM fueron mas frecuentes en las mujeres (69%) y en el grupo de adultos mayor es de 60 afios (63% ). Segin puede
apreciarse en latabla 1 las RAM notificadas mas frecuentemente fueron la hipotension arterial, los vomitos, € rash y la tos.

Tabla 1. Principales RAM notificadas. Servicio de Medicina.

Hnsiital Manuel Fa‘lnrdn. Marzo 2006- Marzo 2007

Hipotension arterial 17 14.0
WVomitos 10 8.0
Rash 8 6.6
Tos 8 6.6
Prurito 7 3.7
Bradicardia sinusal 6 5.0
Cefalea 5 4.1
Edema angioneurotico 4 3.3
Sangramiento Digestivo Alto 4 33
Hematuria 3 2.4
Otras 50 41.0
Total 122 100.0

Latabla 2 presentaladistribucién delasreacciones por grado de severidad. Obsérvese un predominio de las leves (50%).

Tahbla 2. RAM seginseveridad. Servicio de Medicina.

Hnsi'tll Manuel Fl'l ardo. Marzo 2006- Marzo 2007

Leves 61 0.0
Moderadas 1| 254
(Graves 28 230
Letales 2 1.6

Total 122 100.0

Latabla 3 registratambién severidad pero atendiendo ala RAM natificada.
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Tabla 3. Severidad de las RAM segiin sus manifestaciones clinicas.

Servicio de Medicina. Husiital Manuel Fal'ardu. Marzo 2006- Marzo 2007

Hipotension 9 33.0 3 17.6 5 294 0 0.0 17 | 100.0
Vomitos 5 50,0 5 50,0 0 0.0 0 0.0 10| 1000
Rash 7 87.5 1 12.5 0 0.0 0 0.0 8 | 100.0

Tos 4 50.0 4 50.0 0 0.0 ] 0.0 8 | 100.0

Prurito 3 429 4 57.1 0 0.0 0 0.0 7 | 1000
Bradicardia 0 0.0 2 333 4 66.7 | 0 0.0 6 | 1000
Cefalea 3 60.0 2 40.0 0 0.0 0 0.0 5 ] 1000
Edema angioneurot, 0 0.0 3 75.0 1 250 | O 0.0 4 | 1000
SDA 0 0.0 0 0.0 3 75.0 | 25.0 4 | 1000
Hemorragia Cercbral | 0 0.0 0 0.0 [0} 0.0 1 | 1000 1| 1000
Otras 30 492 16 26.2 15 246 | 0 0.0 61 | 100.0

Total 61 0.0 | 31 100.0 28 1000 | 2 | 100.0 | 122 | 100.0

Al aplicar € algoritmo de Karch y Lasagna la casi totalidad de reacciones eran probables (50%), y en sdlo un caso (0.8%) se
pudo demostrar de forma definitiva larelacion causal entre la administracion del farmacoy la aparicion del efecto indeseable
(tabla 4).

Tabla 4. RAM segin el algoritmo de Karch y Lasagna.

Servicio de Medicina. Hnsiital Manuel Fa'lardn. Marzo 2006- Marzo 2007

Definitivas | 0.8
Probables 6l 50.0
Posibles 53 435
Condicionadas 5 4.1
No relacionadas 2 1.6
Total 122 100.0

Latabla5 muestralosdiez primeros farmacos r elacionados con un mayor nimero de RAM, donde el captopril ocup6 el 10.2%.

Tabla 5. Farmacos asociados a un mayor namero de RAM.

Servicio de Medicina. Hasiital Manuel Fa'lardn. Marzo 2006- Marzo 2007

Captopril 11 10.2
Cotrimoxazol 9 8.3
Enalapril 9 8.3
Atenolol b 7.4
Penicilina G Sodica 8 7.4
Ciprofloxacino 5 4.6
Aminofilina 4 3.7
Furosemida 4 3.7
Heparina 4 37
Otros 46 42.7
Total 108 100.0

Latabla 6 por su parte muestra RAM deinterésen la préctica clinica, reflejando a la war farina como far maco implicado en las
dosreacciones |etales.
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Hospital Manuel Fajardo. Marzo 2006- Marzo 2007

Sangramiento Digestivo Alto Warfarina Letal
Hemaorragia cerebral Warfarina Letal
Broncoespasmo Timolal Girave
Anemia severa Interferon @ recombinante Grave
Edema angioneurdtico Enalapril Grave
Intoxicaciin digitlica Digoxina Grave
Stevens Johnson Difenilhidantoina Grave
Stevens Jonhson Cotrimoxazol Grave
Colestasis imrahepatica Dictilestibestrol Grave
SDA Naproxeno Grave
Bradicardia Alenolol Grave
Hipoglicemia Glibenclamida Grave
Fibrosis pulmonar Amiodarona Moderada
Jarish Herxheimer Penieilina G sodica Moderada

Las RAM predominaron en el sexo femenino, resultado este compatible con la literatura23. Nada sor prendente fue el
comportamiento de las sospechas por grupos de edades. Baste recordar que el envejecimiento representa por si mismo un factor
deriesgo paralaaparicion de RAM24, Alteraciones en la absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacion delos
medicamentos, y/o un incremento en la sensibilidad de los receptor es a los mismos, son razones suficientes para que asi sea. El
resultado pudiera explicar se también por las caracter isticas del servicio, que atiende en gran medida pacientes con patologias de
elevada prevalencia en los mayor es de 60 afios, patologias muchas veces concurrentesy que por tanto requieren de una
terapéutica multiple.

Entrelas RAM notificadas, la mas frecuente fue la hipotension arterial (Tabla 1). Resultado esperado debido a que cinco de los
diez primerosfarmacos a los que se atribuyer on reacciones adver sas en nuestro estudio tienen reportado esta reaccion en la
literaturad. Afortunadamente, fue clasificada como leve en mas de un 50% (Tabla 3).

L os vémitos ocuparon e segundo lugar como RAM més notificada (Tabla 1). Esteresultado se ha hecho practicamente una
constante en los estudios de far macovigilanciab-7, y se explica por que la mayor ia de los far macos producen trastor nos
gastrointestinalesd.

L a tercera sospecha de RAM mas notificada fue el rash (Tabla 1). Si algo hay que tener en cuenta cuando se detectan reacciones
de estetipo, esinformar a los pacientes de la posible asociacion del farmaco con las manifestaciones clinicas presentadas, y la
necesidad de no exponer se nuevamente al mismo, para prevenir futuros accidentes que si pudieran llegar a comprometer su
vida.

Latos, que comparte lugar con €l rash en latercera posicion (Tabla 1), estuvo asociada en un 100% a losinhibidoresdela
enzima convertidora (IECAS). Lareaccion sejustifica por el mecanismo de accién de estos farmacos, que ademas de convertir la
angiotensina | en angiotensina ||, se encarga de degradar einactivar ala bradiquinina, autacoide implicado en algunos efectos
secundariosdelos IECAS como latos, € rash y e angioedemab.

Labradicardia, generalmente grave (Tabla 3) y derivada en un 100% del atenolol, fue la cuarta reaccién mas notificada (Tabla
1). Originada por el blogueo delos receptores beta 1 cardiacos, se presenta como uno de los efectos adver sos mas descritos para
este medicamento®:8,

Aungue no seincluyen dentro delas RAM mas notificadas, merecen mencionar se por ser deinterésclinico, la fibrosis pulmonar
y la colestasisintrahepética, secundarias al uso de amiodaronay dietilestilbestrol, respectivamente (Tabla 6). Lafibrosis
pulmonar asociada a amiodarona se presenta en un 5-20% de los casos revisados en la literatura, manifestandose por infiltrado
reticulonodulillar en la radiografia del térax. Este cuadro selograrevertir con la supresion del farmaco y tratamiento
esteroideo®. En tanto laictericia colestasica provocada por el dietilestilbestrol se presenta por deterioro dela secrecion de bilisen
las células hepéticas, que tal vez indique un efecto directo del farmaco en las propiedades fisicas de las membranas celulares o las
actividades de enzimas r elacionadas con este proceso. La lesion esrapidamente reversible, comenzandose a evidenciar la mejoria
alrededor delastressemanasy observandose la resolucion total en el transcurso de dos a tres mesestrasla suspension del
farmaco, tal y como ocurrié en € caso reportadol0.

Laanemia severa asociada al uso del interferén @ recombinante, y la intoxicacién digitalica fueron otras dos r eacciones
adversasdeinterésclinico (Tabla 6). En el caso de la anemia severa no selogr6 encontrar una causa secundaria al proceso
cronico (melanoma), indicandose desde estudios imagenol égicos hasta biopsia de médula ésea, justificandose asi nuestras
sospechas de reaccion adver sa secundaria al uso del interfer6n @ recombinante. La intoxicacion digitélica por su parte se
manifiesta por sialorrea, anorexia, hauseasy vomitos, que se resuelven con la suspension del farmaco por 2-3 diasy reajuste de
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dosis. Puede determinar cualquier tipo de arritmia (extrasistoles ventriculares, bloqueos AV y taquicardia auricular no

par oxistica como las mas frecuentes) que obliga a afiadir potasio, difenilhidantoina, propranolol o lidocaina como ocurrié en
nuestro caso por extrasistoles bigeminados. Recordar también la utilidad del marcapaso temporal en caso de Bloqueo AV de
grado avanzadol%.12,

En cuanto al grado de severidad de lasreacciones vamos a decir, que aunque las leves constituyer on la mitad de la casuistica de
este estudio (Tabla 2), y todas las publicaciones nacionales e inter nacionales coinciden en que son las que con mayor frecuencia
aparecen67.13 no fueron nada despreciables el 25.4% y & 23% de reacciones moderadasy graves que sereportaron. Tuvimos
ademas un 1.6% de reacciones letales, cifra que seincluye dentro del rango referido por la literatura especializadal4-15,

Si bien escierto quela utilizacién de algoritmos se ha mostrado muy Util para unificar criteriosala hora de establecer la
relacion de causalidad entre una supuesta reaccion adversay el medicamento sospechoso de producirla, su empleo pone de
manifiesto algunas de sus limitaciones!4. Asi por g emplo, en nuestro estudio hubo RAM que pudieron ser clasificadas como
maximo de probablesy no como definitivas, aln en ausencia de otr as causas alter nativas inmediatas. Sucede que para que una
sospecha sea catalogada como una RAM definitiva, ademas de manifestar se con una secuencia temporal plausible en relacion
con la administracién del medicamento, y de no poder explicarse por una enfermedad concurrente ni por otros farmacos o
sustancias, tiene que apar ecer necesariamentetraslareexposicionl4, y esto sin lugar a dudasimplica un cuestionamiento ético
por parte del médico, que debe tener como principio basico: no hacer dafio.

Todo lo anterior justificaria la elevada cifra de reacciones probables obtenida en nuestra investigacion (Tabla 4), aspecto queya
ha sido observado en otros estudios7:16,

Similar a otros estudios®7, lasreaccionestipo A por la clasificacién de Rawlinsy Thompson fueron las de mayor cuantia (87
paraun 77.7%), muy a pesar delo que se plantea respecto a que pudieran ser evitadas por relacionar se con € mecanismo de
accion del medicamento. No obstante en multiples ocasiones se minimizaron los efectos realizando un simple ajuste de las dosis.
28 sospechas de RAM fueron clasificadas como Tipo B, lo que representa un 24.3% . M encionar emos solamente por su
importancia en cuanto a gravedad, los dos Sindromes de Stevens Johnson (SSJ) que sereportaron (Anexos 1y 2), uno deellos
atribuible al cotrimoxazol y €l otro a la difenilhidantoina (Tabla 6). Este sindrome fue descrito en 1922, como una enfer medad
febril acompafiada de estomaititis, conjuntivitis purulentay lesiones en piel. Clinicamente se define como un eritema multiforme
vesiculobuloso de la piel, boca, 0josy genitales. En cuanto a la etiologia, se postula el uso de algunos farmacos, los cuales se ven
implicados en méas del 60% de los casos estudiados.

Entre losfarmacosinvolucrados se describen los tratamientos prolongados con anticonvulsivantes (difenilhidantoina,
carbamazepina, lamotrigina), antinflamatorios no esteroides, €l alopurinol, asi como & uso durante cortos periodos de algunos
antimicrobianos como las sulfas, aminopenicilinas, quinolonasy cefalosporinas. L a fisiopatologia que se ha propuesto en la
aparicion del cuadro secundario al uso de farmacos, sugier e que los metabolitos activos de estos medicamentos se comportan
como haptenos unidos a proteinas en las membranas de las células epidér micas e inducen una toxicidad directa, mediada por
linfocitos T (citotoxicos) y macr 6fagos con liberacion de citoquinas. Esto genera asi una necrosis celular directa o induce la
expresion de proteinas promotoras de la apoptosis de los quer atinocitos. Se han descrito ademas cier tos factor es genéticos como
causantes de factor es predisponentes en la patogenia y aparicion del SSJ asociado al uso de farmacost’.

Se notificar on ademas cuatr o casos de edema angioneur ético, de ellos uno grave, secundario al uso del enalapril (Tabla 6). El
resto de las sospechas tipo B se manifestaron por sintomasy signos menor es, fundamentalmente der matol 6gicos.

El captopril result6 ser el farmaco responsable de la mayor cantidad de efectos indeseables detectados (Tabla 5). La hipotension
y latos estuvieron dentro de sus principales reacciones adver sas, ambas descritas par a este tipo de medicamentolS.

El grupo delos antimicrobianos estuvo muy bien representado por cotrimoxazol, penicilina G y ciprofloxacino, tresde los diez
primeros farmacos a los que se atribuyen efectos indeseables en esta investigacion (Tabla 5). Dentro de ese grupo de efectos
indeseables tenemos la reaccion de Jarish Herxheimer (Tabla 6), presentada por un paciente con diagnéstico de endocar ditis
bacteriana que estaba siendo tratado con penicilina G. Aumento de la temperatura, mialgias, cefalea, escalofr ios, hipotension,
taquicardiay malestar concurrente al emprender la antibioticoter apia caracterizan este tipo de evento. L os antimicrobianos
(penicilinas, cloranfenicol) provocan la muerte de gran cantidad de microorganismos, los que a su vez liberan toxinas que causan
los efectos toxicos? 18,

El atenolol ocup6 también una de las primeras posiciones (Tabla 5). La bradicardia que provoca es la que hace aumentar
precisamente el nimer o de sospechas reportadas al farmaco. Véase pues, como una respuesta normal al bloqueo beta-
adrenérgico, y hasta beneficiosa por su efecto car dioprotector al disminuir las demandas miocéar dicas de oxigeno en pacientes
con cardiopatia isqguémica, puedellegar a convertirse en un efecto adver so importante, sobretodo s existe un defecto parcial o
completo de la conduccion auriculoventricular. De ahi que deba ser vigilado en cada paciente tratado.

A propdésito delos betabloqueadores, y teniendo en cuenta que fue una reaccién grave, vamos a mencionar €l cuadro de
broncoespasmo que se presenté tras el uso del timolol (Tabla 6). Sucede que no es un betabloqueador selectivo, y por, tanto no
garantiza proteccidn contra este tipo de efecto. De hecho, es una reaccién descrita par a este medicamento?.

Mencion especial merece el grupo de los anticoagulantes, por ser responsable de las dos reacciones letales que se reportaron
(Tabla 6). Uno delos fallecidos de 71 afios de edad, tratado con warfarina por una valvulopatia mitral operaday con
antecedentes de hipertension arterial, fue visto en nuestro servicio por presentar hematuriay clara focalizacién neuroldgica,
inter pretandose clinicamente como una Hemorragia intracerebral (HIC) secundaria al uso del medicamento, cuadro quelo llevé
alamuerte en el plazo de pocas horas. Cierto esque laruptura delos aneurismas de Char cot y Bouchard constituye la causa
principal de HIC (60-65%)1L. Sin embargo, la hematuria como for ma de presentacion inicial, avala en este caso, la posibilidad de
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una reaccion adver sa secundaria al uso delawarfarina. En este sentido es valido destacar quela HIC se presenta como la
complicacién mas grave asociada al uso de estos farmacos, con una alta mortalidad (50-60% ). Esto se debe al hecho de quelos
hematomas en pacientes anticoagulados alcanzan un tamafio gener almente masivo como consecuencia de una hemorragia mas
prolongada, que los casos de causa hipertensivall,

El segundo fallecido de 82 afios, ingresado un mes antes en nuestro servicio por un IMA y un trombo mural secundario, que
obligd a tratamiento con warfarina, presentd manifestaciones de astenia, anorexia, hematemesisy melena, cuadro que derivé en
un shock hipovolémicoy le provocé la muerte.

Ameén de ser casi todas conocidas, se consider aron como (tilesy bienvenidas todaslas RAM notificadas. Creemos que es esta la
manera de contribuir a crear una cultura dela notificacion, en la que larespuestainstintiva a cualquier sospecha de una
reaccion adver sa, sea notificarla. Solo asi pensaremos en el farmaco como agente causal de enfermedad, y por lo tanto
mejoraremos la utilizacion delos mismosy con ello la calidad de la atencion médica que se brinda en nuestros hospitales.
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