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Prélogo 1

La odontologia en general se percibe como una
profesion focalizada en la restauracion de estructu-
ras dentales duras. En las iiltimas décadas, el papel
del dentista se ve mas abarcador. Los tejidos orales
blandos, la gingiva, la mucosa oral presentan pato-
logias que requieren un diagnéstico acertado,

El espectro de las manifestaciones orales es
amplio e incluye neoplasias, heridas traumdticas,
enfermedades infecciosas ¥ genéticas, malforma-
ciones y cambios debido a agentes lesivos como el
tabaco y el alcohol.

En este contexto, es de suma importancia que los
odontélogos de todo el mundo estudien estas enfer-
medades para establecer un diagnéstico adecuado y
evitar que el paciente pierda calidad de vida o sufra
dolor.

El Diagndstio en Clinica Estomatolégica expone
clara y determinadamente el conocimiento presente
acerca de como diagnosticar la enfermedad y qué
hacer con ella.

A lo largo de sus capitulos los autores desarrollan
los conocimientos hésicos ¥ avanzados del procedi-
miento de diagnéstico, En la mayoria se tratan los
hallazgos clinicos relacionados con diversas enfer-
medades del tejido blando ¥ duro, en particular los
huesos maxilares.

Los autores presentan excelentes fotograffas cli-
nicas y muy buenas imdgenes de radiografias,
tomografias y resonancia magnética.

La alta calidad del texto y de las ilustraciones
hace que este texto sea de consulta frecuente en e)
consultorio del dentista,

Le deseo a este libro un gran éxito.

Profesor Peter Reichart

Jefe y Director del Departamento de
Cirugia Bucal y Radiologia Dental

Jefe de Patologia Bucal ¥ Medicina Bucal
Universidad Berlin Charité

Berlin, Alemania




Prologo 2

Lo primero para destacar en El Diagndstico en
Clinica Estomatolégica es la universalidad de su
contenido, que, distribuido en 37 capitulos y un
Apéndice, comprende toda la patologia bucomaxilo-
facial.

El profesor Eduardo Luis Ceccotti demuestra en
esta obra no sélo su vasta experiencia docente, sino
su fuerza dirigente, al reunir a una intelectualidad
cientifica con trayectorias investigativas y docentes
que enorgullecen a la ciencia argentina y latinoame-
ricana, como son las de los profesores Sforza,
Carzoglio, Luberti y Flichman, a la que suma la par-
ticipacion de prestigiosos profesionales de otras lati-
tudes entre sus colaboradores.

El empefio creador estd orientade fundamental-
mente al diagndstico, con insistencia en la inspec-
cién clinica minuciosa como premisa incontroverti-
ble de que la rigurosidad en la exploracién clinica,
sustanciada por la semiologia y el interrogatorio
detallado, es el peldafio inicial que nos asegura el
camino a un diagndstico certero.

La obra supera el propésito de los autores de pre-
sentar una guia practica que los ayude a acercarse
rdpidamente a un diagndstico de certeza; la profun-
didad cientifica de los argumentos que definen
patologias analizadas la convierten en un compendio
que no sélo cumple ese cometido, sino que a quien

S

lo estudia lo forma en las complejas alteraciones
estomatolégicas.

En todos los diagnosticos se recomiendan pruebas
complementarias, con comentarios que justifican su
utilizacién. Es inobjetable en los examenes morfols-
gicos, no sélo con los estudios habituales, sino cuan-
do es imprescindible recurrir al laboratorio de inmu-
nohistoquimica o de bioguimica, sin dejar de lado la
ecografia. Enfermedades tan frecuentes en el com-
plejo bucal como las de origen viral, micético o bac-
teriano se identifican o confirman con el auxilio del
laboratorio microbiolégico, por lo que se subraya su
importancia para estas entidades. Es clara la apre-
ciacion diagndstica en procesos d es como las
enfermedades inmunolégicas y del tejido conjuntivo
y en manifestaciones derivadas de terapéuticas agre-
sivas, como las radiaciones ionizantes y la quimiote-
rapia antineopldsica, y muy particularizada en la
caracterizacion del sindrome de inmunodeficiencia
adquirida. Con ansiedad esperamos el deleite de
aprender con este texto de comprensién diagnéstica.

Julio César Santana Garay

Profesor ¢ Investigador Emérito

de la Universidad Médica de La Habana
v del Instituto Nacional de Oncologia

de la Repiiblica de Cuba




Prefacio

La cavidad bucal y sus dreas vecinas pueden com-
pararse con un escenario por el que desfilan nume-
rosas enfermedades. Muchas de ellas se originan en
las estructuras propias de la boca y el resto son
manifestaciones orales de enfermedades generales.

Es en el consultorio donde el profesional, ponien-
do a prueba sus conocimientos, experiencia y crite-
rio, debe llegar a ponerle el nombre definitivo a la
enfermedad, es decir, diagnosticar correctamente,
y de ese modo indicar la terapéutica

Este libro pretende llevar a profesionales y a estu-
diantes una guia prdctica que los ayude a acercarse
rdpidamente a un diagnostico de certeza.

La idea es que, en una forma 4gil, cuenten con las
imdgenes clinicas de las patologias mas frecuentes,
su estructura histopatolégica, las caracteristicas que
muestra el diagndstico por imagenes y sepan qué
tipo de andlisis bioquimico solicitar en caso de que
sea necesario.

Se describen ademas las mas modernas técnicas
de diagn6éstico de uso en patologia oral, para finali-
zar con un capitulo sobre miscelaneas, en el que se
presentan casos clinicos poco frecuentes y de inte-
rés particular.

Invitamos al lector a ampliar los conceptos de
cada enfermedad en los importantes libros de texto
ya existentes y, reconociendo que cualquier obra
puede ser incompleta, deseamos insistir en que este
trabajo estd orientado fundamentalmente al diag-
néstico.

Si se gana tiempo solicitando los exdmenes
correctos, si se realiza una inspeccién clinica minu-
ciosa y si se tienen los conocimientos necesarios
para interpretar los estudios complementarios, el
camino hasta el diagnéstico serd mds corto y bene-
ficiar4 al paciente al mejorar el prondstico de cual-
quier patologfa.

Los autores
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caPiTUL D

El acto clinico

El momento en que se establece la relacion entre un
paciente y su profesional de confianza es de invalorable
trascendencia. Tal vez pocas veces, en la rutina de nues-
tro trabajo, podamos apreciarlo en su exacta dimension.

Es la oportunidad que el enfermo espera para encon-
trar solucién al problema que lo lleva a consultar. Es alli
donde el profesional pone en juego todos sus conoci-
mientos para diagnosticar la enfermedad e instituir un
tratamiento.

Las enfermedades que afectan la boca y sus adyacen-
cias fueron y todavia son un verdadero dilema para la
gente comun. Lo son por ejemplo, porque en muchos ca-
508 no saben a quién consultar: jal médico clinico?, ;al
otorrinolaringélogo?, ;al gastroenterdlogo?, ;al dermato-
logo?, ;al odontélogo? Lo son también porque por una
falta de conciencia preventiva, recurren tardiamente con
enfermedades avanzadas. En no pocas ocasiones y por
ausencia de sintomas, desconocen la existencia de lesio-
nes de serio prondstico.

Si bien la Clinica Estomatolégica es una disciplina
que hasta hoy solo se ensefia en las carreras de Odonto-
logia, los pacientes suelen consultar a médicos clinicos u
otros especialistas.

Independientemente de quién sea el que recibe al pa-
ciente, lo importante es tener una formacién adecuada
para detectar la enfermedad, realizar el diagnéstico co-
rrecto, indicar el tratamiento especifico y/o derivar al es-
pecialista. De este modo se evita la pérdida de tiempo
con terapéuticas inapropiadas, que a veces incluso ponen
en serio riesgo la vida del paciente.

Es frecuente escuchar preguntas acerca de si en la bo-
ca se ven otras afecciones ademds de las de origen den-
tario. Basta como ejemplo citar el trabajo de J. J. Pin-
borg, quien en 1994 presentaba en su “Atlas de Enferme-
dades de la Mucosa Oral” 284 enfermedades, de las cua-
les 36 eran nuevas y en el total no estaba incluida la ex-
tensa lista de patologfa odontogénica y no odontogénica
de los maxilares.

Como se ve, ésta es la razén por la cual, a medida que
profesionales y pacientes dejan el concepto histérico de
“tierra de nadie”, aumenta en los servicios especializados
la cantidad de enfermos derivados por odontologos y mé-
dicos.

En el acto clinico, el diagnéstico es la meta. La pala-
bra derivada del griego “diagnosis” significa discernir o
distinguir. Entonces, es el momento en que distinguimos
la enfermedad, la identificamos.

La patologia nos provee los conocimientos acerca de
las causas y la naturaleza de las enfermedades y la se-
miologia nos ayuda a buscar e interpretar sus signos y
sus sintomas.

La préctica nos ensefié a valorar lo descrito por Ber-
nier en 1962 acerca de las actitudes de los pacientes al re-
ferirse a sus sintomas durante el acto clinico.

Un paciente tranquilo, confiado y no emotivo nos pre-
sentard una informacidn clara de su enfermedad. Por el
contrario, el paciente muy sensitivo exagerard y distor-
sionard.

Si padece un episodio de mucho dolor, dificilmente
ofrezca una apreciacién objetiva de sus sintomas. La on-
cofobia lleva a algunos enfermos a limitar la informacién
o a exagerarla. Ansian un diagnostico correcto y sin em-
bargo temen que se confirmen sus sospechas.

Otros se avergiienzan de su enfermedad y por lo tanto
retienen informacién o la dan fragmentada o desorientan-
te. Otros muestran ira ﬂl]_f;ﬂ su dilema, CLIIPLlﬂdU a otros
profesionales, a la familia o a ellos mismos. El simulador
o el de fuertes y mal aplicadas creencias religiosas pue-
den distorsionar sus sintomas y hasta rechazar el recono-
cimiento de la realidad.

En la actualidad, los pacientes suelen completar un in-
terrogatorio escrito sobre sus antecedentes personales y
familiares asi como sobre su historia médica. Esto lo rea-
lizan mientras esperan ser atendidos y luego el profesio-
nal completa o indaga sobre informacidn relacionada con
el caso. Es muy importante leer detenidamente lo ex-
puesto y firmado, no solo porque forma parte de un buen
examen clinico, sino porque suele ser un instrumento le-
gal de suma trascendencia ante un juicio por mala praxis,

El paciente valora ser escuchado. Mds alld de que po-
damos tener rdpidamente el diagndstico presuntivo y
creamos que no es necesaria mas informacién, debemos
dejar que relate todo lo concerniente a su criterio, acerca
de la afeccion.

El portador del virus de la inmunodeficiencia humana
(HIV) busca una vez mds la ayuda de un profesional pa-
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ra aliviar su dolencia. La informacién veraz acerca de las
formas reales de transmisién del HIV deberd alejar del
profesional el mito de que “debe ser atendido en un con-
sultorio especializado”. Requerird ser considerado, escu-
chado, sentir afecto, seguridad y comprension.

Cada vez es mayor el niimero de consultas por el sin-
drome de ardor bucal. En su mayoria se trata de mujeres
que ya vienen de consultar a otros con poco o ningin re-
sultado. Suelen ser en primer término exigentes con el
profesional comprometiendolos con la frase “espero que
usted me cure”. También alli se necesita paciencia, com-
prensién y la bisqueda de la solucién en forma multidis-
ciplinaria.

Una actitud valorable en el acto clinico es la de
aquellos profesionales que no practican la especiali-
dad, pero una vez que detectaron la lesién derivan al
paciente al especialista. No debe temerse que éste pien-
se que “el que derivé no sabia” o “cémo no se dio
cuenta de que no era nada”. Por el contrario, la actitud
de derivar lo engrandece ante el paciente y el profesio-
nal actuante.

Un parrafo aparte constituyen los familiares que pue-
den o no acompaiiar al paciente al acto clinico. También
aqui nos encontraremos con personalidades diferentes.
Siempre dentro de un margen de respeto mutuo, pode-
mos compartir la consulta y contar con ellos para asegu-
rarnos de que el enfermo cumpla con lo indicado, sobre
todo en casos de nifios, discapacitados o deficientes men-
tales. En los casos de diagnésticos de neoplasias malig-
nas, es necesario informarlos para que enfrenten el trata-
miento futuro apoyando al paciente en todas las impli-
cancias de la enfermedad.

No es conveniente para el pronéstico de la enfermedad
descartar o minimizar métodos de diagnéstico por consi-
derarlos sofisticados y/o caros. Es el paciente quien en
tiltima instancia y por propia decisién los realizard o no.
Por el contrario, no es ético solicitar estudios que no ten-
gan sentido para el caso estudiado.

Como dijimos, el acto clinico constituye un momento
de suma importancia. El llevarlo a la préctica con profe-
sionalidad y humanidad le permite a nuestro paciente en-
frentar con confianza su enfermedad.
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Examen clinico
de la mucosa bucal

El examen clinico del paciente comienza en el mismo
momento en que éste ingresa en el consultorio. En esa
primera impresion podremos interpretar su actitud, si es
tranquilo, si es ansioso, si conversa amablemente, si es
retraido o agresivo.

Observaremos la coloracién de su facies; si la piel de
la cara y de las manos estdin himedas. Prestaremos aten-
cion al macizo facial, si hay asimetrias, si la forma de los
labios es normal o estan evertidos, si habla con dificul-
tad, si hay sialorrea. La observacién del cuello puede
mostrarnos nddulos pericervicales y en el drea parotidea.

Una vez en posicién para el examen, ademds de ob-
servar la zona aludida por el paciente, debemos exami-
nar todas las dreas de la boca en busca de otras manifes-
taciones de la enfermedad consultada u otras que puedan
COEXIS

Para ello debemos poner en préctica una técnica de
examen muy simple, siguiendo un orden y observando
con cuidado para poder diferenciar lo normal de lo pato-
légico.

Fig. 2-1. Inspeccién de la semimucosa labial.

Semimucosa labial: es la primera etapa del examen.
Ademds de observar a simple vista y con una buena fuen-
te de luz, conviene separar con los dedds la semimucosa
para detectar pequefias lesiones que puedan estar ocultas
por los pliegues del labio (fig. 2-1).

Mucosa labial: con ambas manos evertimos el labio
inferior o superior para examinar la mucosa hasta el fon-
do de surco. En condiciones normales se puede visuali-
zar el frenillo labial y la mucosa con su fino espesor, que
permite ver la red capilar y la proyeccién de las glindu-
las salivales menores (fig. 2-2).

Carrillo, sector anterior: con ambas manos evertimos
el carrillo examinando el drea retrocomisural (fig. 2-3).

Carrillo, sector posterior: colocando un espejo o un
bajalenguas sobre la zona ya examinada extendemos el
carrillo para observar el sector posterior. Puede verse el
orificio de salida del conducto de Stensen, que suele es-
tar cubierto por una pequefia solapa mucosa (fig. 2-4). En
esta etapa podemos observar con visién indirecta el espa-
cio retromolar superior,

Fig. 2-2. Eversion del labio para examinar la mucosa
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Fig. 2-3. Examen del sector anterior del carrillo en forma bimanual.

Lengua, punta, cara dorsal y bordes: con la lengua
bien extendida hacia adelante; lo primero que debemos
examinar es la punta. Luego de ello, recién podemos to-
marla con una gasa y traccionar hacia adelante para ob-
servar el tercio posterior del dorso y hacia los lados para
inspeccionar los bordes.

En el dorso podrin observarse las papilas filiformes y
fungiformes, asi como las caliciformes en la V lingual.
En el tercio posterior de los bordes se podréd apreciar la
presencia de las papilas foliadas (figs. 2-5 a 2-8).

Cara ventral y piso de boca: para observar la cara
ventral de la lengua, le pedimos al paciente que con la
punta de la lengua toque la parte posterior del paladar.
Observaremos el frenillo lingual, la fina mucosa que tras-
luce la presencia de las venas raninas.

Fig. 2-4. Examen del sector posterior del carrillo con la ayuda de un
espejo

Fig, 2-5. Examen de la punta de la lengua. Observar con detenimiento
antes de tomarla con una gasa,

En esta misma posicién observamos el piso de la bo-
ca. Podremos apreciar la base del frenillo lingual y a sus
lados las cartinculas sublinguales (figs. 2-9 y 2-10).

Paladar, sector anterior: lo inspeccionamos por vi-
sién indirecta con un espejo. Observaremos la papila in-
cisiva, las rugas palatinas y el rafe medio (fig. 2-11).

Paladar, sector posterior: el examen se efectia por
visi6n directa, con la cabeza del paciente extendida hacia

Fig. 2-6. Examen del dorso lingual.
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Fig. 2-8. Papilas foliadas en borde posterior y caliciformes en el dorso
de la lengua.

Fig. 2-9. Examen de la cara ventral de la lengua.

atréis. Observaremos el limite entre el paladar duro y el
blando (fig. 2-12).

Region gingival: finalmente examinamos la regién
gingival superior e inferior desde incisivos a molares
ayuddndonos con un espejo para separar el carrillo. Lo
mismo hacemos con la zona gingival palatina y lingual
prestando especial atenci6n a la cara lingual del trigono
retromolar.

Fig. 2-12. Inspeccion del sector posterior del paladar con visién directa
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Métodos
de diagndstico

Junto con los estudios histopatoldgicos, por imédgenes
y bioquimicos que se describen en otros capitulos, en la
préctica diaria son muy titiles algunos recursos sencillos,
provechosos para llegar a un diagndstico.

Vitropresion o diascopia: es de gran utilidad para di-
ferenciar una mancha sobre la mucosa, ya sea intravascu-
lar o extravascular o una pigmentaria. Puede utilizarse un
portaobjeto o cualquier objeto transparente.

Si se trata de una mancha intravascular, al presionar
sobre ella la lesién disminuye de tamafio o desaparece,
pues la sangre es “empujada” y se retira hacia el interior
de los vasos que nutren la ectasia o el angioma. Si se tra-
tara de una mancha extravascular, por ejemplo una pete-
quia, un hematoma, una lesién meldnica o un tatugje, la
imagen no disminuye ni desaparece pues no puede reti-
rarse hacia otros tejidos (figs. 3-1 a 3-4).

Puncién: es muy (til para saber si la lesién es de con-
tenido liquido y cuil es su caracteristica (fig. 3-5). Tam-
bién sirve para confirmar o descartar dreas de parestesia
0 anestesia.

: i “1N

Fig, 3-1. Mancha en el borde de la lengua de posible origen intravas-
cular.

Fig, 3-2. Vitropresion o diascopia positiva. Con la presién del portach-

Jjeto desaparece la mancha lingual de la figura 3-1. Confirma el origen

intravascular de la lesion.

-

Fig. 3-3. Mancha en la mucosa del labio. Posible origen extra-
vascular,
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Puncidn con aspiracién: se emplea para recoger ma-
terial del interior de la lesion, en general en maxilares o
nédulos cervicales (fig. 3-6).

Exploracion con sonda: se utiliza cuando se quiere
investigar el trayecto de una fistula (fig. 3-7).

Palpacion: puede ser bidigital o bimanual. Es de gran
ayuda para comprobar la consistencia de una lesion: si se
desplaza o estd fija, si duele, si es sélida o de contenido

Fig. 3-4. Vitropresién negativa. La mancha de la figura 3-3 no desapa-
rece con la presién del vidrio. Confirma el origen extravascular de la
lesion.

Fig. 3-5. La puncién nos permite conocer cudl es el contenido de la
lesién. En el examen de esta rédnula sublingual puede apreciarse el con-
tenido mucoso.

Fig. 3-6. La puncién con aspiracién es de gran utilidad en procesos
intramaxilares, en glandulas y de adenopatfas pericervicales

liquido, si estd indurada, ete. (figs. 3-8 y 3-9). La olfacién
es (il para reconocer halitosis, gangrenas, GUNA, pén-
figos, etc. La fotografia cientifica también es de ayuda
para controlar la evolucion de una lesién.

N
Fig. 3-7. Con la ayuda de una sonda podemos recorrer un trayecto
fistuloso

" :
Fig. 3-8. La palpaci6n bidigital nos ayuda a examinar los nodulos de
los labios, los carrillos y Ia lengua,

Fig. 3-9. La palpacién bimanual es de gran utilidad para examinar el
piso de la boea.
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Biopsia

Victoria Pezza

La anamnesis y la exploracion clinica conducen a una
sospecha diagnéstica. Esta muchas veces requiere de un
diagnéstico diferencial o de certeza para lo cual se reali-
zan pruebas auxiliares o complementarias.

La biopsia se encuentra dentro de los llamados estu-
dios complementarios. Son éstos los que van a permitir la
confirmacion de una sospecha clinica o descartarla y el
establecimiento de un diagndstico de certeza que permi-
ta instituir una terapéutica adecuada y predecible. Todo
estudio complementario debe correlacionarse con la cli-
nica para un diagndstico final. Esta integracién entre la
clinica y el laboratorio debe volcarse también a la comu-
nicacion entre el clinico/cirujano y el patélogo. El inter-
cambio de informacién con el patélogo comienza con el
envio del material acompaiiado de un protocolo adecua-
do y continia hasta el diagndstico final.

En el pasado, la indicacién de una biopsia era equiva-
lente a sospecha de cdncer. Su utilizacién en la actualidad
es mucho mds amplia y abarca la mayoria de las lesiones
del 4rea estomatogndtica.

Muchas veces un cuadro clinico puede parecerse a va-
entidades nosolégicas, mientras que el cuadro histo-
l6gico suele ser mas constante. 5

La biopsia (del griego, bios, vida; opsis, visién) es la
extirpacion total o parcial de un tejido de un organismo
vivo para su estudio histolégico. Cuando esta toma se
realiza después de la muerte, se habla de necropsia (o au-
topsia).

La toma para biopsia se debe procesar para que se pue-
da efectuar su estudio microscopico. Para ello se utiliza
con mas frecuencia la metodologia cldsica de la técnica
histolégica, en la que se preparan los fragmentos de teji-
dos para obtener cortes de un espesor adecuado para que
una vez coloreados sean observables con facilidad al mi-
CToSCopio.

INDICACIONES

Con la anamnesis y la exploracién clinica se trata de
descartar lesiones trauméticas y/o inflamatorias; si éstas
no curan en un periodo inferior a 3 semanas, debe efec-
tuarse una biopsia. Incluyen:

1. Ulceras que no curan en 8 a 10 dias.

2. Tumefaccién con posibilidad de ser una neoplasia.

3. Lesiones hiperqueratdsicas persisgentes,

4. Masas profundas detectadas con la palpacién.

5. Tejidos eliminados mediante cirugia.

6. Tejidos eliminados en forma espontinea.

7. Material de drenaje de fistulas sin origen identificado.

8. Lesiones intradseas no identificables por estudios por
imdgenes,

9. Biopsias orales para el diagnéstico de enfermedades
sistémicas (sindrome de Sjdgren).

CONSIDERACIONES ESPECIALES

Es importante contar con la autorizacién del paciente
para realizar una biopsia. En las lesiones de origen vas-
cular, la biopsia no debe realizarse en centros no espe-
cializados, ya que pueden dar origen a hemorragias in-
coercibles. En las lesiones pigmentadas estdn contrain-
dicadas las escisiones parciales, por lo que debe realizar-
se la biopsia-extirpacién de la totalidad de la lesién con
margen de seguridad (fig. 4-1) para evitar la posibilidad
de extender un tumor pigmentado como el melanoma.
Las biopsias de gldndulas salivales mayores deben reali-
zarse en forma especifica en el tiempo quirtirgico ade-
cuado y por el cirujano capacitado para ello. Esto evita
lesiones de estructuras anatémicas proximas y previene
la diseminacién y la siembra de tumores como el adeno-
ma pleomeorfo. Por iiltimo, no se deben inyectar anesté-
sicos locales en el seno de la lesién ya que pueden alte-
rar sus limites y sus caracteristicas macroscdpicas y mi-
croscopicas.

CLASIFICACIO!

Segiin la lesion:
1. Directa, si la lesion es superficial.
2. Indirecta, si la lesion estd recubierta por algin tejido,

Segiin la técnica:
1. Por incisidn, con seccién de una parte, de preferencia
con un borde sano, y se deja el resto de la lesién.
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2. Por escisién, o extirpacion, con reseccion completa de
la lesion para su estudio.

Segiin los medios para la toma: bisturi frio convencional,
electrobisturi, fotobisturf ldser, sacabocados, aguja de
Silverman, aguja de lamshidi.

Segiin la topografia: de la cavidad bucal, de los labios,
Gsea, de las glandulas salivales, de los ganglios linf4-
ticos.

Segiin el procesado: por congelacion, por inclusién en
parafina, por inclusién en metacrilato, por microscopia
electrénica, para estudios en fresco.

Segiin la finalidad: diagnéstica, experimental.

TECNICA

El instrumental necesario es el mismo que para cual-
quier acto quirtirgico: campos estériles, material para
anestesia, separadores, bisturi, pinzas de disecci6n, sutu-
ra y frasco adecuado para el envio de la muestra.

La toma de la muestra para biopsia debe ser represen-
tativa de la lesién; por lo tanto, el que la realiza deberia
tener los conocimientos suficientes para aplicar este cri-
terio. El material debe enviarse en cantidad suficiente. Es
preferible que incluya un borde sano para comparar con
lesiones patoldgicas. Se deben evitar las maniobras que
puedan distorsionar la muestra, como la infiltracién de
anestesia en el seno de la lesidn, el traumatismo excesi-
vo con las pinzas de diseccién o la aplicacién de calor ex-
cesivo del electrobisturi.

TECNICA CON AZUL DE TOLUIDINA

La utilizacién del azul de toluidina suele facilitar la
orientacion clinica en cuanto al tipo de lesion que se es-
td estudiando y la eleccién del lugar donde realizar la to-
ma de la muestra. El azul de toluidina es un colorante
metacromdtico bisico, que tine el material nuclear de las
lesiones malignas (que presentan una sintesis elevada de
DNA), pero no el de las células normales. Su uso tépico

Fig. 4-1. Lesion pigmentada del paladar duro (nevo). Biopsia-extirpacion (A) y control posoperatorio con placa compresiva (B).

es titil como prueba diagndstica en lesiones sugestivas de
cédneer (fig. 4-2). Por supuesto, en este caso se impone un
diagnéstico de certeza que da la biopsia. Puede utilizarse
como método de investigacion en dreas de riesgo. Algu-
nas estruicturas se tifien normalmente, como las papilas
filiformes, el dorso de lengua, el surco gingival y algunas
tilceras o zonas inflamadas pueden dar falsos positivos.
La técnica consiste en:

. Enjuagar con agua para eliminar detritos.

2. Aplicar dcido acético al 1% con un hisopo sobre la zo-
na que se ha de tefir.

3. Pasar suavemente una gasa sobre la lesién en estudio.

4. Aplicar azul de toluidina al 1%.

5. Eliminar el colorante con un hisopo con écido acético
al 1%.

6. Observar.

La aplicacién de esta técnica debe hacerse junto con
un examen clinico y la biopsia confirmatoria.

TIPOS DE BIOPSIA

Cualquiera que sea el método de obtencion del tejido
enfermo, hay que recordar que el patlogo debe estudiar
tejidos que conserven su morfologia después de extraidos
del paciente,

Biopsia por incisién

Es la toma de una porcion representativa de la lesion.
Si la lesion es extensa, se pueden tomar diferentes mues-
tras, cada una de las cuales se marcan en un frasco nume-
rado, y adjuntar al protocolo que se le envia al patélogo
un diagrama de la lesién con los lugares de procedencia
de cada toma (muestreo biGpsico).

Luego de la anestesia se incide el tejido en uno de los
bordes incluyendo tejido sano y en profundidad hasta
una zona sana siempre que no exista riesgo de lesionar
estructuras anatémicas adyacentes. Se realiza hemostasia
y sutura. La muestra se coloca en un frasco adecuado, de
boca ancha y con el fijador correspondiente.
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Fig. 4-2. Técnica con azul de toluidina. Lesién blanca en el borde de la
lengua (A), luego de aplicar dcido acético al 1% y azul de toluidina al
1% (B). Observacion luego de eliminar el colorante con un hisopo con
dcido acético al 1% (C).

Biopsia por esc|

Es la extirpacion de toda la lesién. Es curativa si el
diagnéstico histopatolégico es de benignidad. Estd indi-
cada para lesiones pequefias, que por su localizacién per-
mitan tomar un margen de seguridad adecuado sin tener
que recurrir a técnicas complejas de cirugia reconstructi-
va (figs. 4-3 y 4-4).

Biopsia con electrobisturi

La seccién de tejido por electrobisturi provoca lesio-
nes térmicas que pueden interferir en el diagnéstico, aun-
que tiene la ventaja de no provocar hemorragia al caute-
rizar las terminaciones vasculares. Una opcidn es realizar
1a toma con bisturi frio y luego cauterizar el lecho rema-
nente.

Biopsia con laser de CO,

Es similar a la anterior, pero las lesiones térmicas son
menos extensas y al sellar las terminaciones nerviosas
suele haber menos dolor posoperatorio,

Biopsia con sacabocados (punch)

Es una técnica sencilla y rdpida. Se obtiene una mues-
tra de tamano adecuado, sobre todo en profundidad y
permite una buena cicatrizacién. El sacabocados es un

instrumento con una cuchilla tubular de didgmetros varia-

bles y suele ser descartable. La técnica consiste en la to-
ma de una o varias muestras cilindricas por presion y ro-
tacién con el instrumento. En profundidad se secciona
con bisturi convencional o tijera curva. Con la simple
compresion con una gasa se controla la hemorragia que
pudiera producir la maniobra. Muchas veces no requiere
sutura. Entre los inconvenientes se describen que no per-
mite la escision amplia, que no se puede utilizar en zonas
ricamente vascularizadas, que no sirve para lesiones pro-
fundas y que es complicada para lesiones del piso de la
boca o del paladar blando por la movilidad de los tejidos.
Una variante de esta técnica es con pinza sacabocados,
que se utiliza especialmente en lesiones exofiticas o en
zonas posteriores de la cavidad oral donde es dificil ac-
ceder con el sacabocados.

Biopsia por puncién

Con aguja de Silverman: consiste en la obtencién de
pequenos cilindros de tejido por medio de la puncién con
un trocar de 1,5 mm de didgmetro. Es una técnica indirec-
ta para lesiones profundas. Presenta riesgo de siembra,
contaminacién del trayecto y escaso control de la hemos-
tasia. Tiende a reemplazarse por la PAAF.

Puncicon aspiracidn con aguja fina (PAAF): es una téc-
nica de citologia, ya que se basa en el estudio del mate-
rial que se obtiene por aspiracion del interior de una le-
sién a través de una aguja fina. Se utiliza para lesiones
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Fig. 4-3. Biopsia extirpacion, Mucocele (A). Diseccién de la lesion (B) y (C). Sutura (D).

profundas. En general no requiere anestesia. Previa anti-
sepsia de la piel, se fija la lesién con una mano mientras
se realiza la punci6n hasta ella. Una vez en su interior, se
aspira generando un vacio y se realizan movimientos pa-
ra reposicionar la aguja sin suspender la presion negati-
va, Se deticne la aspiracion y se retira la aguja. El mate-
rial se coloca en un portaobjetos como un extendido y se
seca y se fija a la manera de las citologias. Es una técni-
ca excelente para lesiones de cuello, adenopatias (fig.
4-5) y otras lesiones profundas. Se puede realizar con
monitorizacién ecogrifica para facilitar la técnica. Esta
contraindicada en patologias hemorrigicas, en lesiones
muy pequefias y en pacientes poco colaboradores. El
riesgo de siembra o contaminacién es muy bajo si se em-
plea una técnica correcta.

Con aguja de lamshidi: es similar a la técnica de Sil-
verman, pero se emplea para hueso (fig. 4-6). Es ideal pa-

ra lesiones intradseas de los maxilares. Se obtienen cilin-
dros del material que se retiran de un trocar rigido con un
mandril. Reguiere solo una punzoincision para la entrada
del trocar, previa anestesia.

Citologia exfoliativa

Se utiliza para el estudio de células que se exfolian de
los tejidos, las cuales se analizan por medio de coloracio-
nes convencionales. En la mayoria de las patologias de la
mucosa oral es posible el desprendimiento de células, por
lo que son ficilmente obtenibles por esta metodologia.
Se utiliza un instrumento romo, como por ejemplo una
espitula, que se pasa firmemente por la lesion sin raspar,
ya que esto podria dar por resultado una cantidad excesi-
va de material, que dificulta la técnica, o una hemorragia
que empobrece la muestra. El material se pone sobre un
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Fig. 4-4. Biopsia escisional. Epulis del paladar duro (A). Control posoperatorio a los 15 dias (B). Granuloma gigantocelular pesiférico

portaohjetos y se distribuye en forma grosera. Se fija con
rapidez para evitar la desecacion. Si se envian varios por-
taobjetos en un mismo frasco, se utiliza un clip de papel
como separador para evitar que se adosen, Luego se em-
plean técnicas de coloracion con hematoxilina para deta-
lles nucleares, que son los importantes en el andlisis cito-
légico, y una coloracion citoplasmdtica como por ejem-

plo la de Papanicolaou. Es una técnica en extremo 1til en -

el estudio de grandes poblaciones por su sencillez y bajo
costo.

Biopsia dsea

Es una biopsia de tipo indirecto. Se realiza primero un
colgajo mucoperidstico para luego tomar un fragmento
6seo con un escoplo, con pinza gubia 0 mediante instru-
mental rotatorio bajo irrigacion. También son dtiles las
trefinas, fresas cilindricas con un borde cortante que per-
miten obtener cilindros de hueso de didmetros variables

Biopsia ganglionar

También es una biopsia indirecta. Se extirpa el ganglio
0 a veces la cadena ganglionar completa. Complementa
estudios previos mds sencillos como la citologia por
PAAF.

Biopsia de glandulas salivales

Como ya se menciond, las biopsias de glandulas sali-
vales mayores deben realizarse durante el curso de ciru-
gias regladas. Esto se debe a las caracteristicas anatdmi-
cas y a sus relaciones topogrificas.

Otro tipo de biopsia es el de glandulas salivales meno-
5; de éstas las labiales se solicitan con mucha frecuen-
cia para el diagnéstico de enfermedades autoinmunes.

PROCESADO DE LA MU ‘RA

Comienza inmediatamente después de la toma. La
funeién es preparar el tejido para su observacion 6ptima.
Los pasos son: fijacién, tallado, inclusién, tincién y ob-

servacion. La técnica més frecuente es con tincién de he-
matoxilina-eosina y observacion en el microscopio 6pti-
co. El formol al 10% es el fijador més utilizado y es la
solucién indicada para el envio de las muestras. Algunas
técnicas se invalidan con este método de fijacién y deben
programarse con anticipacién otros detalles de técnica,
Esto es asi para la microscopia electronica y las técnicas
de inmunohistoquimica. El fijador debe tener un volu-
men 10 a 20 veces mayor que la pieza (fig. 4-7). También
puede utilizarse el alcohol etilico al 70%, pero produce la
deshidratacién brusca del tejido, dificulta la tincién y fi-
ja mal el tejido conectivo. Existen numerosos fijadores
que se seleccionan segin la tincion que se utilice v es
muy il la planificacion con el histopatélogo antes de
realizar 1a toma. En las técni€as de inmunohistoquimica

Fig. 4-5. Punci6n aspiracién con aguja fina (PAAF). Adenopatia
preauricular. Previa antisepsia de la piel, se fija la lesién con una ma-
no mientras se realiza la puncién hasta ella. Una vez en su interior, se
aspira generando un vacio.
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Fig. 4-6. Punci6n con agujas de lamshidi para lesiones intrad:

D

s de los maxilares (A) del tipo de la displasia fibrosa. B. Trocar rigido con

mandril. C. Punzoincisién para entrada del trocar, previa anestesia, D, Cilindros del material obtenido.

suele utilizarse formaldehido tamponado y en los estu-
dios de microscopia electrénica es de eleccién el gluta-
raldehido al 3%. El frasco debe estar bien identificado.
Una vez que el tejido estd estable es necesaria la inclu-
sion en bloques de estudio para realizar los cortes con
micrétomo evitando la formacién de pliegues. Para la ob-
servacién con microscopio 6ptico, suele incluirse en pa-
rafina. Es un procedimiento que lleva unas 24 horas, por

Fig. 4-7. Frasco de boca ancha. Fijador 20 volimenes mayor que la
pieza. Rotulado.

lo que en biopsias intraoperatorias se reemplaza por con-
gela por nitrégeno liquido. Se elimina asf la deshi-
dratacion y la inclusién en parafina y se procede al corte
directamente. Para microscopia electrénica lo usual es la
inclusién en resinas de metacrilato.

Los cortes se realizan con micrétomo, que estd provis-
to de una cuchilla muy afilada y regulable en grosor. Los
cortes obtenidos se montan en portaobjetos, luego se eli-

Fig. 4-8. Se aprecian fendmenos autoliticos en el epitelio pavimentoso
de cubierta. Se ve pérdida de cohesi6 lar y goteo de elementos ce-
lulares aislados o en grupos de escasas células. H-E, x200.
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mina la parafina, se rehidratan, se tifien con los coloran-
tes seleccionados, se redeshidratan y se sellan con un cu-
breobjetos.

PROTOCOLO

Acompaiia siempre a la muestra. Es uno de los aspec-
tos de mayor responsabilidad del cirujano. Constituye un
documento que va a establecer una buena comunicacién
profesional con el patélogo. Debe incluir los datos de fi-
liacion del paciente, la identificacion de las muestras, los
tratamientos locales o sistémicos que estd recibiendo ese
paciente, la descripcién clinica y macroscépica de la le-
$i6n, su localizacién y un diagnéstico clinico presuntivo,
Finalmente, se deberfan adjuntar al protocolo los estudios
por imdgenes que ayuden al patélogo en su diagn6stico

INFORME ANATOMOPATOLOGICO

Debe incluir los datos de filiacién del paciente, una
descripcién de la macroscopia del tejido recibido v una
descripcién microscépica, de las que se deducird un diag-
noéstico.

Diagndstico de certeza: la observacion permite identi-
ficar una lesién especifica. Si es una patologia tumoral,
debe describir la extensién de los bordes de la lesion, li-
bres o no de células tumorales, grado de infiltracién y
malignidad.

Diagndstico descriptivo: no se pueden extraer

ronclu-

siones especificas. En estos casos hay que descartar que
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la toma de la muestra y su procesado se hayan realizado
en la forma correcta.

CONSECUENCIAS POR LA FALTA
DE FLJACION TISULAR ADECUADA

Puede producirse autélisis por fijacién inicial inade-
cuada (suero fisiolégico durante 72 horas) (fig. 4-8).

Por suerte, estos casos tienden a verse cada vez con
menos frecuencia debido a la concientizacién de todos
los participantes en el método. La biopsia es un procedi-
miento que causa gran inquietud al paciente, crea incer-
tidumbre y finalmente puede concluir en un diagnéstico
de gravedad. Es por ello que debemos cumplir con todos
los requerimientos indispensables para llevar a cabo el
procedimiento y resolver el problema del paciente con la
mayor celeridad y eficacia posibles,
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El laboratorio bioquimico en la clinica
estomatologica

Aplicacion de técnicas de biologia
molecular en el diagndstico clinico

INTRODUCCION

tir de la identificacion de las primeras enzimas de
6n a principios de la década de 1970, la biplogia
molecular comenzi a expandirse vertiginosamente:; se
desarrollaron numerosas écnicas que, con el tiempo, del
campe de la investigacion bdsica fueren trasladindose al
del diagnéstico clinico. En este capitulo se desarrollan
los conceptos bdsicos relacionados con las técnicas de
biologia molecular de mayor aplicacion en el campo
diagndstico,

re

PCR

iQué es la PCR?

A mediados de la década de 1980, K. B. Mullis cred lo
que se conoce como POUR (reaceion en cadena de la poli-
merasi), que permile a partir de una molécula de dcido
nucleico generar més de 100.000 millones de moléculas
idénticas. El hecho de la sencillez conceptual y el dispo-
ner desde hace mds de 15 afios de todos los elementos ne-
cesarios para realizarla aiin no deja de sorprender a mu-

chos profesionales.

;Cuil es la composicion del dcido
nucleico?

moléculas del dcido nucleico estdn compuestas
por cuatro tipos de bases;

Desoxiadenilato (A)

Desoxiguanilato (G)

Desoxicitidilato (C)

Desoxitimidilato (T) [en el caso de RNA, este tiltimo
es desoxiuridilato (L)

L Como se complementan estas bases?

Estas bases se complementan de manera que las A se
unenalas T (U) y las C a las G. De esta forma, si se dis-
pone de una cadena de &cidos nucleicos (plantilla) y una
enzima adecuada, se puede sintetizar la cadena comple-
mentaria; una vez finalizada su sintesis, se podria separar
ambas cadenas y generar otra cadena complementaria y
asi sucesivamente.

& Cual es el hallazgo de la PCR?

El hallazgo de la PCR es el de utilizar en forma simul-
lanea la cadena complementaria sintetizada como la
plantilla para generar moléculas que a su vez serdn com-
plementarias a ella, las cuales serdn idénticas a la molé-
cula disponible inicialments

:Cuil es la ventaja que se obtiene?

La ventaja que se obtiene de este modo es que luego
d da ciclo en vez de tener una molécula mds (n+1) de
plantilla (template), se dispone del doble de moléculas
miciales (2n), lo cual determina una amplificacién expo-
nencial del material genético de inte

{ Cual es la actividad de la polimerass

La polimerasa tiene la capacidad de agregar bases
complementarias a una cadena determinada de dcidos
nucleicos. pero para ello necesita un cebador.

£ Qué es un cebador?

Un cebador (primer) es una molécula de alrededor de
20 bases que se une a la plantilla por complementaricdad
rtir del extremo del cebador la polimerasa lo elon-
agregando las bases complementarias a la molécula
plantilla.

Son secuencias de dcidos nucleicos (AN) (DNA o
RNA) marcados en sus extremos en distintas formas (en-
zimas: fosfatasa alcalina, peroxidasa, beta-D galactosida-
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sa, derivados biotinilados, is6topos radiactivos) que am-
plificardn y/o hibridardn una zona determinada de los ge-
nomas DNA o RNA, presente en las muestras clinicas:
sangre, liquido cefalorraquideo (LCR), orina y/o heces,
lo cual permitird su cuantificacién por técnicas fotocolo-
rimétricas cldsicas,

¢ Cudl es el tamaiio de los cebadores?

En general tienen un tamaiio aproximado de 18 a 25
bases; debe evitarse que contengan secuencias que for-
men estructuras secundarias internas, como también que
contengan secuencias complementarias en sus extremos
que permitan la formacién de polimeros de cebadores.

Qué es necesario para que se produzca
Ia reaccion?

ara que la reaccién tenga lugar es necesario un ceba-
dor que se una a la cadena de la plantilla (generard molé-
culas complementarias) ¥y otro cebador que se una a la mo-
lécula complementaria (generar4 moléculas de plantilla)

+Como ocurre el fenémeno de amplificacién?

El fenémeno de amplificacién no ocurre sobre toda la
molécula de plantilla, sino que se produce en una regién
de éstas acotada por los cebadores: si consideramos la
molécula de dcido nucleico como un camino con una
longitud de 10 km y los cebadores se unen al kilémetro 3
y al 8, las copias (amplicones) que se generardn en cada
ciclo de amplificacion serdn de 5 km.

En el diagndstico clinico, Jcudnto amplifican
las PCR?

La mayoria de las PCR utilizadas en el diagnéstico cli-
nico amplifican entre 200 y 600 pares de bases.

£ Qué implica esto?

Esto implica que el producto de la reaccién serd una
molécula de cadena doble con una extensién de 200 a
600 bases de longitud.

¢Qué determinan los cebadores?

Los cebadores determinan la especificidad de la reac-
cién de amplificacién, ya que para que €sta ocurra ambos
cebadores deben unirse a cada una de las cadenas por
amplificar.

& Qué ejemplo podemos dar?

Como ejemplo podemos imaginar que cada cebador es
una palabra y que amplificarén el texto que se halle entre
ellas; ahora, si estas palabras tienen cierta “especifici-
dad”, como podrfan ser “treponema” y “chancros”, serfa
poco probable que se amplifique un parrafo de un texto
de literatura, Ademds, estas palabras deberan encontrarse
entre ellas a una distancia determinada, ¥a que el ampli-

con tiene un tamafio esperado, por lo cual con estas dog
palabras tal v > amplifiquen muchos pérrafos de libros
relacionados con ITS; sin embargo, dificilmente habra
dos con la extensién del libro que estoy buscando. Por il-
timo, si esto atin no fuera suficiente, fenemos que consi-
derar que los cebadores son “palabras™ de alrededor de
20 letras,

Para llevar a cabo una reaccion,
colocarse en el tubo de reaccién?

Jqué debe

Para llevar a cabo una amplificacién, en el tubo de
reaccién deberd colocarse:

El DNA que se ha de amplificar (plantilla).

La polimerasa

Las bases [como trifosfatos de desoxirribonucledtidos
(dNTP)], que son el sustrato de la enzima,

El buffer que establece las condiciones de reaccion.

Los cebadores (dos),

£ Cudl es la temperatura Gptima de actividad
de la polimerasa?

La polimerasa, como toda enzima, tiene una tempera-
tura 6ptima de actividad; en el caso de la PCR para la
cual la enzima que se utiliza con mayor frecuencia es la
polimerasa Taq (cuyo nombre deriva de la bacteria (Ther-
mus aguaticus), la temperatura 6ptima es de 72°C (tem-
peratura de extension). Luego de realizarse la sintesis de
la primera cadena, debe producirse la separacion para
permitir la sintesis de la segunda cadena; para ello se ele-
va la temperatura a 95°C (temperatura de desnaturaliza-
cién).

¢ Qué es necesario antes de iniciar
el segundo ciclo?

Antes de iniciar el segundo ciclo de amplificacidn es
necesario que los cebadores se unan a las moléculas de la
plantilla; para esto se disminuye la temperatura a un ran-
20 que oscila entre 50 y 60°C (temperatura de hibrida-
cién [annealing]), lo cual depende de la composicién de
bases del cebador.

+Cudntas veces se repite este ciclo?

Este ciclo se repite entre 30 ¥ 40 veces, al cabo de las
cuales en el caso de que originalmente hubiera estado
presente la molécula de plantilla, se dispondrd de miles
de millones de copias de un segmento, acotado por los
cebadores, de la molécula inicial (amplicones).

Qué se implementa para determinar
si la reac ocurrio?

Para determinar si la reaccién ocurrig (es decir, si el
DNA buscado se hallaba en la muestra original), se pue-
de correr un gel de agarosa, el cual es un soporte en el
que los amplicones se desplazan en presencia de un cam-
po eléctrico, donde se observa, en presencia de bromuro

- =
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de etidio y transiluminando con luz ultravioleta, si se ha-
llan presentes moléculas del tamafio esperado (fig. 5-1).

En qué ofra forma puede revelarse
la amplificacién?

La amplificacion también puede revelarse mediante
una reaccion de enzimoinmunoensayo (EIA), con el em-
pleo de un cebador de captura unido a una microplaca y
estreptavidina conjugada. Para esto, durante la amplifica-
c¢ién debe utilizarse un cebador biotinilado.

RT-PCR

2Qué se debe hacer debido a la inestabilidad
del RNA, antes de amplificarlo?

Debido a su inestabilidad, antes de amplificarlo, el RNA
se debe retrotranscribir. Para ello, una vez extraido, se lle-
va a cabo la reaccién en presencia de la enzima transcrip-
tasa inversa (RT), bases (como trifosfatos de desoxirribo-
nucleétidos), buffer y un cebador, durante 45 a 90 min, a
42°C (AMYV), 37°C (MMLYV) o 60°C (Tht)

:De qué origen puede ser la enzima?

La enzima puede ser de diferentes origenes; las de uso
mds corriente son:

AMY (virus de la mieloblastosis aviaria)
MMLY (virus Moloney de la leucemia murina)

+Qué generan?

Generan una cadena de DNA complementario (¢cDNA)
a la molécula de RNA que actia como plantilla.

1€ se utiliza en la actualidad?

in la actualidad también se utiliza la DNA polimerasa
Thermus termophilus (Tht) que ademds posee actividad
retrotranscriptasa, la cual se activa utilizando manganeso
en lugar de magnesio. El cebador para utilizar durante la
retrotranscripeién puede ser especifico para el RNA que
se quiere retrotranscribir (incluso puede ser el mismo que
se utilice durante la PCR), como también puede ser un
random hexamer.

(Qué es el random hexamer?

Es una mezcla de cebadores con todas las combinacio-
nes posibles de seis bases; de este modo se retrotranscri-
be todo el RNA que se encuentre en la muestra y luego
durante la PCR se establece la especificidad de la ampli-
ficacién con los cebadores.

Existe otra opcion?

Una tercera opcion es utilizar “oligo(dT) primers”, ya
que la mayoria de los RNA tiene en uno de sus extremos

-8
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Fig. 5-1. Observacién de resultados sobre gel de la reaccién en cadena
de la polimerasa, En T, corrida de testigos. En 1 a iltados negati-
vos. De 6 a 13, resultados positivos de las muestras analizadas.

un conjunto de adenosinas consecutivas, el oligo(dT) se
une a ellas, se lleva a cabo la retrotranscripcion y luego,
como en el caso de los random hexamer, se realiza la am-
plificacién con cebadores especificos.

NESTED PCR

2 Qué es la nested PCR?

La nested PCR (PCR interna o anidada) consiste en
realizar una PCR a partir del producto de una PCR pre-
via,

£ Cuadl es su utilidad?

Su utilidad se halla en la posibilidad de aumentar la
sensibilidad de la reaccién; pero ademds puede emplear-
se como método de tipificacion; por ejemplo, la primera
PCR se realiza con cebadores para un agente etiolégico
determinado.

& Qué se realiza para subtipificar?

Para subtipificar, en tubos de reaccién separados se
realiza la nested PCR con cebadores especificos para ca-
da subtipo (p. ¢j., tipificacién de HPV, HCV). Por lo ge-
neral se toma un pequefio volumen de la primera reac-
cién de PCR (1-2 uL) y se coloca en el tubo de reaccién
de 1a nested PCR.

&Se realizan mezclas de todos los reactivos?

Las mezclas (mixes) de reacciOn contienen varios reac-
tivos, los que se encuentran en un volumen de reaccién
de 20 a 100 pL, lo cual implica tener que pipetear vold-
menes del orden del microlitro con el consecuente error
que esto conlleva. Por lo tanto, en la prictica se realizan
mezclas de todos los reactivos, para varias reacciones, y
luego se agrega a la muestra de DNA que se ha de am-
plificar el volumen de mezcla correspondiente.




22 EL DIAGNOSTICO EN CLINICA ESTOMATOLOGICA

polimera

empre se provee con el buffer?

La polimerasa siempre se provee con el buffer corres-
pondiente para utilizar durante la amplificacion; es im-
portante informarse si contiene magnesio para conside-
rarlo en el momento de determinar la concentracion final
de magnesio en la reaccién.

importante Ia concentr: n de magnesi

Es un factor importante que condiciona el rendimien-
to de la Taq polimerasa.

¢ Qué ocurre si falta magnesio o si estd en exceso?

La enzima es inactiva si el magnesio se encuentra en
defecto y en caso de hallarse en exceso afecta la fidelidad
de la enzima, con lo que aumenta la tasa de amplificacién
inespecifica. Por lo tanto, es importante considerar que la
plantilla de DNA, los ANTP y los agentes quelantes mo-
difican la concentracién de magnesio libre

¢ Cuadl es el rango de la concentracién final
de magnesio utilizado?

El rango de concentracion final de magnesio general-
mente utilizado es de entre 1,5 y 2,5 mM. En caso de que
se realice una RT-PCR, debe considerarse la concentracién
de magnesio que se “arrastra” de la retrotranscripcion, ya
que la concentracidn en esta reaccion es de 3 a 10 mM.

:Cuil es el valor de homogeneizar la solucién
de magnesio?

Es importante homogeneizar la solucién de magnesio
antes de utilizarla, ya que cuando se congela se forman
gradientes de distinta concentracion.

2Una cantidad mayor de enzima garantiza
una amplificacién mejor?

Se utilizan 25 mU/pL de reaccién; una cantidad ma-
yor de enzima no garantiza una amplificacién mejor, por
el contrario induce a la generacién de productos inespe-
cificos, asi{ como a la de amplificados degradados debido
a la actividad exonucleasa intrinseca de la polimerasa.

,Qué gama de polimerasas termoestables tenemos?

En la actualidad existe una variada gama de polimera-
sas termoestables provenientes de diferentes microorga-
nismos, que varfan en su fidelidad, actividad especifica,
etc. (Taq, Tht, Thermococcus litoralis (T1i), Thermus fla-
vus (Tf1).

De qué depende la Tm (temperatura
de desnaturalizacién) de cada cebador?

Cada cebador tiene una Tm (temperatura de melting [de
desnaturalizacién]) segiin su composicion nucleotidica;
ésta determina la temperatura de hibridacién (annealing).

Es importante que la de ambos cebadores se encuentren
dentro de un range aproximado de 5°C, para evitar asi la
utilizacién de una temperatura de hibridacion excesiva-
mente baja para uno de los cebadores (el de mayor Tm).

:Cual es el rango de la concentracién final
de cada cebador?

La concentracién final de cada cebador en la reaccion
varfa en un rango de 0,25 a 1 uM (se recomienda separar
los cebadores en alicuotas para stock en una concentra-
cion de entre 20 y 50 pM).

2Cual es la concentracion final de nucledtidos
en la amplificacion?

La concentracion final de nucledtidos utilizada en la
amplificacién es de 40 a 50 uM de cada una de las bases.

;Cudl es la concentracidn final de nucleétidos
para la retrotranscripcién?

La concentracion final de nucledtidos para la retro-
transcripeion de 200 a 250 puM. (se recomienda dividir
en alicuotas los desoxinucledtidos para stock en una
concentracion de entre 0,2 y 1,0 mM de la mezcla de los
cuatro).

Realizada la estandarizacion, ;de qué depende
el éxito de la amplificacion?

Una vez que los demds componentes de la reaccion
se hallan estandarizados, el éxito de la amplificacion
depende de la cantidad y de la calidad de la plantilla. En
el diagnostico clinico, la cantidad de plantilla en gene-
ral es un factor desconocido, por lo cual es importante
centrar la atencién en la calidad del DNA que se ha de
amplificar.

< Qué inhibidores enzimditicos deben reducirse
o eliminarse antes de proceder a la amplificacion?

Debe considerarse que sales, proteasas, solventes or-
gdnicos y el etanol (utilizados durante la extraccién del
dcido nucleico) son inhibidores enzimiticos; por lo tan-
to, se deben eliminar o reducir su presencia al maximo
antes de proceder a la amplificacion.

2Qué ocurre si se necesitan mas de 40 ciclos?

Un axioma de la amplificacién por PCR dice ne-
cesitas mds de 40 ciclos para realizar una amplificacion,
estds en problemas.”

iNo es que a mayor niimero de
es el poder de la amplificacion?

los, mayor

A mayor niimero de ciclos, mayor es el poder de am-
plificacién y por lo tanto mayor es la sensibilidad de la
téenica; sin embargo, a medida que la reaccién transcu-
rre, la polimerasa se deteriora debido a la exposicion a la
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temperatura de desnaturalizacion, lo cual ademds de mer-
mar la actividad de la enzima genera productos secunda-
l'iO\ ‘U cual resulta en un smear.

2Qué valor tiene la temperatura
de hibridacién?

La temperatura de hibridacién (annealing) es funda-
mental durante el proceso de amplificacion y se halla
condicionada por la Tm de los cebadores.
£ Qué ocurre con una hibridacion alta?

Una hibridacién alta (> 60°C) minimiza la unién ines-

pecifica de los cebadores, reduce la dimerizacién de ce-
badores y reduce el tiempo de amplificacion.

. Cudl debe ser la temperatura de hibridacion?

La temperatura de hibridacion debe ser igual o 5
menor que la Tm de los cebadores; a temperaturas mayo-
res, el cebador no se une a la plantilla y a temperaturas
menores puede unirse de manera inespecifica.

:De qué depende Ia Tm de los cebadores?

La Tm de los cebadores depende de la composicién
nucleotidica de éstos, de su tamafio y de la fuerza iénica
en la reaccion.

2 Qué estrategia se puede utilizar?

Una estrategia utilizada consiste en realizar los prime-
ro$ 5-10 ciclos a una temperatura de hibridacién 5°C de-
bajo de la Tm y luego los restantes ciclos a la Tm; de es-
te modo, en los primeros ciclos se intenta aumentar la
cantidad de plantilla y luego se aumenta la astringencia
(especificidad) de la reacci6n

;De qué depende el tiempo de cada
temperatura?

El tiempo de cada temperatura (extensién, desnaturali-
zacion, hibridacion) dependen del termociclador utiliza-
do; por lo tanto, deberdn adaptarse los protocolos al que
se dispone. El tiempo de extensién también depende en
forma proporcional del tamano del fragmento que se ha
de amplificar,

PCR CUA

NTITATIVA

Sobre la base de la metodologia PCR, ;existen
técnicas que permitan determinar la concentracion
de la plantilla en la muestra?

Sobre la base de la metodologia original de PCR se
han desarrollado diferentes técnicas que permiten deter-
minar la concentracién de la plantilla en la muestra de
interés. Existen dos modelos generales de cuantifica-
clon

2
W

:Cuales son esos modelos?

Competitivo y no competitivo.

A, ;Cudl es el fundamento del método competitivo?

El fundamento del método se basa en agregar un con-
trol interno de amplificacion (CI), que es un dcido nuclei-
co inespecifico de concentracion conocida, que durante
la reaccién competird con la plantilla de interés, y solo se
amplificard aquel que inicialmente se hallaba en mayor
concentracion

:En qué concentracion se amplificaran
los dos?

Solo se amplificardn los dos cuando la concentracion
de ambos sea similar (diferencia < 0,5 log10); al final de
la reaccién podrin visualizarse ambos amplicones, ya
que el control interno genera un amplicén de menor ta-
mafo. La concentracion de la muestra desconocida serd
aquella correspondiente al CI en la reaccién en la que
ambos se amplificaron.

B. ; Qué ocurre en el método no competitivo?

En este modelo, el CI serd coamplificado con la plan-
tilla de interés; al final de la reaccion, ambos amplicones
se revelan de modo diferéncial y a partir de la sefal ob-
tenida por el CI (cuya concentracion es conocida) puede
calcularse la del templado.

¢ Cudles son las condiciones de la reaccién?

Las condiciones de la reaccién deben ser tales que el
ClI y la plantilla de interés no compitan durante la ampli-
ficacidn; asi se evita la interferencia de la amplificacion
entre ellos.

;Coémo se logra?

Esto se logra con la realizacién de un nimero reduci-
do de ciclos y con la colocacién de reactivos en exceso.
Las reacciones cuantitativas competitivas tienen un ran-
go de linealidad, fuera del cual ocurre la interferencia y
se desvirtia el fundamento del método.

. Qué se hace para evitar una diferencia
en la eficiencia de la amplificacion?

Para evitar una diferencia en la eficiencia de la ampli-
ficacion, el CI, que es una molécula quimérica (producto
de la ingenieria genética), para amplificarse utiliza los
mismos cebadores que la molécula de la plantilla de in-
terés y que tiene el mismo tamano; solo se diferencia de
la plantilla en la secuencia interna.

:Qué genera la amplificacién por PCR?

La amplific: ra alrededor de 10"

cion per PCR gene

moléculas de amplicones, los cuales se hallan en 100 pL



24 EL DIAGNOSTICO EN CLINICA ESTOMATOLOGICA

de reaceidn (alrededor de 10 mil millones por microli-
tro); para tener una idea de lo que significa, si esto se
diluyera en una piscina olimpica (50 m x 25 m x 2 m),
en 100 uL del agua de la piscina se hallarian 400 ampli-
cones.

Qué podemos hacer para prevenir
la contaminacién?

Para prevenir la contaminacion se han descrito nume-
rosas reglas; algunas de ellas son:

Separacidn de dreas:
Para la reali n de rea
Jcudntas dreas se acons

iones de amplificacién,
a disponer?

Para la realizacién de reacciones de amplificacidn se
aconseja disponer de tres dreas separadas.

2 Qué se dispone en la primera?

Solo se disponen reactivos; no deben manipularse
muestras bioldgicas ni productos de amplificacion. En
esta drea los reactivos se dividen en alicuotas y se prepa-
ran mezclas (mixes).

4Qué se procesa en la segunda?

En la segunda drea se procesan las muestras en andli-
sis, se extraen los dcidos nucleicos y, en el caso que co-
rresponda, se retrotranscriben. No deben introducirse
productos de amplificacién; en esta drea se encuentran
las enzimas, las cuales se agregan a las mezclas en el mo-
mento de utilizarlas y de este modo se evita tener que re-
gresar a la primera drea

2Qué se lleva a cabo en fa tercera?

la tercera drea se lleva a cabo la reaccién de ampli-
ficacién y su manipulacion, asi como la visualizacién de
los amplicones mediante un gel de agarosa o una re
cion de EIA.

;Camo es el trinsito entre las dreas?

El trdnsito entre las dreas debe ser unidireccional de la
primera hacia la tercera; debe evitarse la circulacién en el
sentido contrario.

;Qué debe disponerse en cada una ell

En cada una debe disponerse de un conjunto de pipe-
tas, guantes, tips y todos los reactivos necesarios. Por
ejemplo, es de utilidad colocar el stock de guantes y tips
en la primera drea y cada vez que se inicia el proceso de
amplificacion se toman cajas de guantes y de rips y se lle-
van a la segunda area v cuando se deba realizar la ampli-
ficacién, se lleva una de las cajas de guantes y los rips a
la tercera drea; de este modo se evita el riesgo de estar en
el drea de amplificacién y de tener que ir a una de las
otras a buscar material.

B. Alicuotas de reactivos:
;Cudl es el valor en caso de que se presente conta-
minacién?

Esto permite descartar las alicuotas de reactivo en uso,
en caso de que haya contaminacién. En general las enzi-
mas no se separan en alicuotas debido a que por su vis-
cosidad no resulta prictico.

C. Guantes descartables
¢ Cada cuanto deben cambiarse los guantes?

Los guantes deben cambiarse con cierta frecuencia con
la finalidad de evitar la transferencia de DNA, con la con-
secuente contaminacion por carryover, y la generacién de
resultados falsos positivos. Se recomienda el cambio de
guantes luego de abrir la heladera, de tocar material que
pueda estar contaminado o simplemente entre las diferen-
tes fases del procesamiento de las muestras. Hay que con-
siderar que el valor de una caja de guantes es menor que
el de una sola reaccién de PCR y que, si se observa con-
taminacion, en el mejor de los casos deberd repetirse y
puede significar el informe de un resultado equivocado
También es itil utilizar guardapolvos diferentes en cada
drea, individualizados de modo que no'puedan mezclarse.

Controles:
:Cudndo es necesario incluir controles y cudntos?

Es necesario incluir controles desde el inicio del pro-
cesamiento de las muestras, La cantidad de controles de-
pende de la prevalencia de las muestras que se procesen.
En muestreos con alta prevalencia de positividad debe in-
crementarse el mimero de controles negativos.

< Cudndo se incluyen los controles positivos?

Los controles positivos se incluiréin al final de las muestras.

+De qué manera es conveniente distribuir
los controles negativos?

Es conveniente distribuir los controles negativos entre
las muestras desconocidas. Como control negativo es
aconsejable utilizar un suero, en lugar de agua u otra sus-
tancia. También es conveniente disponer de una “DNAte-
ca” de RNA y DNA extraidos, asi como cDNA retro-
transcritos con la finalidad de poder evaluar, en caso que
los controles positivos no amplifiquen, cudl es el reacti-
vo que no estd funcionando.

REVISION DE TECNICAS DE BIOLOGIA
MOLECULAR (BM) APLICABLES

AL DIAGNOSTICO DE INFECCIONES
DE TRANSMISION SEXUAL (ITS)

indo se determiné la estructura del DNA?

En 1953, James Watson y Francis Crick lograron de-
terminar la estructura del dcido desoxirribonucleico
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(DNA), una de las realizaciones mds extraordinarias de la
inteligencia humana.

£ Cuil es la constitucién de la molécula de DNA?

En la constitucion de la molécula de DNA intervienen
cuatro nucledtidos diferentes, que codifican un repertorio
de informaci6n tan amplio y universal como para poder
incluir en €l la programacion de todas las formas de vida
hasta hoy conocidas.

¢ Qué cantidades de DNA se pueden detectar?

La BM desarroll6 técnicas que permiten detectar can-
tidades minimas de dcidos nucleicos (AN). Inicialmente
se obtuvieron sondas de AN por clonado en bacterias, de
Escherichia coli por ejemplo, que puede tener pequefias
porciones de dsDNA (ds: double sirand, doble cadena)
extranticleo, denominadas plasmidos, que se replican con
independencia del DNA cromosémico, lo cual permite
por ingenieria genética la produccion de AN con secuen-
cias predeterminadas para amplificar porciones del geno-
ma en estudio,

<Cuil es el valor de la PCR?

Con la introduccién de la reaccion en cadena de la po-
limerasa (PCR), se alcanzé una capacidad mayor de am-
plificacién de secuencias especificas, con el consecuente
mayor nivel de sensibilidad, combindndose con posterio-
res hibridizaciones cuando se necesita mayor especifici-
dad.

La PCR, técnica de amplificacién in vitro, es mds rd-
pida y sencilla que el clonado. A partir de una molécula
de DNA o de su copia cDNA se obtienen millones de co-
pias de uno de sus fragmentos, lo cual permite disponer
de una cantidad suficiente para analizar lo amplificado
con metodologfa cldsica.

;La metodologia molecular mejora los diagnésticos?

La metodologia molecular mejora los diagnésticos por
su sensibilidad, su especificidad, su reproducibilidad y/o
al permitir diagnésticos dificiles de realizar por:

Cultivos celulares (HSV, HIV, Chlamydia)
Bacteriolégicos (Haemophilus, gonococos)
Microscopia electrénica (treponemas)

+Qué permite la metodologia molecular?

La metodologia molecular permite la deteccién del an-
tigeno (Ag); son los métodos que facilitan la deteccién
de Ag, referidos como “patrén oro” (gold standard), con
ventajas sobre la deteccién de anticuerpos especificos
(Ace) tanto del tipo IgG, IeM o IgA por ELISA o RIA.

Cudl es ¢l valor de] Ap?

La deteccién del Ag permite determinar un proceso in-
feccioso en actividad; los Ac dificilmente facilitan la di-

ferenciacién entre enfermedad, infeccion o colonizaci6n,
es decir, si la persona fiene o tuvo la enfermedad y si la
supero.

:Con qué comienza la aplicacién de técnicas
de metodologia molecular?

La aplicacién de técnicas de metodologia molecular
comienza con la produccién de oligonucledtidos (ON)
sintetizados con secuencias conocidas para amplificar
dcidos nucleicos (AN) de una zona determinada del ge-
noma por investigar, acopldndose los ON a las secuen-
cias complementarias de los AN: adenina-timina, unidos
por un doble puente de hidrégeno y citidina-guanina,
unidos por un triple puente.

PRINCIPIOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

+Qué informacién bisica nos brinda
Ia biologia molecular?

Que la informacién genética de los microorganismos
estd en sus AN, es decir su DNA o su 4cido ribonucleico
(RNA). Los genomas virales consisten en DNA o RNA
donde los AN pueden ser de cadena tinica (ss: single
strand) o de cadena doble (ds). Los genomas de los agen-
tes infecciosos més evolucionados tienen dsDNA.

i Como se consigue la separacion de las cadenas

de DNA?

El DNA en su estado ds es muy estable; la separacién
de sus dos cadenas se consigue por calentamiento sobre
su punto de fusién (95°C), proceso denominado desnatu-
ralizacién, que se obtiene con el aumento del pH y/o la
reduccion de la concentracién de sales del medio donde
fisiol6gicamente estd el dsDNA,

i Qué ocurre en estas condiciones?

En estas condiciones, la desnaturalizacién produce ca-
denas tinicas de AN que se combinan con AN producidos
en forma sintética: cebadores, con una secuenciacién com-
plementaria exacta y se juntan de manera especifica, para
formar moléculas dobles por aparear las bases de los AN,

i Quiénes realizan esta complementacion?
Como se menciond, esta complementacién la realizan
adenina (A)//(T)timina y citosina (C)///guanina. En los

casos de DNA-RNA o RNA-RNA, los diiplex de (A) se
hacen con uracilo.

Cudl es e material de partida para ka PCR?

El material de partida para la PCR es una secuencia
marcada (predeterminada) del DNA que se investiga. Si
el agente etioldgico por determinar es RNA, luego de su
extraccion, el primer paso es tratarlo con la enzima trans-
criptasa inversa para obtenerlo como DNA.,
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Fig. 5-2. Cultivo de Thayer-Martin en placa de Petri.

L Qué se hace?

Se desnaturaliza el dsDNA en un termociclador por
calentamiento (en general a 95°C, inicialmente 60 segun-
dos); entonces los cebadores no codificantes (antisense)
complementan cadenas en el lugar deseado de la secuen-
cia marcada del DNA en estudio y comienzan las ampli-
ficaciones con gran estabilidad de los productos obteni-
dos.

;Cémo se contintia?

Se continta con ciclos de 55°C, de 30 segundos, y se
extiende dena hasta completar la zona marcada para
su amplificacion por la accién de la enzima obtenida de
la Taq polimerasa. Contimian ciclos con cebadores no
codificantes y codificantes (sense) en forma sucesiva a
72°C, de 90-240 segundos. Se completan 30 a 40 ciclos,
que llevan a una amplificacion minima de 10%

gonorrhoeqe en medio de

Fig. 5-3. Morfologfa de colonias de
§ artin en soportes rectangulares

:Coémo se hac implificaciones?

Todas las amplificaciones se hacen por duplicado.

Qué incluyen?

Incluyen controles negativos que no tienen DNA vy los
controles positivos con mezclas de DNA de tres pldsmi-
dos que contienen fragmentos clonados de la zona del
gen por marcar (gene farget).

¢ Qué se utiliza para detectar los productos
de la amplificacion?

Para detectar los productos de la amplificacion obteni-
da por PCR se utilizan microcubetas que tienen ON de
captura y la téenica finaliza mediante la lectura colorimé-
trica, que es proporcional al antigeno (parte marcada del
DNA del gen) amplificado.

El laboratorio bioquimico
en el diagnostico de las infecciones

ACTINOMICOSIS (ACTINOMYCES)

Actinomyces es un género de microorganismos anaero-
bios grampositivos con caracterfsticas baciliformes fila-
mentosas, que no esporulan. Esto permite diferenciarlos
del género Clostridium, que son formadores de esporas.

Entre las especies cabe mencionar A. israelii, A. odon-
tolyricus, A. naeslundii.

Estos microorganismos son parte de la flora normal de
la boca y del tracto genital femenino y producen infec-
ciones “oportunistas”.

Se solicita:

Observacién microscopica por campo oscuro (x400).
Muy util en periodontitis juvenil.

— Examen bacterioscopico por coloracion de Gram.

— Cultivo en medio anaerobio (metronidazol).

Serologifa:
- ID.
IFD.

BIBLIOGRAFIA
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ANGINA GONOCOCICA

Agente etiolégico: Neisseria gonorrhoeae (figs. 5-2 a 5-4).
Coloraciones: Azul de metileno
Gram
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Cultivo especifico de Thayer-Martin

Existe flora bacteriana mixta, por ejemplo Acinetobac-
ter ylo Moraxella, gramnegativas que en el examen di-
recto pueden confundirse con N. gonorrhoeae.

Aumenta la certeza con la realizacién de pruebas de
fermentacion de aziicares (glucosa, maltosa, lactosa y sa-
carosa) y confirmaciones inmunoldgicas mediante anti-
cuerpos monoclonales.

Deteccidn in vitro de resistencia antimicrobiana
mediada por plasmidos

Neisseria gonorrhoeae productora de penicilasa
(PPNG): son cepas resistentes a la penicilina y las ampi-
cilinas por la enzima betalactamasa que hidroliza estos
antibidticos, inactivindolos. La deteccion de produccién
de betalactamasa puede realizarse por:

Método acidimétrico, que utiliza un indicador de pH
que indica aumento de acidez por el clivaje del anillo be-
talactimico de la penicilina o la ampicilina

Método yodométrico, que detecta un cambio de color
causado por la reduccion del yodo por el 4cido peniciloi-
co proveniente de su hidrélisis.

Método cromogénico de la cefalosporina; también de-
tecta, como el yodométrico, un cambio de color luego de
la hidrélisis del anillo betalactdmico.

. gonorrhoeae resistente a la tetraciclina (TRNG):
pldsmido determinado por su habilidad de crecer en un me-
dio que contenga 10 mg de tetraciclina por litro de cultivo.

Exdimenes especiales

Reaccién en cadena de la ligasa (LCX): es la reaccién
de referencia. cumple con los criterios del gold standard.
Produce la amplificacion gendmica, catalizada por la en-
zima ligasa y puede detectar antigeno gonocdcico en ori-
na con dos horas de retencion.

Recciones de laboratorio de menor a mayor
complejidad

1. Coloraciones: azul de metileno.

Gram

Mis de 5 PMN (neutréfilos polimorfonucleares) por
campo (x400) con diplococos intracelulares o sin éstos
establecen el diagndstico

. Cultivo de Thayer-Martin o similar (en mujeres, las
coloraciones de material obtenido del tracto genital in-
ferior pueden confundir con Acinetobacter o Moraxe-
tla), por lo que es necesario el cultivo.

. En aislamientos, cuando clinicamente corresponda de-
terminar actividad de betalactamasa.

. Determinacion de la concentracién inhibitoria minima
(CIM) antimicrobiana.

5. LCX (x

eaccion en cadena de la ligasa).

&)

w

£

ANGINA DE VINCENT O GINGIVITIS
DE VINCENT O ASOCIACION FUSOESPIRILAR

Es una gingivitis aguda ulcerosa y necrosante, cuya
etiologia es una bacteria no formadora de esporas, con

Fig. 5-4. Cultivo anaerobio de N. gonorrhoeae en laboratorios que no
disponen de estufas reguladas con anhidrido carbénico.

localizacion anatémica en la boca, de la familia Fusobac-
terium, a la que pertenecen, entre otras especies: Fuso-
bacterium necrophorum y Treponema refringens.

Para su diagndstico se solicita:

— Observacion microscépica por campo 0scuro,

— Coloracién de Gram: en la angina de Vincent, el infor-
me indicard bacilos gramnegativos.

— Cultivo en medio anaerobio.

— HPLC; en caso de que exista asociacién fusoespirilar,
se obtiene una concentracion elevada de dcido butirico.
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ANGIOMATOSIS BACILAR

Su forma crénica se conoce con el nombre “verruga
peruana”.

Agente etiolégico: Bartonella henselae, una alfaproto-
bacteria.

Gramnegativa. En su clasificacién anterior se denomi-
naba Rochalimaea henselae.

fector mds comiin: gatos.
Se solicita:
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A -

Fig. 5-5. Observacion microscopica del material en estudio; se detec-
tan hifas esporuladas gramnegativas.

En sangre, de rutina: hemograma y bilirrubina, por ser
caracteristica la anemia hemolitica.

En la fase febril septicémica: hemocultivos especificos
seriados, minimo tres muestras/dfa por ser microorganis-
mos dificiles de cultivar.

Exdmenes especiales, donde se justifique epidemiol6-
gicamente por su prevalencia.

— En suero y LCR: se solicita deteccién de Ac IgM e
1gG, anti B. henselae por ELISA.

— También en suero y LCR: se solicita PCR para DNA
especifico de B. henselae.

PECIES DE ASPERGILLUS
Exdmenes utilizados en sangre:

— ELISA IgG, 1gM, IgA, IgE especificas (por la sintoma-
tologia alérgica: ABPA, alergia por aspergilosis bron-
copulmonar; también se solicita IgE total).

- LA.

- 1D.

Exdamenes especiales
— IB; da una banda en 100 kD (este examen es iitil en

- RAST.
- Cultivo micol6gico para especies de Aspergillus.

Se pueden detectar galactomananas antigénicas de es-
pecies de Aspergillus en orina en la aspergilosis.
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CANDIDIASIS
Para el diagndstico de la candidiasis oral, se solicita:

1. Bacterioscépico directo para Candida.
11. Cultive semicuantitativo de Candida albicans.

En el bacterioscopico, el frotis se colorea por el méto-
do de Gram o azul de metileno. Es significativo si C. al-
bicans es la flora predominante.

El cultivo debe solicitarse en un medio especifico, Sa-
bouraud o similar. Tiene significacion si se obtiene desa-
rrollo por lo menos hasta el tercer repique (técnicamente
se informa desarrollo hasta tercera estria (fig. 5-5).

Otra forma de detectar C. albicans es por su composi-
cién antigénica, en especial por los hidratos de carbono
de su pared celular, constituida en una proporcién impor-
tante por mananas, hidratos de carbono ricos en manosa,
que dan reacciones positivas (reactividad) con anticuer-
pas especificos contra C. albicans que utiliza el laborato-
rio como reactivo. Dentro de estos controles, se solicitan
los siguientes andlisis para C. albicans:

-~ LA (considerar clinicamente dtiles titulos iguales o
mayores de cuatro).

- ELISA.

- RIA.

Los estudios hasta aqui mencionados pueden detectar
el agente etiolégico (DNA) o parte de sus antigenos en
sangre, orina, esputo y/o saliva; son mds ttiles que las
reacciones seroldgicas, porque el titulo de anticuerpos
especificos contra C. albicans, aun en infectados, en ge-
neral es bajo, de modo que resulta dificultoso diferen-
ciar colonizacién de infeccién o de sepsis por C. albi-
cans.

Las reacciones serolégicas son ttiles para conocer la
evolucién de la enfermedad y la eficacia del tratamiento
utilizado.

Serologia para C. albicans

La CIE y la ID tienen cierta utilidad en inmunocompe-
tentes. No sucede lo mismo en inmunocomprometidos,
que pricticamente no tienen respuesta de Ac 0 es muy es-
casa para reconocer nuevos agentes etiolégicos.

La IFI IgM especifica, pese a cruzar con anticuerpos
antiblastoconidios, confirma la sepsis por C. albicans.

Exdmenes especiales para C. albicans

Justificables en candidiasis crénica con atrofia oral.

IB para p32 y p65 kD.

PCR para amplificar su DNA. La amplificacién del an-
tigeno ribosémico de C. albicans se realiza por amplifi-
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cdcién con PCR seguida por RFLP (polimorfismo de lon-
gitud del fragmento de restriccién).

Moab (anticuerpos monoclonales) contra antigenos de
membrana y citoplasmdticos, en particular en estudios de
investigacion que serotipifiquen.
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CITOMEGALOVIRUS (CMV)

Prevalencia en la poblacién adulta: mayor del 60%.

Se solic
Deteccion Ag CMV.

— En sangre (se detectan sobre todo en neutréfilos y
linfocitos) (fig. 5-6).

- Por cultivo celular:
En orina (es mis sensible que en sangre, en especial
€N ninos).
En LCR.
En liquide de lavado broncoalveolar.

Serologia

EIA IgM-CMV.
RIA IgM-CMV.

Examenes especiales

IB para CMV en sangre.

PCR para CMV. La amplificacién de su DNA en san-
gre periférica es una prueba de infeccién activa.

La PCR para CMV puede solicitarse en cualquiera de
los materiales biolégicos mencionados.

EI CMV es una de las causas més importantes de infec-
cion en el trasplante de érganos sdlidos o de médula 6sea.
Para prevenir la enfermedad por CMV en los pacientes de
alto riesgo se han realizado estudios que demuestran una
ventaja potencial del uso del tratamiento combinado de
aciclovir (ACV) mds ganciclovir (GCV) o valaciclovir
(VCV) y gammaglobulina hiperinmune (CMVIg). En el
grupo de alto riesgo sin profilaxis, la expectativa de enfer-

s 311.-\‘..- < LG-‘J‘"N N ‘.c !

Fig. 5-6. Frotis enriquecidos en neutréfilos, observacion microsepica
x1.000; por ELISA se determina (parte central de la figura) Ag CMV
reactivo en neutréfilos,

medad ronda el 55-60%. Con el tratamiento combinado,
este porcentaje se limita al 19%, y aun cuando ocurre, la
enfermedad es leve y de fdcil control.
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COXSACKIEVIRUS

El coxsackievirus (CV) es un enterovirus que se clasi-
fica en dos grupes: A (CA) y B (CB). Pueden afectar el
sistema nervioso central, el midsculo esquelético, el cora-
z0n, el higado y los pulmones. Provocan infecciones agu-
das: meningitis y encefalitis. Las infecciones por C'V son
mas graves en neonatos.

Diagndstico

El CV puede cultivarse en LCR, sangre, hisopado de
fauces y materia fecal.

Serologia

—IgM anticuerpo de captura ELISA (MAC IgM ELISA).

[

- IgA anticuerpo de captura ELISA (MAC IgA ELISA).
- IgG anticuerpo de captura ELISA (MAC IgG ELISA).
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E

damenes especiales

TR-PCR para RNA coxsackievirus.

Diferenciacién entre CA y CB por caracteristicas his-
topatolégicas en el misculo esquelético de ratones. Tro-
pismo selectivo en ciertas lineas celulares y patrones de
neutralizacién con el uso de antisueros patrones provis-
tos por la OMS.
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CRYPTOCOCCUS

JOF ORMANS

En sangre, deteccion de Ag:

- LA.
En sangre, deteccion y cuantificacion:

— EIA para Ac contra Ag capsular polisacdrido de C. neo-
Jormans.

- IFL
En LCR:

- LA.

— EIA que también cuantifica y detecta C. neoformans,
serotipos A y B (no C o D).

_ Moab (anticuerpos monoclonales) para deteccion de
Ag de C. neoformans que no contiene carbohidratos en
su constitucion.

Exdmenes especiales
Cultivo micol6gico.
— IB para Ac que reaccionan con Ag de C. neoformans

no carbohidratos.
PCR, amplifica genoma de DNA.
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DISFUNCIONES INMUNOLOGICAS

El sindrome de Sjdgren, el lupus eritematoso sistémi-
co. la esclerodermia, el pénfigo y ¢l penfigoides para el

laboratorio son alteraciones inmunolégicas, con una ca-
racteristica general: la produccion de autoanticuerpos.

Posibles mecanismos:

Humoral: anticuerpos (Ac) contra autoantigenos; su
reactividad puede corresponder de manera especifica a
una patologia o reaccionar por mayor sensibilidad que
especificidad a los autoantigenos que presentan cierta
proporcion de mosaico antigénico comiin, para enferme-
dades interrelacionadas.

ENA (extractable nuclear antigens [antigenos ex-
traibles del nicleo]) AclgG

Son autoanticuerpos contra small nuclear ribonucleo-
proteins (snRNP) (ribonucleoproteinas nucleares peque-
fias) y small cellular ribonucleaproteins (scRNP) (ribo-
nucleoproteinas celulares pequefias), que son polipépti-
dos unidos a RNA y se detectan por dosaje de autoanti-
cuerpos Jo 1, Sel 70, Sm, SS-A/Ro, SS-B/La, RNP. Se
realizan por IFL, ID, IB, CIE y ELISA.

Las siguientes determinaciones son dtiles para el diag-
néstico y la monitorizacién de disfunciones inmunolégi-
cas:

Complemento total, fracciones ClyC4.

Proteinograma electroforético.

Inmunoglobulinas (Ig) GAME (E para detectar posi-
ble alergia).

IgA secretora en saliva/IgA secrefora en mucosas.

Los “depdsitos™ de inmunocomplejos circulantes
(ICC) = antigenos virales y/o bacterianos + sus Ac +
complemento, vuelcan su €xceso en la circulacién gene-
ral, Los ICC pueden depositarse y pasar a la sangre peri-
férica desde cualquier parte del organismo, tanto en la
stria vascularis como en el plexo coroide, el cerebro y los
glomérulos renales, y son caracteristicos de vasculitis
necrosante y de la granulomatosis.

Celular: respuesta inmune mediada por células, en la
préctica diaria: subpoblaciones linfocitarias.

Se solicita:

CD3, CD4, CD8 (CD: cluster differentiation).

CD3 = Linfocitos timo-dependientes maduros.

CD4 = Linfocitos T helpers, inductores, son los referis
de la inmunidad.

CD8 = Linfocitos supresores: citotéxicos, actian so-
bre targets presentados por los CDA4.

El control de la inmunidad celular expresado en forma
cuantitativa en resultados absolutos y relativos permite
monitorizar la evoluci6n de la enfermedad y la eficacia
del posible tratamiento.

Esquema minimo de pruebas especificas para solicitar
en:

Sindrome de Sjogren:

SSA/Ro.
SSB/La: deteccion de 1gG.
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Estos autoanticuerpos se detectan por ELISA IFI, ID,
CIE, 1B.
ANA (anticuerpos antinucleares), sinénimo de ANF
(factor antinuclear).
Factor reumatoideo.
Proteina C reactiva e IgG total, cuantitativas.

Lupus eritematoso sistémico (LES):
Para su diagnéstico: ANA (ANF)

Autoanticuerpos dsDNA (es contra DNA nativo).
Autoanticuerpos Sm.

Factor reumatoideo.

Proteina C reactiva e IgG total cuantitativas.

Para su seguimiento:
dsDNA titulado.
Fracciones de complemento C3 y C4,

Esclerodermia
Autoanticuerpos IgG Scl-70.
Autoanticuerpos anticentrémer

En pacientes adultos con sindrome de miositis-escle-
rodermia se detectan:

Autoanticuerpos PM-Scl.

Pénfigo-penfigoide:

Autoanticuerpos totales antipiel, interepitelial y der-
moepidérmico.

Se detectan en suero por IFL

VIRUS DE EPSTEIN-BARR
MONONUCLEOSIS INFECCIOSA

El virus de Epstein-Barr (EBV) pertenece a la familia
de los herpesvirus.

Se solicita:

Serologia

- Monotest aglutinacion. Es un andlisis no especifico pa-
ra EBV. Detecta Ac heterdfilos en general y da titulos
positivos en mononucleosis, mayores en dilucién 10
(diez), en el 95% de los casos.

— EBV-EA (EA = antf{geno temprano) IgM/IgG. Su IgM
especifica da resultado reactivo a los 3-6 dias posterio-
res a la aparicién de sintomas y/o signos clinicos.

— EBV-VCA (VCA= antigenos de la ciispide viral) IgM/
12G.

— EBNA (antigenos nucleares del virus de Epstein-Barr).

La presencia de Ac IgM-VCA o de IgM/IgG-EA, con
titulos bajos, con un resultado no reactivo de EBNA es
indicativo de infeccidn reciente.

La persistencia de IgG EA e IgG VCA es indicativa de
infeccion crénica por EBV, relacionada por algunos au-
tores con el sindrome de fatiga crénica.

Se recomienda solicitar estudio de transaminasas
oxalacética y pirdvica, que si bien no dan valores tan

elevados como en las hepatitis, triplican o cuadruplican
los valores normales de referencia expresados en U/L.

Exdmenes especiales

Indicados en trastornos linfoproliferativos, carcinoma
nasofaringeo, metistasis de cuello, donde pueden ampli-
ficarse genomas de EBV

DNA EBV hibridacién en sangre y/o tejidos.

— PCR para EBV en sangre, saliva y/o tejidos.
Se utilizan especialmente los elementos mononuclea-

res de sangre periférica
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ESTREPTOCOCOS (E) -
DEL GRUPO A (GAS)

FTREPTOCOCOS

El estreptococo betahemolitico del grupo A de Lance-
field es el agente etiologico que inicialmente produce una
inflamacién de la faringe que se caracteriza por un depd-
sito seudomembranoso (faringitis estreptocdcica), que si
no se diagnostica y trata en el momento oportuno produ-
ce complicaciones clinicas cardiolégicas, como endocar-
ditis bacteriana (fiebre reumdtica), y/o renales (glomeru-
Tonefritis).

Para su diag

stico se solicita:

— Prueba inmunoldgica directa (resultado en minutos)
para detectar antigeno GAS., El resultado reactivo indi-
ca necesidad de tratamiento, en especial cuando se
comprueba el resultado del métedo inmunoquimico
con la positividad de un:

— Cultivo de fauces para aislamiento de estreptococo be-
tahemolitico del grupo A. La evolucién de la enferme-
dad y la eficacia del tratamiento se controlan mediante
exdmenes de rutina: eritrosedimentacién y hemogra-
ma.

— Titulo de antiestreptolisina O (ASTO o ASO); valores
de referencia normales: hasta 200 unidades Todd

— Titulo de antidesoxirribonucleasa de GAS; valores de
referencia normales: hasta 160 Unidades Internaciona-
les/mL.

Como hemos comentado, el diagndstico inmunolégico
y microbioldgico en la faringitis estreptocécica (FE) es
muy importante para prevenir complicaciones como la
ficbre reumitica y la glomerulonefritis posestreptocéci-
ca. Epidemiolégicamente, evita la diseminacién de la en-
fermedad en nifios en edad escolar.
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Con la confirmacién del diagnéstico clinico, se institu-
ve el tratamiento con antibiGticos B-lactimicos durante
un perfodo de 10 dfas, ya que una FE sin tratamiento en
¢l momento adecuado lleva a la necesidad de medicacién
durante anos.
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FLORA ANAEROBIA

Son los gérmenes mds comunes en la placa oral y en
saliva. Su reproduccién excesiva estd relacionada, igual
que Helicobacter pylori, con la halitosis.

Se solicita:

Observacién macroscépica sobre portaobjetos de una
gota del material obtenido mds una gota de hidréxido de
potasio al 5-10%. La formacién de un hilo filante que se
levanta con un ansa es caracterfstico de flora anaerobia
en el liquido en estudio.

Observacion microscépica en fresco y por campo os-
curo (fig. 5-7). En caso de predominio de flora anaerobia
se observardn células “impregnadas” de bacterias cocoi-
des y/o cocobacilares. Cuando se detéctan en extendidos
vaginales se denominan clue cells.

Fig. 5-7. Obse:
flora gramnegativa

iin microscopica del material obtenido; se observa

El estudio con coloracién de Gram informaré flora po-
limérfica positiva (Peptococcus, Mobiluncus y Fusobac-
terium).

En caso de que se considere necesaria su tipificacién,
se solicita cultivo en medio anaerobio especifico de agar
sangre.
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HEPATITIS

En tedas las hepatitis controlar en sangre:

Transaminasa oxalacética, TGO; normal: en mujeres
hasta 31 U/L, en varones hasta 40 U/L. Estos mismos va-
lores corresponden a la transaminasa pirivica (TGP), bi-
lirrubina total hasta 1,0 mg/dL, bilirrubina directa hasta
0,1 mg/dL, gammaglobulina total, valores de referencia
de 9,0 a 15,4 g/L y proteinograma electroforético.

Los anticuerpos que se mencionan en hepatitis, en ge-
neral, son detectables a las 4/6 semanas de iniciada la in-
feccion.

Virus de Ia hepatitis A (HAV)

Es un virus RNA que se transmite por via fecal-oral.

Serologia:

Con los primeros sintomas, en la infeccién aguda,
(reactiva) la reaccion IgM HAV da positiva y puede per-
manecer reactiva hasta los 3-4 meses posteriores al inicio
de la enfermedad.

El examen de IgG HAV persiste positivo pricticamen-
te de por vida. Esta IgG especifica, si no existen compli-
caciones, serfa la mediadora en la inmunidad contra re-
currencias sintomdticas de la HAV.

Examen especial:

PCR para HAV; pueu dar resultados positivos ya a los
dos dfas del contagio.

Todos estos andlisis pueden solicitarse en sangre y/o
saliva

Existe vacuna para la HAV.
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Virus de la hepatitis B (HBV)

Es un virus, transmisible por via parenteral y sexual a
través del esperma y las secreciones cervicovaginales.

En la infeccion aguda se detecta el Ag viral mediante
siguientes exdmenes:

los

1) HBsAg (antigeno de superficie de la hepatitis B): es el
andlisis que se utiliza ante la sospecha clinica. Su evo-
lucién a la no reactividad (negatividad) es de buen
prondstico.

2) HBeAg (antigeno ¢ de la hepatitis B, particula infec-
tante del antigeno). Este examen se utiliza menos que
el HBsAg. Cuando se realiza, también es de buen pro-
ndstico su evolucién a la no reactividad.

Existe otra particula antigénica infectante denominada
core; su andlisis es dificultoso, en tanto que es mas sim-
ple la determinacion de sus Ac, los primeros en aparecer
en la infeccion de la HBV.

Respecto del orden de aparicién de Ac, se solicita:

1) Ac IgM HBc Ag (anticuerpos IgM contra el antigeno
central [core] de la hepatitis B).

2) Ac IgG HBc Ag; pueden persistir por anos luego de la
infeccion.

La deteccion de Ac contra el Ag de superficie del HBV
indica buena recuperacién de la enfermedad y/o eficacia
de la vacunacion.

Hay vacuna para HBV.

Exdmenes especiales:

PCR para HBV cualitativa. En caso de positividad, co-
rresponde solicitar:

PCR para HBV cuantitativa, para controlar la evolu-
cién de la enfermedad y la eficacia del posible tratamien-
1o,

La coinfeccién con hepatitis C o hepatitis delta, en ge-
neral, es de mal pronéstico.
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Virus de la hepatitis C (HCV)

Previo al aislamiento del HCV (virus RNA) se conocia
como hepatitis no A no B. Se adquiere por via parenteral.
Se constituye como una hepatitis crénica en el 50% de
los casos. Hoy estd confirmada su transmisién por sangre
contaminada con HCV, transfusiones (en la actualidad

muy controladas) y drogadictos por via inyectable. Se
encuentra en estudio la posibilidad de transmisién por
via sexual a través del esperma y de secreciones cervico-
raginales. La HCV aguda en general es benigna, anicté-
rica y asintomética.

Solici

serologia (detecta Ac especificos IgG):
—HCV ELISA
- HCV RIBA

Exdmenes especiales:

— PCR para HCV-RNA cualitativa. En caso de reactivi-
dad, debe cuantificarse; se pide al laboratorio:

— PCR para HCV-RNA cuantitativa que permitird consi-
derar el tratamiento.

— Genotipificacién HCV-RNA (en general el genotipo 1b
es el de peor prondstico).

— HCV-RNA se detecta en la fase temprana de la infec-
cién; la mayor cuantificacion viral se obtiene en prece-
dencia o coincidencia con el primer aumento significa-
tivo de la transaminasa pirdvica (TGP o ALT [alani-
noaminotransferasa]) y la viremia declina o desapare-
ce luego del pico de la transaminasa piravica.

— Biopsia hepitica.
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Virus de la hepatitis delta

El virus de la hepatitis delta (HDV) es un virus RNA
que se adquiere como coinfeccién por HBV. Donde su
prevalencia justifica el costo/beneficio, se realizan los si-
guientes examenes en sangre:

1) HDV Ag (deteccién de antigeno HDV circulante).

2) Ac IgM anti-HDV; es el andlisis serol6gico mds sensi-
ble que indica replicacion viral.

3) Ac IgG anti-HDV.

La deteccion de Ac IgA anti-HDV estd asociada con
infeccién crénica y progresién a cirrosis y/o carcinoma
hepatocelular.

Examen especial:

TR-PCR para HDV RNA. Es la reaccién mds sensible,
especifica y cuando es reactiva, su cuantificacion permi-
te monitorizar la eficacia del tratamiento.
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Virus de la hepatitis E (HEV)

Producen epidemias esporddicas y agudas; su transmi-
sién, como el HAV, es oral-fecal, por ingesta de aguas
contaminadas por €l HEV. En mujeres embarazadas, la
mortalidad es del 15 al 20%. Donde su prevalencia lo jus-
tifica, como con el HDV, es decir en dreas donde exista
una prevalencia superior al 2%, se realizan los siguientes
estudios serologicos:

— Ac anti-IgA HEV.
— Ac anti-IgM HEV.

Ambos Ac se negativizan en la convalecencia y solo se
detecta la reactividad de:

— Ac anti-IgG HEV
Examen especial:

TR-PCR para HEV RNA.
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Virus de la hepatitis G

El virus de la hepatitis G (HGV) es un virus RNA per-
teneciente a la familia de los Flaviviridae; se adquiere co-
mo coinfeccién con otras hepatitis, en especial con HBV
(postransfusional y promiscuidad sexual) y HCV (trans-
fundidos y drogadictos IV).

Recordatorio:

En toda hepatitis se deben monitorizar: transaminasas,
gammaglobulina total y proteinograma electrofo
donde puede. en caso de evolucidn a cirrosis, obse:
que la zona beta se “funde” con la zona gammaglobulina.
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