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y su relacién con la bioseguridad
Entre los articulos podemos destacar unarevision sobre los en el laboratorio.

les traemos informacion actualizada sobre distintos temas.

vectores virales y su relacion con la bioseguridad en el
laboratorio. Les presentamos un trabajo sobre el trasplante
de células progenitoras hematopoyéticas que en muchos
casos logra la cura de pacientes con hemopatias. En los
ultimos tiempo se ve un aumento de los hombres que se
realizan una vasectomia como método anticonceptivo, aqui
les acercamos un trabajo sobre el plasma seminal de estos
pacientes vasectomizados como medio de diseminacion de
bacteriasy como en algunos casos después de untiempo no
cumple la funcién de método anticonceptivo. ROCHE nos
trae un interesante articulo exclusivamente dedicado a la
mujer, en sumes, y nos ofrece distintas tecnologias para el
diagndstico y prevencion de patologias de la mujer.
Asimismo MANLAB nos presenta un trabajo sobre el
diagnostico seroldgico de dengue y la comparacion entre
dos métodos indirectos de Elisa. Por ultimo,
cruciaminoacidos, un nuevo desafio para poner en juego
nuestro conocimiento sobre la degradacion de
aminodacidos esenciales.

Una vez mas esperamos poder transmitirles
informacién que aporte conocimiento y progreso a nuestra
labor diaria.

Biog. Evelina Rosales Guardia
Directora de Contenidos
info@revistabioanalisis.com
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Un vector viral es un virus modificado que hace de vehiculo para introducir material genético
exdgeno en el nicleo de una célula. La terapia génica, es ampliamente usada en el laboratorio de
biologia molecular y microbiologia, por lo que es fundamental implementar correctas medidas de
bioseguridad, para proteger de exposiciones no intencionales a estos agentes biolégicos, no solo al
personal que trabaja en el laboratorio sino también a la poblacién en general. En la siguiente revision
se incluyen definiciones, generalidades y consideraciones sobre los niveles de bioseguridad

necesarios, y los vectores mas usados.
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RESUMEN

Los vectores virales constituyen un amplio grupo
de agentes usados en los laboratorios de biologia
molecular y microbiologia, para transferir acido nucleico
externo dentro de una célula “blanco”. Estos laboratorios
requieren medidas de bioseguridad para proteger al
personal, el ambiente de trabajo y la poblacién en general
de exposiciones no intencionales a estos agentes
bioldgicos. Esta revisién incluye definiciones y
generalidades sobre los vectores mds usados, asi como
consideraciones sobre los niveles de bioseguridad
necesarios, teniendo en cuenta tanto la constitucién
genética del vector original, como el tipo de inserto que se
quiera clonar y expresar en una determinada célula.
Ademds se describen diferentes propiedades de los
vectores como el tropismo, las distintas formas de
transmisidn, la estabilidad del agente viral y su
persistencia, que resultan claves para determinar el grupo
de riesgo. Dentro de las condiciones de trabajo adecuadas
se incluyen medidas de contencidn, ensayos de riesgo

ambiental y una breve descripcidn de la biocustodia.
Finalmente se destaca el papel de los Comités de
Bioseguridad Institucional, como elemento critico en las
actividades necesarias para impedir las exposiciones y
proteger al personal dellaboratorio y al medio ambiente.

Palabras clave: vectores virales * bioseguridad * rango
de huésped * transmisién * biocustodia * exposiciones

INTRODUCCION

Una de las propiedades mds eficientes de los virus
es la utilizacién de la maquinaria celular, como el proceso
de sintesis de proteinas, para producir las nuevas
particulas virales. El avance en el conocimiento de la
biologia molecular ha permitido usar esta propiedad para
desarrollar vectores que pueden transportar genes de
interés terapéutico, usados en la fabricacién de vacunas
mas seguras y econdmicas o en procedimientos de terapia
génica. Un vector viral (VV) estd constituido por un virus
cuyo material gendmico ha sido modificado con una
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porcién de un acido nucleico externo, denominado
transgen. Como el vector debe multiplicar y salir de la
célula “blanco” o el tejido que infecta, es necesario que
incluya secuencias de regulacidn, tales como una sefial de
replicacién y otra de encapsidacién. Pero, dado que se
construyen deficientes en la replicacién respecto del virus
salvaje, los genes necesarios para replicar se proveen por
separado a través de plasmidos, un virus auxiliar, o bien
por lineas celulares de empaquetamiento. En particular,
para los virus grandes como vaccinia o baculovirus que no
pueden cortarse y armarse in vitro con facilidad, se utilizan
construcciones donde el transgen estd flanqueado por
secuencias no esenciales del virus. Enla célula, la presencia
de un plasmido asi construido junto con el ADN gendmico
viral, que se provee por transfeccién o porinfeccién con el
virus entero, permite una recombinacién que forma un
virusrecombinante que se llama vector (1).

Los VVs mas utilizados en los laboratorios de
investigacion basica son los retrovirus, los adenovirus, los
virus asociados a adenovirus, los virus herpes simplex, los
alfavirus y los baculovirus. Cada grupo de VVs presenta
determinadas ventajas y desventajas que los hace
apropiados para distintos tipos de aplicaciones (2). Asi, los
virus pequefios, como retrovirus o lentivirus, cuyos ARN se
retrotranscribena ADN, seimportan al nicleo, se integran
a los cromosomas de la célula huésped vy, por lo tanto,
tienen una expresidn estable o permanente en el tiempo.
Losvectoresretrovirales mas usados en latransferenciade
material génico son los retrovirus murino y aviar. Los virus
salvajes consisten en dos copias de genoma de ARN
poliadenilado empaquetado en un core, que a su vez es
encapsidado en una cubierta de proteina de muchas
unidades. El genoma tiene tres dreas, gag (antigeno de
grupo, proteina de la cdpside y matriz), pol (ADN
polimerasa dependiente de ADN) y env, que codifica la
glicoproteinade envolturayasuvez determinaelrango de
huésped (3). Se denominan virus ecotrépicos aquellos que
infectan sdlo las células de origen murino u otras especies
de roedores, mientras los virus anfotrdpicos infectan
células humanas. En la Figura 1 se presentan los genomas
de los retrovirus y adenovirus, de los que derivan los
vectores que se consideran mas usados en célulasy tejidos
eucariotas (4).

Si bien las ventajas de los vectores retrovirales se
relacionan con la eficiencia de la transferencia y la
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integracion, las desventajas sonimportantes: requiere que
las células estén dividiéndose, produce bajos titulos
(menos de 10’ unidades transductoras por mL), el tamafio
del inserto se limita a aproximadamente 8 kbp y dado que
la ubicacidn del inserto seria al azar, produce mutaciones
en el gen normal (5). En cambio, si se usan virus grandes
como herpesvirus, poxvirus o adenovirus, con un genoma
a ADN que no se integra, la expresion de las proteinas
deseadas serd transiente y el tamafio del inserto mds
grande; en el caso del virus de herpes simples (HSV) puede
llegar a 40 kbp. Sin embargo, también tiene una
importante limitacién, ya que por su especificidad por
células del sistema nervioso, expresa un cierto potencial
citotdxico. En el caso de los adenovirus, de importancia
clinica por producir infecciones respiratorias y
conjuntivales, si bien no se integran al material genético
celular, poseen algunas proteinas altamente tdxicas para
la célula (6). Ademas, como algunas proteinas favorecen
una intensa respuesta inmune contra la célula infectada,
los vectores adenovirales de nueva generacién carecen de
dichos genes inmunogénicos (2). Actualmente se ha
propuesto el uso de VVs derivados tanto de adenovirus
como de vaccinia, en la produccidon de vacunas para una
futura epidemia pandémica de Influenza (7).

> > Figura 1. Genomas de Retrovirus y Adenovirus
salvajesy ejemplos de susrespectivos vectores.
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A-Genoma de retrovirus salvaje: la region gag codifica por la proteina de la
capside; pol da una transcriptasa reversa, una proteina integradora y una
proteasa; env codifica por la glicoproteina de envoltura. Las zonas LTR,
repeticiones terminales largas, participan en la regulacién del ciclo viral. El
tamafio del ARN gendmico varfa entre 8,7 (MoMLV)y 9,8 kbp (HIV). B-Genoma
de un vector retroviral: Se remueven gag, pol y env. Se agregan N: resistencia a
Neomicina, P, promotor y el gen X de interés. C- Genoma de adenovirus salvaje:
las regiones denominadas E codifican por ARN mensajeros tempranosy las L por
mensajeros tardios, expresados durante el tiempo de replicacién. Las
terminaciones ITR son terminaciones repetidas invertidas que participan en la
sintesis de ADN. El tamafio del genoma es de 36 kbp. D-Genoma de un vector
adenoviral: Seremueven los genes virales Ey se agrega P: promotory el gen X de
interés.
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Los transgenes, el contexto genético del huésped y su
relacién conlabioseguridad

Es conocido que el potencial peligro de un
producto génico depende de la funcién del gen insertado
en una determinada célula u organismo. Dicho inserto
puede seridéntico ala otra copia que ya esta presente en el
organismo o puede ser un alelo mutante que influya en la
fisiologia celular si su funcién es dominante. Los efectos
pueden ser inesperados si se inserta mas de un gen,
especialmente si se usa una alta multiplicidad de infeccidn.
Ademas, es esencial tener en cuenta aquellos genes que
puedan interferir o modular la repuesta inmune celular,
como son las citoquinas, los receptores de quimoquinas o
los factores de crecimiento (4).

Un ejemplo histdrico de los problemas que han
presentado los VVs se encuentra en el adenovirus, con un
genoma a ADN (36 kbp) encapsidado en una cépside
icosahédrica, de aproximadamente 70 nm. En general, para
sintetizar los vectores de los virus con genomas complejos,
se eliminan la mayor cantidad de secuencias de
codificacion posible, con el fin de limitar la expresion de
genes virales en células transducidas. (Figura 1) La primera
generacion de vectores construidos carecia de los genes
tempranos denominados E1A, E1B y E3, donde los dos
primeros tienen potencial oncogénico, al participar de una
eficiente activacion de la transcripcion del ADN. En una
segunda construccion se elimind E3 para poder incluir
grandes transgenes y permitir un tamafio adecuado de
genoma que pudiera ser encapsidado, pero el producto
resulté ser mas inmunogénico que cuando se dejaba
intacto E3. La respuesta inmune puede eliminar Ia
expresion del transgen a través del reconocimiento y
remocién de la célula infectada. Ademas, si la respuesta
inmune es lo suficientemente fuerte se impide la
transduccidn, en el caso que se repita la infeccién con el
vector. Otras construcciones produjeron mutantes de
delecién entodoslos genes nombrados, de manera que los
vectores resultaron defectivos; sin embargo, la
combinacién de un par de estos vectores se puede usar
como estrategia en ensayos de terapia génica (8).

En la Tabla | se muestran los huéspedes, distintos
genesy las funciones celulares que afectan directamente la
bioseguridad en el laboratorio. Aunque los niveles de
contencion se basan en el grupo de riesgo del virus
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parental, los procedimientos con VVs se hacen
generalmente a partir de un laboratorio BSL2, para
proteger los operadores y el medio ambiente. Otros
vectores basados enlos virus Herpes que no sonliticos y los
virus de Semliki Forest Virus y virus Sindbis, con un amplio
rango de huésped, tienen los mismos niveles de
bioseguridad que los vectores de adenovirus que se
incluyenenlatabla(9).

El término bioseguridad incluye diversos principios
de contencidn, disefio, practicas y procedimientos para
impedir infecciones ocupacionales en el ambiente
biomédico o la liberaciéon de los microorganismos al
exterior (10). La proteccién del personal que trabaja en el
laboratorio, el medio ambiente, el producto y los agentes
bioldgicos, se obtiene a través de una gestion que
comprende medidas de bioseguridad y de biocustodia (11).
El primer paso en el manejo del riesgo asociado a las
actividades con agentes bioldgicos es la identificacidon de
los peligros que son relevantes, y deben ser evaluados de
acuerdo con el dafo potencial que pueden causar tanto a
los humanos como al medio ambiente. Una vez que el
organismo modificado genéticamente (GMO) estd
clasificado enun dado grupo deriesgo, enbase a esquemas
de clasificacién nacional o internacional, se analizan las
discrepancias con respecto a la situacién y a las
regulaciones locales (8). En el andlisis de riesgo de una
actividad con VVs, hay que tener en cuenta las
caracteristicas de los mismos que influyen en las
condiciones de trabajo paramantener el riesgo enunrango
de aceptabilidad. Dichas propiedades son:

1) El tropismo del VV, se refiere a la posibilidad que el
mismo pueda infectar células humanas y posteriormente
expresar una propiedad deletérea. Lo 6ptimo es que tenga
un estrecho rango de huéspedes. Por ejemplo, si se quiere
usar un vector para infectar las células humanas, deberia
disefiarse de manera que sdloinfecte dicho tejidoy no otro.
Se ha descrito, sin embargo, una entrada inespecifica de
particulas lentivirales, en células que no expresan los
receptores conocidos y que luego son inactivadas en
endolisosomas, aunque es posible que la carga antigénica
pueda persistir (12).

2) Replicacién viral: aun cuando los VVs sean
deficientes en su replicaciéon pueden recuperar los genes
suprimidos y convertirse en competentes para la



replicacién (denominado RCV) a través de un proceso de
recombinacidn que los lleva a adquirir las caracteristicas
patogénicas asociadas al virus salvaje. En particular, los
vectores adenorivales, que pueden recombinar con un
virus salvaje que preexista en la célula, tienen una tasa
relativamente alta de RCV comparado con otros vectores.
Para los VAVs los RCV ocurren solo si el genoma salvaje
preexistente contiene E1. Sibien los VAVs no necesitan ser
recombinantes para causar un dafio en la cdrnea o
conjuntiva (6), es conveniente usar estrategias que
disminuyan las posibilidades de formar recombinantes
como (a) dividir los genomas de los genes de replicacion
viral, (b) retirar las regiones reguladoras virales y (c)
producir el vector en un solo lote. Este Ultimo protocolo
puede requerir la transfeccién simultanea de plasmidos o
bien el uso de una linea celular de empaquetamiento con
genes de replicacion integrados al genoma de la linea
celular (13-15). En los documentos para el registro de
investigaciones con ADN sintético, es conveniente
solicitar en la identificacién del sistema huéspedvector,
tanto la linea celular del huésped como las células de

MicroScan

empaquetamiento que se usan para la propagacion del
vector recombinante. También se debe declarar el
porcentaje del genoma viral remanente, si el vector es
competente paralareplicacidn o sirequiere unvirus helper

(16).

3) El tipo de trangen insertado: las condiciones de
trabajo se hacen mucho mas estrictas silos genes se logran
expresar en tejidos o en organismos en los que
normalmente no se expresan, o bien si el transgen es un
gen regulatorio o un oncogen. Debe recordarse que no
todoslos vectores derivados de un mismo virus salvaje son
iguales desde el punto de vista de la bioseguridad: el tipo
de inserto cambia el nivel de contencidn y el uso de un
vector obtenido comercialmente no asegura que se pueda
trabajarenunlaboratorio BSL-1(Tablal).

4) La via de transmisidn: en la Tabla Il se presentan
como ejemplos de discusién sélo dos grupos de riesgo
(GR1y GR2), asociados a la posibilidad de dar o no una
infecciéon en humanos o animales, asi como distintas
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formas de transmisién y estabilidad. En el caso de los virus
salvajes y sus derivados es conocido que la dindmica de las
infecciones accidentales estda dominada por aerosoles
infectivos a través de las membranas de las mucosas (ojos,
nariz-boca) (17) y, en menor grado por infecciones
percutdneas, aunque hay un nimero considerable de
infecciones por rutas inesperadas (18). En el caso de los
VAVs es conocido que la infeccién ocurre por trasmision
oral-fecal o también por exposiciénaaerosoles. Siel vector
adenoviral fuera defectivo en su replicacién, la infeccién
podria ser transiente y las células infectadas serian
degradadas por el sistemainmune (4).

— > Tabla I. Niveles de contencién para distintos
vectoresvirales, segin elhuéspedyeltipodeinserto

Revista Bioanalisis | M

especialmente disefliada para una expresidn transiente.
Las construcciones de virus por transfeccion de varios
plasmidos y la sustituciéon de las sefiales de control
transcripcional, minimizan los eventos de recombinacion
que pueden llevar a un virus patogénico (9). Estas
estrategias entonces amplian las aplicaciones de los
tradicionales sistemas retrovirales basados en el virus de
Leucemia Murina de Moloney (Mo MLV), ya que se pueden
insertar muy eficientemente los genes de interés tanto
para una célula en cultivo como in-vivo. En la practica se
han disefiado vectores derivados del herpesvirus tipo 1 que
son especialmente letales para determinados tipos
celulares que se quieran eliminar (19).

Tabla Il. Asociacion de los grupos de riesgo, con la
transmision, estabilidad y persistencia de los vectores
virales.

Vector basadoen 2 | Rango de Huésped | Inserto o funcién del gen ¢ | Nivel de contencién
SEMGCCT
Ecotrépico BSL-1
Virus envuelto, MP.DR,R,TX,0v,0c
ARN'sc & o SEMTMPDR BSL-2
MoMLV sin gag, pol,eny | Anfotropico 0v,0cRG,CC BSL-24/BSL-3
Pseudotipo VSV-G
X BSL-3
SEMMEDR BSL2+/BSL-3 €
L - +/ BSL-
Lentivirus sin gag,polenv, | Ecoy anfotroplco, OVOCRCCGT
nef, vpr Pseudotipo VSV-G
X BSL-3.
Virus desnudo, S,EM,TMPDR BSL-2
ADNdcf
Ampli 0v,0cRG,CC BSL-2+
Adenovirus serotipo 2,5,7 mpliorango
SinE1yE30E4 X BSL-3

a)serefiere al virus parental o salvaje; b) habilidad del vector parainfectar células
de un determinado rango de especies. Los términos anfotrépico y pseudotipo
indican infeccién en células humanas; ¢) hasta que sea apropiado un nivel
BSL2/BSL2+; d) Genes celulares y funciones: S: proteinas estructurales (ej.
actina); E: enzimas (proteasas, oxidasas, etc); M: enzimas del metabolismo de
aminoacidos, dcidos nucleicos, etc; G: crecimiento celular; CC: ciclo celular; DR:
replicacion del ADN, miosis, meiosis; MP: proteinas de membrana, canales
iénicos, receptores proteicos, transportadores; T: genes reporteros como
luciferasa, fotorectivos, etc; TX: subunidad de genes activos para toxinas; R:
genes regulatorios, activadores como citoquinas, linfoquinas, genes supresores,
etc; Oc, Ov: oncogenesidentificados por el potencial transformante de andlogos
celulares, virales o mutante supresoras que inhiben el gen salvaje. La proteina
resultante modifica una célulanormal. e) simple cadenaf) doble cadena

Vector GR? Transmision Estabilidad Huésped
Estable, persiste en
. Contacto directo, agua, Humanos, hamsters,
Adenoviral 1 . )
oral-fecal, aerosoles resiste la rata de algodon
deshidratacion
Contacto con piel danada, Inactivacion rapida,
Retroviral 2 |inoculacion parenteral, aerosol en sensible ala Depende del vector
membranas deshidratacion
. B Muy estable,
V. Vaccinia Ingestion, aerosol en membranas, ) y. ' ,
P 110, § ., | resistencia al secado Amplio rango
modificado inoculacion parenteral, abrasion s
yalaumentode T
. Ingestion, inhalacion -
Adeno-asociado | 1 g ' Alta estabilidad Humanos
de aerosoles, contacto con mucosa
Ingestion, aerosoles en mucosa, Muy estable,
Avipoxviral 1 abrasion, resistencia al secado Péjaros
inoculacion parenteral yalaumentodeT ®
Aerosoles en mucosa, contacto con
Lentiviral 2 piel danada, inoculacion Inactivacion rapida. Humanos
parenteral
. . B Inactivacion rapida
. Contacto directo, inhalacion de . pida
Herpesviral (HSV-1)| 1 sensible ala Humanos
aerosoles ) i
deshidratacion

5) Tipo de VVs: Desde el punto de vista de la
bioseguridad se ha planteado una diferencia crucial entre
los VAVs y los lentivirales (LVs), ya que los primeros tienen
una expresion transiente y los segundos una expresién
estable en el tiempo. Sin embargo, en el caso de VAV una
alta multiplicidad de infecciény la presencia de la replicasa
viral puede llevar alaintegracion, mientras que paralos LV
existe en la actualidad una plataforma comercial

a) GR: grupo de riesgo del vector sin considerar los transgenes. Esta clasificacion
pertenece exclusivamente a Bélgica (24). GR1no causa enfermedad al hombre o
animales. GR2 puede causar enfermedades al hombre o animales sin serio riesgo
paratécnicos, comunidad o medio ambiente.

Condiciones de uso de los vectores virales

Los VVs deben ser manejados por personal
especialmente entrenado (8), ya quelas actividades tipicas
como inoculacion de los cultivos de tejidos, manejo de
células donde se forman las particulas infecciosas,
inoculacién de los animales con células o particulas
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infecciosas del vector, constituyen un riesgo para el
operador, quien también puede liberar ese vector al medio
ambiente e infectar a otras personas (20). Para los VAVs y
VLVs que se tratan en esta revision, se ha descrito que el
nivel de exposicion depende tanto de las practicas de
laboratorio que se lleven a cabo, como del ndmero de
particulas; por ejemplo, la seguridad debe aumentar si se
producen particulas virales con alto titulo o se manipula el
stock del vector. Dado que en los protocolos
convencionales con VLVs pueden producirse hasta 10’
unidades de transducciéon/mL (21) las instalaciones pueden
ser BSL-1, sdlo si el vector no replicara y si existieran
buenas précticas microbioldgicas con accesos restringidos
(22). Delo contrario, es mds seguro trabajar a partir de BSL-
2.

Riesgos asociados a las caracteristicas de los vectores

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
los grupos de riesgo tienen en cuenta tres pardmetros: la
severidad de |la enfermedad que el microorganismo cause
en seres humanos o animales, su habilidad para
diseminarse enla poblaciényladisponibilidad de profilaxis
o un tratamiento eficiente. El agente clasificado como RG1
probablemente no cause enfermedad y en cambio, el mds
peligroso seria el RG4 para el cual no hay tratamiento
disponible. En un analisis de riesgo, ademas de los tres
pardmetros mencionados mads arriba hay que considerar
también la estabilidad en el medio ambiente, que se
relaciona directamente con las propiedades del virus que
dio origen al vector (Tabla II). Debe recordarse que los mas
resistentes ala inactivacién quimica o térmica son los virus
desnudos, cuya cdpside protege eficientemente al
genoma viral. Con respecto al tratamiento si bien para
algunos virus, como los retrovirus, existen distintos
compuestos antivirales, para otros virus como los
adenovirus no hay vacuna ni tratamiento antiviral
disponible.

Todos estos aspectos definen el nivel de
contencidén del laboratorio donde se debe trabajar, que se
presentan en la Tabla Il, donde la mayoria de ellos pueden
afectar a seres humanos (23). Los grupos de riesgo de los
vectores son menores que el virus salvaje, WT, siempre
que la modificacion en el genoma lleve a la atenuacion del
virus. Sin embargo, para ubicarlo bien hay que conocer no
sélo las propiedades de los transgenes, como se ha
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presentado en la Tabla I, sino, como ya se ha mencionado,
la posibilidad que recombinen o que ocurra un rearreglo o
reasociacion al ser usado en células donde ya existe un
virus salvaje (1).

Evaluacion delriesgo ambiental

Laliberacién de GMO requiere un ensayo de riesgo
en el medio ambiente (ERA) que tiene como finalidad
identificar y evaluar los potenciales efectos adversos que
dichos organismos puedan tener en la salud publica, el
medio ambiente y también son parte de los
procedimientos para la autorizacién de uso en el mercado
comercial (4). El uso de los GMO, su preparacién y
conservacion estan descritos enlas directivas europeas del
ano 2009 (24). Enun ensayo ERA se analizan aspectos cuali
y cuantitativos relacionados con la identificacion y
caracterizacion de los peligros potenciales y su
probabilidad de ocurrencia, tal como se realiza en muchos
sistemas legislativos (24). En la identificacién de dichos
peligros, el impacto y los posibles efectos adversos, se
deben tener en cuenta los parametros incluidos en las
Tablasly11(21)(18).

Algunos procedimientos pueden llevar a la
exposicidon del operador al VV durante la preparacién y
produccion, asi como durante el descarte. Por ej., una
exposicién directa puede ocurrir de forma accidental a
través de (i) inoculacién parenteral, (ii) inhalacién de
gotitas o aerosoles infecciosos, (iii) ingestién oral o (iv)
contacto directo con las mucosas, la piel dafiada, los ojos,
etc.(13)(25) (26). En el caso de los VLVs basados en VIH, el
virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1, la ruta mas
probable de infeccién en el laboratorio es por accidentes
conagujas o cortes. En este caso existe una alta posibilidad
que las células que se infecten sean transformadas por
integracion del VLV al genoma, ya que se disefian
especialmente con este propdsito (27). Se ha descrito que
lageneracién de aerosoles por centrifugacion o pipeteo de
VLV, con gotitas de menos de 5 micrones de didmetro
(aerosoles), pueden alcanzar mas de 1 metro de distanciay
penetrar a la regidn traqueobronquial o hasta el alvéolo,
segun sutamano (17) (20).

Medidas generales de contencidn

A continuacidn, se detallan las principales medidas



de bioseguridad, ya que la adherencia a las mismas
disminuye estadisticamente los riesgos en el laboratorio

(13):

1. Las operaciones que producen aerosoles deben ser
minimizadas y todo el personal debe usar los equipos de
proteccidn colectivo o personal (22).

2. Usodematerial plasticoy eliminacién de agujas (17).

3. Debe haber un plan de emergencia con
procedimientos de contencidn en el caso de derrames y
accidentes. El personal debe tener informacidn sobre la
eficacia delos distintos desinfectantes a usary las medidas
a tomar si se caen o se rompen los viales donde estan
almacenadoslosvectores (6).

4. Los materiales contaminados, usados para el
transporte, o la preparacién de los GMO, instrumentos,
ropas y superficies, deben ser adecuadamente tratados
con desinfectantes aprobados por las autoridades
competentes. Asimismo, el material descartable
contaminado debe ser inactivado por un método
adecuado, antes de su eliminacidn final.

5. Siestd disponible, como en el caso de los lentivirus, la
profilaxis es una medida de contencién y control, que
debiera aplicarse antes de la preparacion y uso de los
vectores, cuando la probabilidad de exposicidn es alta.
Una exposicién para un lentivirus especifico con el que se

trabaja en un laboratorio puede incluir el tratamiento con
un compuesto antirretroviral, dentro de las 2 h de
producido el incidente. También se recomienda en las
guias del NIH, un seguimiento de salud a largo plazo del
individuo infectado (17). En otros casos se pueden
neutralizar las particulas lentivirales segun cual sea la
fuente delaglicoproteina de superficie (12).

Responsabilidades, comités de bioseguridad y biocustodia

Los Institutos Nacionales de la Salud (NIH) de
EE.UU., publicaron en 1976 las primeras Guias para la
investigacion con moléculas de ADN recombinantes y
propusieron que un Comité Institucional de Bioseguridad
(IBC) debfa revisar y supervisar la investigaciéon con dicho
material. Asi se establecieron los fundamentos para las
revisiones de los proyectos y la vigilancia del trabajo con
ADN recombinante, que incluyen aspectos tan variados
como la evaluacién de los niveles de contencidn, las
instalaciones, los procedimientos y la capacitacién del
personal (29) (30). Esimportante que el entrenamiento no
se limite a una instruccidn inicial sino que se compruebe
periddicamente (31). En la Republica Argentina el
CONICET aprobé el documento “Estrategia en materia de
Sistemas de Gestion de Calidad, Seguridad y Bioseguridad”
para el cumplimiento de lalegislacion vigente enla materia
(32) en el que al igual que otros documentos
internacionales se refiere a la necesidad de contar con un
IBC, paralagestion deriesgo bioldgico, que actie comoun
cuerpo independiente, colegiado y supervisor de los
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asuntos que involucren dicho riesgo (33). Ademas, el IBC
debe planearla capacitacién en gestion deriesgo bioldgico
segun las necesidades de la organizacidn, contar,
administrativamente, con reglas de funcionamiento
documentadas y reunirse con una frecuencia definida.
Debe reportar al Director de la Institucidn y puede formar
parte o interaccionar con otros Comités de Seguridad e
Higiene o grupos de trabajo integrados por
representantes de trabajadoresy dela organizacion.

En la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de
UBA existe un Subcomité de Bioseguridad denominado
SCBS que asesora al Servicio de Higiene y Seguridad en el
analisis y determinacidn de las condiciones de trabajo de
proyectos con riesgo bioldgico. Ya se ha indicado que la
bioseguridad se refiere, entre otras cosas, a una adecuada
contenciéon que impida la liberaciédn de los
microorganismos al medio ambiente. Pero en el caso
particular de los VVs, dado que la naturaleza de la
secuencia insertada, el cambio de tropismo o el volumen
de virus pueden determinar que se aumente el nivel de
contencidn, es importante que el investigador principal
interactie con el SCBS, para implementar las condiciones
de trabajo adecuadas(9)(17) (34).

Desde el punto de vista del manejo del bioriesgo es
importante incluir aspectos de la biocustodia, como la
identificacién por parte de los laboratorios, de los
materiales bioldgicos valiosos conocidos como VBM, cuyo
manejo inapropiado puede constituir una amenaza parala
salud publica. Por ejemplo, debe existir un procedimiento
escrito para almacenar y destruir las muestras en
condiciones apropiadas, asi como también llevar un
registro adecuado de las mismas. Asimismo, esimportante
evaluar las consecuencias de una liberacidn accidental o
intencional, examinando el impacto en la salud de la
poblacidn, las pérdidas econdmicas, el impacto en el
funcionamiento de la institucién o establecimiento y en el
comportamiento social (33) (35). La biocustodia define
algo mads que una simple guarda de material patogénico y
toxinas, evita el acceso de personas u organizaciones que
puedan causar dafio con las mismas (35). Es importante
también que se protejan las muestras que tengan un valor
histdrico, cientifico, médico, comercial o epidemiolégicoy
que la Institucién sea solamente custodio temporal de un
material que puede tener unaimportancia en el futuro. Por
ese motivo también se debe documentar la transferencia

de material, de manera que se pueda hacer un seguimiento
del mismo, asi como su destruccidn, si esto fuera necesario
(36) (37). La clasificacién del material bioldgico, natural o
modificado como VBM, corresponde a los usuarios y
responsables de la guarda del mismo, que entienden y
conocen el valor del material; el IBC define el grado de
proteccién requerido. En consonancia con pares de la
comunidad cientifica, las autoridades y también los
editores de revistas cientificas son responsables de
asegurar el correcto balance entre la protecciéon del
material bioldgico y la preservacion del derecho a la
investigacion, a fin de evitar el mal uso de dicho
patrimonio. Todas las condiciones de trabajo que se han
mencionado son necesarias para impedir las exposiciones
y proteger al personal de laboratorio, los VVs que ellos
manejany el medio ambiente.
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En el 2016 Argentina sufre el peor brote epidémico de dengue de la historia del pais.

Segun las cifras del propio Ministerio de Salud de la Nacién se confirmaron mas de 40 mil casos,
llegando a superar los 70 mil. Indudablemente el diagnostico de esta infeccién plantea un gran
desafio para los bioquimicos que debemos arribar a un diagnéstico rapido pero sobre todo
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>>2 INTRODUCCION

El Dengue es una enfermedad febril de etiologia

viral causada por infeccién del virus del Dengue (VD), un
arbovirus miembro de la familia Flaviridae. La transmisién
de este agente se produce mediante la picadura de
mosquitos del género Aedes. En Argentina se sabe que el
vector bioldgico predominante es la hembra hematdfaga
del mosquito Aedes aegypti, de habitos diurnos. Algunos
factores favorecen el desarrollo del ciclo bioldgico del
vector, incrementan su densidad y facilitan la expansion
geogréficadelaenfermedad (Mammenetal., 2008, Reiter,
2001) en ambitos tanto urbanos como rurales. Estos
factores sonlas lluvias, la humedad, las temperaturas en el
rango 4-40 °C, la oviposturay la formacién de criaderos en
el domicilio y peridomicilio por estancamiento de agua,

>
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déficits enlared de suministro deaguay aumento del flujo
de viajeros en los meses estivales (Gubler 2011). Ademas,
una vez alimentado con sangre de un individuo virémico, el
mosquito es capaz de transmitir el virus durante un tiempo
indeterminado (WHO, 2009). Esta constelacién de
factores justifica el crecimiento de la endemia en los
tropicos y subtrdpicos. A pesar de los avances en los
programas de vigilancia e informe del sindrome febril, se
piensa que el verdadero impacto socioeconémico de la
enfermedad es aun subestimado (Murray et al., 2013). Por
lo expuesto, y ante la imposibilidad de contar con
herramientas efectivas de inmunoprofilaxis, el énfasis
oficial estd puesto en medidas orientadas al control
vectorial.

Hasta el momento se conocen cinco serotipos del
VD (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 y DENV-5), los
cuales estan estrechamente relacionados en cuanto a
antigenicidad y tienen una homologia genética de
aproximadamente el 65 % (Sasmono et al., 2018, Mustafa et
al., 2014). La infeccién por un determinado serotipo da
lugar a un sindrome febril inespecifico que remite
espontaneamente y provee proteccion de larga duracién
por inmunidad homdloga, en la que el pilar de la respuesta
protectora seria la biosintesis de anticuerpos
neutralizantes dirigidos contra ese serotipo especifico
(Roehrig et al, 2008). La proteccidn contra la infeccién por
otro de los cuatro serotipos no es efectiva dado el escaso
nivel de reactividad cruzada de los anticuerpos
neutralizantes (Xu et al., 2017). Al no contar entonces con
mecanismos protectores de inmunidad heterdloga, ante
una eventual reinfeccidon en un drea donde co-circulan
distintos serotipos, estd aumentado el riesgo de padecer
formas graves de la enfermedad como la fiebre
hemorrdgicapordengue.

En esta comunicacidn breve se estudid la utilidad
dedostécnicas de ELISA paraevaluarlarespuesta humoral
anti-DV. La falta de conmutabilidad observada entre las
dos técnicas estudiadas sugiere que, en caso de usarlas
como herramienta diagndstica, podria ser necesario
considerar el serotipo del VD cuya respuesta humoral
evaludan.

=>>> MATERIALESYMETODOS

Se llevd a cabo la deteccién de anticuerpos anti-
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virus del dengue (VD) de clase IgG e IgM por medio de dos
pruebas de ELISA indirecto de dos fabricantes distintos
(denominados por comodidadiyiien el texto) en muestras
de suero (n=78 para IgM, n=26 para IgG) (marca i: DRG
Dengue Virus IgM y DRG Dengue Virus 1gG, DRG
Diagnostics, GmbH) de manera automatizada. Las
muestras se sometieron ademas a otra técnica de ELISA
indirecto manual (marca ii: Dengue Virus IgM Capture
DxSelecty Dengue Virus IgG DxSelect FOCUS Diagnostics).
La interpretacion de resultados del método i hace uso de
una escala semicuantitativa en unidades arbitrarias
adimensionales, segun la cual las muestras con 0-9
Unidades DRG (UDRG) son negativas, aquellas con valores
entre 9 y 11 UDRG son indeterminadas y los valores
mayores a 11 UDRG corresponden a muestras positivas.
Por otro lado, el método ii emplea una escala
semicuantitativa enla cual las muestras conresultados de o
a1para el valor del indice (V1) son negativas y aquellas con
valores superiores a 1 se consideran positivas. En ambos
métodos la escala se construye relacionando el resultado
promedio de densidad Jdptica de cada muestra leida a
A=450 nm (DO,,,,,) con la DO del Cutoff (DO, La
ejecucién de los ELISA se llevé a cabo siguiendo las
instrucciones brindadas porlos fabricantes.

Para los dos ensayos de ELISA se evaluaron los
siguientes aspectos: A-correlacién entre los dos métodos y
B-concordancia. El aspecto A implicé la evaluacion del
coeficiente de correlacidn lineal de Pearson, mientras que
el aspecto B se basd en el andlisis de concordancia de
Bland-Altman. El procesamiento estadistico de los datos
se realizé con el programa GraphPad Prism v4.03
(GraphPad Software, Inc.).

Las muestras analizadas fueron remitidas a
MANLAB en base a la sospecha de infeccién por dengue 'y
con sus correspondientes fichas epidemioldgicas en la
mayoriadelos casos.

La informacion epidemioldgica disponible para la
mayoria de las muestras remitidas incluyé fecha estimada
de comienzo de los sintomas, fecha de la toma de muestra,
edad, sexo, resumen de historia clinica y diagndstico
presuntivo, antecedentes de viaje en los meses previos al
comienzo de los sintomas e historia de vacunacion.

Los resultados positivos por ambos métodos



fueron notificados a la autoridad sanitaria oportu-
namente.

> >2> RESULTADOS

El andlisis de correlacién aplicado a la
determinacién de anticuerpos anti-DV de clase IgM (n=78)
revelé que existen profundas discordancias entre los
resultados obtenidos por el fabricante i o porii. El valor tan
bajo del coeficiente de Pearson (R’=0,08462) no deja lugar
a dudas en cuanto a la falta de correlacién entre ambos
métodos. Para el caso de la determinacidn de anticuerpos
anti-DV de clase IgG, si bien se conté con una casuistica
mds reducida (n=26) se observé el mismo fenédmeno que
para la deteccién de IgM, con un valor de coeficiente de
correlacion de Pearson R*de 0,08816 (Figura1).

Por otro lado, el analisis de concordancia de Bland-
Altman (Figura 2) confirma que no puede reemplazarse un
método por el otro dado que en el caso de IgM, el valor de
sesgo obtenido fue 23,7161y los limites de confianza del 95
% (LC 95%) fueron -22,9407 y 70,3729. Para la IgG, el sesgo
fue -4,98141 y los LC 95% fueron -42,5739 y 32,6111.
Considerando un valor de corte de 11,0 (método i) y 1,0
unidades(método ii) para discriminar muestras positivas
de negativas tanto en el caso de los anticuerpos IgM como
IgGanti-DV, los intervalos resultan muy amplios de manera
que compromete suaplicacidn clinica.

La elevada tasa de muestras discordantes,
respaldado por los resultados de la estadistica, confirman

quelosdos métodos analizados no son conmutables.

> > Figura 1. Andlisis de correlacién para la valoracién
semicuantitativa de de anticuerpos anti-DV de clase IgM e
IgG por los métodos i y ii. Se multiplicaron x10 los
resultados delmétodoiii.
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= > Figura 2. Andlisis de concordancia por elmétodo de
Bland-Altman para la valoracién semicuantitativa de de
anticuerpos anti-DV de clase IgM e IgG por los métodosiy
ii.
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= > Tabla1. Interpretacién de los resultados del analisis
de ELISA por los métodos iy ii. El nUmero de muestras se
detallaen cadarecuadro.

1M [

DRG FOCus | DRE: FOUUS
Tosldvas T2 X Positlvas 13 15
Memlivat f 58 Megativay 3 1

>>> DISCUSIONY CONCLUSIONES

El diagndstico de la infeccién por el virus del
Dengue (VD) plantea indudablemente un desafio al
profesional bioquimico por cuestiones relacionadas a la
cinética de replicacion viral y la respuesta del hospedador,
las cuales restringen la aplicacién de métodos directos de
estudio como ladeteccidndelantigeno NS10el RNAvirala
la fase aguda temprana de la enfermedad (menos de 5 dias
de producida la infeccidn). Esto hace que la deteccién de
anticuerpos anti-DV esté muy difundida en los servicios de
inmunologia, pese a que la falta de especificidad de la
técnica permite arribar, estrictamente hablando, a la
conclusién de que existe historia de exposicidn a flavivirus
yno al diagndstico certero de dengue (Chanetal., 2017).

Los serotipos del VD con mayor representacion
geografica en Argentina son DENV-1 y DENV-2 (Boletin
Integrado de Vigilancia, MSAL). Durante el brote de
dengue registrado en las primeras 25 semanas de 2016 se
remitieron numerosas muestras de pacientes con
sindrome febril y diagndstico presuntivo de infeccién por
dengue ala Seccidn Serologia de MANLAB. En la mayoria
de los casos, el diagndstico dependia de la confirmacién
por ELISA, estando disponible la determinacidn
semicuantitativa de anticuerpos anti-DV por el ensayo de
ELISA indirecto. Durante ese periodo, y con el objetivo de
brindar la mejor prestacion, se emplearon diferentes
marcas dereactivos, entre ellaslas citadas comoiyii.

Los hallazgos preliminares revelaron una
abrumadora discordancia en los resultados obtenidos al
ensayar una misma muestra por ambos métodos en
numerosos casos de la serie analizada. Esto condujo a la
hipdtesis de la falta de armonizacién en la seleccién de
antigenos que se inmovilizan en los pocillos del equipo
diagndstico, lo que implica una representacion desigual de
los serotipos del VD que pudieran ser potencialmente
detectados. Asi, el fabricante i declara en el inserto que se
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ha inmovilizado un antigeno del serotipo DENV-2,
mientras que el fabricante ii declara que el recubrimiento
de los pocillos consiste en particulas virales inactivadas y
purificadas de los serotipos 1-4. Por esta razdn, llama la
atencién la mayor tasa de positividad que se obtiene al
procesar muestras con la marca i, la cual podria deberse a
reaccién cruzada con otros miembros de la familia
Flaviridae debido a la alta similitud estructural del antigeno
inmovilizado. Por otro lado, es razonable cuestionar la
validez de la marca i como medio para contrastar las
muestras positivas por ii, ya que por lo menos tres
serotiposdel VD (1,3 y 4) generarian respuestas humorales
especificas que escapanasu deteccidn.

Frecuentemente se cita la alta homologia entre los
serotipos del VD pero poco se ha discutido en relacién la
capacidad de discriminar las respuestas humorales anti-DV
con base en los ensayos de ELISA. Se asume que la
especificidad de los equipos comerciales de diagndstico
seroldgico basados en ELISA es insuficiente para lograr
este cometido (Timiryasova et al., 2013), mientras que la
prueba de neutralizacién por reduccién en placa (TNPRP)
serfa la Unica herramienta efectiva para el serodiagndstico
diferencial (Roehrig et al., 2008, Maeda & Maeda, 2013), al
punto tal que se ha incluido como estandar de oro en los
protocolos de la WHO para evaluar lainmunogenicidad de
las vacunas anti-VD. Esta comunicacidn analiza el poder de
discriminacion entre distintos serotipos ofrecido por las
diferentes marcas comerciales de ELISA. Asi, cobra
especial importancia el asesoramiento de las empresas
distribuidoras al momento de elegir un equipo comercial
para la deteccidn de la infeccién por el VD. Es de vital
importancia también conocer los serotipos circulantes en
la zona de residencia de los pacientes, ya que en ausencia
de confirmacion por métodos moleculares como RT-PCR,
deteccién de antigeno NS1 o aislamiento viral, los
resultados de la serologia condicionan la inclusion de los
casos sospechosos como confirmados dentro de las
estadisticas, pese a las conocidas limitaciones en cuanto a
especificidad caracteristicas de estos inmunoensayos. En
este mismo sentido, la notificacion de los resultados de
serologia a la autoridad sanitaria local deberia incluir un
comentario acerca de la respuesta anti-serotipo evaluada
por los equipos diagndsticos empleados para analizar las
muestras, ya que esta informacion es de interés
epidemioldgico y podria optimizar el aprovechamiento de
recursos en caso de emprender la deteccidén sistematica



delgenomaviral. I

MANLAB"

Diagnéstico Bioquimico y Gendmico

= > > REFERENCIAS

Boletin integrado de Vigilancia N2 SE6. Febrero 2016. Ministerio de
salud delaNacién.

Chan HBY, How CH, Mark Ng CW “Definitive tests for dengue fever:
whenand which should | use? Singapore Med. J. 2017; 58(11): 632-635.

Gubler DJ “Dengue, Urbanization and Globalization: The Unholy
Trinity of the 21(st) Century.” Trop. Med. Health. 2011; 39(4 Suppl):3-11.

Maeda A, Maeda J “Review of diagnostic plaque reduction
neutralization tests for flavivirusinfection.” Vet. J. 2013; 195(1):33-40.

Mammen MP, Pimgate C, Koenraadt CJ, Rothman AL, Aldstadt J,
Nisalak A, Jarman RG, Jones JW, Srikiatkhachorn A, Ypil-Butac CA, Getis
A, Thammapalo S, Morrison AC, Libraty DH, Green S, Scott TW “Spatial
and temporal clustering of dengue virus transmission in Thai villages.”
PLoS Med.2008;5(11):e205.

Murray NE, Quam MB, Wilder-Smith A “Epidemiology of dengue:

past, present and future prospects.” Clin. Epidemiol. 2013; 20:5: 299-
309.

Mustafa MS, RasotgiV, Jain S, GuptaV “Discovery of fifth serotype of
dengue virus (DENV-5): A new public health dilemma in dengue
control.” Med. J. Armed Forces India. 2015:71(1):67-70.

Reiter P “Climate change and mosquito-borne disease.” Environ.
Health Perspect.2001;109 1:141-61.

Roehrig JT, Hombach J, Barrett AD “Guidelines for Plaque-Reduction
Neutralization Testing of Human Antibodies to Dengue Viruses” Viral
Immunol.2008;21(2):123-32.

Sasmono RT, Taurel AF, Prayitno A, Sitompul H, Yohan B, Hayati RF,
Bouckenooghe A, Hadinegoro SR, Nealon J “Dengue virus serotype
distribution based on serological evidence in a?? pediatric urban
populationinIndonesia.” PLoS Negl. Trop. Dis. 2018;12(6):e0006616.

Timiryasova TM, Bonaparte M, Luo P, Zedar R, Hu BT, Hildreth SW
“Optimization and validation of a plaque reduction neutralization test
for the detection of neutralizing antibodies to four serotypes of dengue
virus used in support of dengue vaccine development” Am. J. Trop.
Med. Hyg. 2013; 88(5):962-70.

WHO. Dengue: Guidelines for Diagnosis, Treatment, Prevention and
Control. Geneva: World Health Organization; 2009. New Edition 2009.

Xu M, Zuest R, Velumani S, Tukijan F, Toh YX, Appanna R, Tan EY,
Cerny D, MacAry P, Wang Cl, Fink K “A potent neutralizing antibody with
therapeutic potential against all four serotypes of dengue virus.” NPJ
Vaccines. 2017:2:2.

equipamiento para medicina

GEMATEC ¢

Convertimos
tecnologia
en confianza

Q Int. Avalos 3651 | (1605) | Munro
Buenos Aires, Rep. Argentina
. Tel/Fax: (54 11) 4512 5666

& ventas@gematec.com.ar
@ www.gematec.com.ar
€1 ©@Gematecarg




>>> Elestudio del complejo principal de histocompatibilidad (CPH), y las técnicas de biologia
molecular son vitales en la actualidad para el trasplante de 6rganos, tejidos, y en el diagnéstico
de enfermedades. En los tiltimos tiempos observamos una disminucién mundial, en la cantidad
de hijos por lo que es imprescindible el trasplante HLA haploidéntico. En el siguiente trabajo
se estudia la compatibilidad a nivel de antigenos y epitopes HLA a receptores y donantes para
el trasplante haploidéntico de progenitores hematopoyéticos.
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poyéticos.

Métodos: Se estudiaron 215 receptores cubanos, 95
femeninosy 120 masculinos y 313 hermanos. Se estudiaron
tambiénlas madres en 95 casosylos padresen73.
Resultados: En el locus B se observé el mayor nimero de
incompatibilidades de clase I. En la clase I, el DRB1 fue
significativamente superior al DQ. El menor ndmero de
eplets incompatibles se observd entre los receptores con
el padre y las incompatibilidades menores de 10 eplets
fueron mas frecuentes con la madre. Al considerar la
compatibilidad de eplets en los loci By DRB1, mas del 45 %
de los donantes haploidénticos fueron compatibles en
epitopes con el receptor. En 34 receptores de 215 (15,8 %)
se identificaron donantes con compatibilidad total de
epitopes HLA declasel, [l oambos.

Conclusiones: Entre los receptores cubanos de trasplante
haploidéntico de progenitores hematopoyéticos y sus
posibles donantes pueden encontrase parejas con alta
compatibilidad a nivel de antigenos y epitopes del sistema
HLA, por lo que esta caracterizacién pudiera incluirse en
los algoritmos de seleccion.

Palabras clave: antigenos HLA-A; antigenos HLA-B;
antigenos HLA-DR; antigenos HLA-DQ; sitios genéticos;
trasplante haploidéntico.

=>>> INTRODUCCION

La introduccidn de las técnicas de biologia
molecular ha provocado unimpacto en el mundo cientifico
y especificamente en el estudio del complejo principal de
histocompatibilidad (CPH), creando una revolucién en el
campo del trasplante de drganos y tejidos, en el
diagndstico de enfermedades y otras aplicaciones basicas
(1). Los genes del CPH se localizan en el brazo corto del
cromosoma 6 y codifican en el humano los antigenos del
sistema HLA (del inglés, human leukocyte antigens). Estos
antigenos se expresan principalmente en las membranas
delas células nucleadas. (2-5)

La tipificacién del sistema HLA desempefa una
funcién muy importante en la medicina contemporanea.
Las moléculas HLA son el objetivo principal de las
respuestas inmunitarias a los trasplantes alogénicos, son
elementos esenciales para las respuestas a estimulos
antigénicos y se implican ademas en la susceptibilidad
genética a padecer enfermedades autoinmunes. Una de
las caracteristicas cardinales de las moléculas del sistema
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HLA es su diversidad en la poblacién humana. La
tipificacion del HLA detectay clasifica tal diversidad.(1)

Las moléculas HLA son proteinas especializadas
codificadas por genes presentes en un locus denominado
CPH. Los genes del CPH se expresan de forma
codominante y en un individuo se expresan las moléculas
del CPH heredadas de ambos padres. Este sistema se
hereda en bloques por lo que una persona tendra la mitad
de cada progenitor, que es denominada haplotipo, y que
constituye el conjunto de moléculas del CPH presente en
cadacromosoma.

El que dos hermanos sean o no HLA idénticos
depende de las leyes mendelianas de la herencia: hay 25 %
de probabilidades de compartir los dos haplotipos y por
tanto de ser HLA idénticos, 50 % de compartir un haplotipo
y ser HLA haploidénticos y 25 % de no compartir ningin
haplotipo.(6) Cada molécula del HLA recibe una
designacion numérica. Por ejemplo, un haplotipo HLA de
un sujeto podria ser HLA-A"02, HLA-B "05, HLA-C*01, HLA-
DRB103, HLA-DQB1*02, HLA-DPB1*06.(7)

Desde hace unos afos se ha producido un
progreso espectacular en el estudio del polimorfismo HLA
anivel genético. A partir del afio 2012 se introdujeron en el
pais las técnicas moleculares de tipificacion HLA en los
estudios familiares, para la identificacién de posibles
donantes relacionados para el trasplante de progenitores
hematopoyéticos (TPH).(7)El uso de métodos
moleculares, amplia el conocimiento del polimorfismo
HLA, de modo que permite saber con precision el grado de
disparidad entre donante y receptor. Una mejor
identificacién de los diferentes alelos sirve para elegir las
parejas donante-receptor con el mayor nivel de
compatibilidad posible.

Por otra parte, los estudios moleculares han
permitido dilucidar las estructuras de los sitios antigénicos
de las moléculas HLA conocidos como epletsy el grado de
similitud o disparidad entre los diferentes antigenos. De
esta forma y a partir del programa informdatico HLA
Matchmaker puede identificarse el grado de disparidad o
no entre antigenos para una mejor seleccién de los
posibles donantes.

El HLA Matchmaker es un programa estructurado



de compatibilidad que considera cada antigeno HLA como
un epitope representado por una secuencia de
aminodcidos o tripletes presentes en los residuos de
aminoacidos de la porcién inmunogénica reconocida por
los anticuerpos. Al considerarse el eplets como el epitope
funcional, las diferencias en eplets entre los donantes y
receptores es unamedida de la compatibilidad de epitopes
HLA.(8,9)

Los estudios han demostrado que las diferencias
en un gran numero de eplets entre donante y receptor se
asocian con menores sobrevida en el trasplante renal
incluida la produccién de anticuerpos que median el
rechazo del érgano.(10) De acuerdo a estos resultados la
compatibilidad de eplets se utiliza en la actualidad en el
programa de trasplante renal en Europa y Australia.(11,12)
La aplicacidn en la seleccién de donantes para el TPH es
limitada sinresultados concluyentes.(8)

En este trabajo se caracteriza la compatibilidad a
nivel de antigenosy epitopes HLA areceptoresy donantes
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para el trasplante haploidéntico de progenitores
hematopoyéticos.

METODOS

Se realizd un estudio ambispectivo de tipo
observacional de todos los pacientes de Cuba y familiares,
con indicacidn de estudios de histocompatibilidad para
posible TPH en el periodo comprendido entre enero de
2013 y agosto de 2017. Se incluyeron 215 receptores con un
rango de edad de 2 a 60 afios, 95 femeninos y 120
masculinos; 313 hermanos, 95 madres, 73 padres y 5 otros
familiares.

La coleccién de la muestra se realizd de sangre
periférica en tubos con EDTA. Las muestras se procesaron
en centrifugas refrigeradas a 1150 g por 10 min a 22°C, para
obtenerla capadeleucocitos (buffy coat) a partir de la cual
se realizd el aislamiento de ADN en equipo QlAcube
(QIAGEN, GmbH). La concentracién de ADN se determiné
por el método espectrofotométrico en equipo Epoch
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(Biotek Instruments Inc) que fue ajustadaa 3o ng/mL.

La tipificacién molecular HLA de los loci A, B, DRy
DQ serealizd con el estuche de bajaresolucién Olerup SSP
HLA A B DR DQ SSP Combi tray y los correspondientes
estuches de alta resolucidn Olerup SSP para los casos en
que no fuera posible la correcta identificaciéon de los
haplotipos en el estudio familiar.

La amplificacién se realizé en termocicladores Q-
Cycler Il ( Quanta Biotech LTd), mediante el programa
recomendado por el fabricante. La lectura de la
amplificacidn se realizé por electroforesis capilar en
equipo QIAxcel Advance (QIAGEN, GmbH), con el uso del
cartucho Qiaxcel DNA FastAnalysis kit (QIAGEN, GmbH). La
interpretacion de los resultados se realizd a través de la
presencia de laamplificacidon de labanda especificay conel
uso del software Helmberg-Score (Olerup).

Los resultados de la tipificacion HLA molecular de
los loci A, B, DR y DQ se expresaron segun la nueva
nomenclatura aceptada (13) y fueron registrados en una
base de datos en formato Microsoft Access, en conjunto
conlainformacion obtenida enlaplanilladerecoleccidonde
datos que contenia la informacidn siguiente: nombres y
apellidos, edad, sexo, color de la piel, nUmero de identidad
personal, direccién, nimero de trasfusiones, trasplantes
anteriores, embarazosy enfermedades asociadas.

El estudio se realizd de acuerdo con la ultima
revision de la Declaracidon de Helsinki, que establece los
principios éticos para las investigaciones médicas en seres
humanos. (14,15)

Determinacion deincompatibilidades en eplets

La estimacion se realizé con el Software-HLA
Matchmaker versién 1.4 (www.HLAMatchmaker.net) con
estimacion de 4 digitos a partir de la tipificaciéon HLA de
bajaresolucién por frecuencia poblacional, de acuerdo alo
sugerido en el mismo programa. Se analizaron las
incompatibilidades a partir del HLA del receptory el delos
posibles donantes.

Analisis estadistico

Se utilizd la prueba de chi-cuadrado para la
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comparacién de frecuencias absolutas. Se consideré
significativounvalordep <0,05.

> >2> RESULTADOS

Entre los pacientes con indicacién de TPH
predominaron las hemopatias malignas y dentro de ellas la
mas frecuente fue laleucemiamieloide aguda (tabla1).

= > Tabla 1. Frecuencia de enfermedades con indica-
ciéndetrasplante de progenitores hematopoyéticos

Enfermedades Rimera da casos Forcentaje
Leucemia migloide aguda 59 274
Leucemia linfaide aguda a6 214
Aplasia medular 33 153
Leucermnia mieloida crénica 18 B4
Linfarma no Hedgkin 11 5.1
Sindrome mislodisplisico o 4,2
Linforna de Hedgkin 7 3.3
Leucemia pramiglacitics 5 23
Anemia de Fanconi 4 19
Leucemia hibrida 14 1.9
Migloma muiltipla 3 1.4
Sindrome migoproliferativo crdnico 3 14
Miglofisrosis primaria 2 0.8
Leucemia linfaide crinica 2 0.9
Otros 9 4,2
Tota 215 100

En el estudio de compatibilidad predominaron los
donantes haploidénticos y noidénticos y en menor medida
los HLA idénticos. En un caso se encontrd total identidad
HLA conlamadre (tabla2).

> > Tabla 2. Compatibilidad HLA en el transplante de
progenitores hematopoyéticos

Donantes Compatibilidad HLA
Idéntico Haploidéntico Sin identidad

e U e U N O
Harmano P 16,05 149 EL 84 17,70
Madre 1 0,21 b 19,34 0 0
Padre 0 0 L] 15,02 0 0
Otras ] 0 4 0,82 1 0,21
Tatal i 16,26 30 05,84 ar 17,90

El mayor ndmero de incompatibilidades entre los
receptores conlos donantes haploidénticos se observaron
enlos loci de clase | y dentro de estos en el locus B, aunque
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las diferencias no fueron significativas con respecto al
locus A. Los antigenos donde se observaron el mayor
ndmero de incompatibilidades fueron el A*01, *24, B*35,y

B*44 (Fig.1A).

> > Figura 1. Incompatibilidades HLA de Clase | (A)
(p=0,2)y Clase Il (B)(p=0,001)
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Para los loci de clase Il, en el DRB1 (DRB1*03,
*04,%07), se encontraron las diferencias mas importantes
que fueron significativamente mas frecuentes con
respectoal DQ(DQB1*02,*03,*05) (Fig. 1B)

La frecuencia mayor de eplets compatibles (0-5) se
observd entre los receptores con el padre. Sin embargo,
las incompatibilidades menores de 10 eplets fueron mas
frecuentes con la madre en relacién con el padre o los
hermanos haploidénticos (p=0,01) (Fig. 2A)

En la comparacidn de los eplets Gnicamente entre
los loci By DRB1 no hubo diferencias entre los hermanos
conlos padres. Al considerarla compatibilidad de epletsen
estos loci, mas del 45 % de los donantes haploidénticos son
epitopes compatibles con elreceptor (Fig.2B)

En 34 receptores de 215 (15,8 %) se identificaron
donantes con compatibilidad total de epitopes HLA de
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clase I, Il, o ambos, o sea sin diferencias de eplets.
Predominaron los compatibles de clase Il en 15 receptores
y enmenor proporcidnlos de clase |, 0 ambos. Laidentidad
de epitopes fue mas frecuente con los hermanos que con
los parentales. El 67 % de estos receptores presentaban
alelos HLA homocigéticos (tabla3)

= > Figura 2. Diferencias en eplets entre los receptores
con los donantes haploidénticos. A: loci A, B, DQB1
(p=0,01); B:lociBy DRB1(p=0,2)
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> > Tabla 3. Compatibilidad total de eplets de 34
receptores con 45 donantes haploidénticos.

Clase 1+ 11 Clase 1 clase 11 Total P
Conantes [we m  wE | e ome | owe N e
Hermanas 2 4,4 2 4.4 22 48,.% | 26 | 577 02
Madre [ "1 (23 10 [ 222 [11 [ 245 |07
Padre [ [@ [ o 8 178 | @& | 17,8 | 09
Total 2 44 3 &7 40 &80 |45 | 100
Alalas
Homocigéticos o [ 1 i3 12 13 | 290
Heterocigaticos | 2 4,4 2 4.4 28 62,2 |31 | 71,0
" Tatal 2 a4 2 &7 40 880 45 | 100
Recaptores [ _
Alalas
Homoclgéticos | 1 29 |2 |59 18 [ s29 [ 2.1 |67 |05
Heterocigaticos li] '] 1 - 35,3 | 13 | 32,9
Total ! 2,8 3 88 20 88,2 | 34 | 100



>>> DISCUSION

El TPH es un tratamiento potencialmente curativo
para muchos pacientes afectados por trastornos
hematolégicos. Sus principales indicaciones son las
leucemias, los linfomas vy las insuficiencias de la médula
6sea.(16). Dentro de estas, la leucemia mieloide aguda es
una de las mas frecuentes debido al prondstico
desfavorable con los tratamientos convencionales.(17)
Estos hallazgos coinciden con los encontrados en el grupo
de pacientes analizados con estudios de compatibilidad
paraTPH.

La frecuencia de compatibilidad HLA entre
receptores y donantes se corresponde con lo comunicado
en la literatura con relacién a la proporcidn menor de
donantes relacionados HLA idénticos y no idénticos y
mayor de haploidentidad.(6) No obstante, debido a la
inclusién de los parentales y de otros familiares en el

estudio, la frecuencia de donantes haploidénticos fue
superior a lo esperado si solo se hubieran incluido los

immco

DIAGHNOSTICS

AUTOINMUNIDAD

Neuropatias

Anticocleares

Antigenos Extraibles

inmunofluoresencia

Automatizacion

ONYVA SRL - Dr. Adolfo Dickman 990/994. CABA

Tel: ( 5471) 52353970 - ventas@onyva.com.ar - www.onyva.com.ar

hermanos.

La bisqueda de un donante relacionado
compatible para el trasplante, cominmente hermano HLA
idéntico, es la variante tradicionalmente mas deseada,
pero es cada vez mds escasa debido a la tendencia
internacional y, en Cuba, a la disminucién del nimero de
hijos.

El trasplante con donante haploidéntico es la
opciéon mas frecuente y la que se estd desarrollando en
especial después que se demostrd la eficacia de la
administracion de altas dosis de ciclofosfamida
postrasplante para el control de la enfermedad de injerto
contra huésped (EICH)(18).De esta forma, en este trabajo
se profundiza en la en la caracterizacidon de la
compatibilidad HLA con este tipo de donantes.(19)

Las incompatibilidades mds frecuentes con los
donantes haploidénticos a nivel de antigenos HLA se
encontraron en el locus B y DRB1. Este resultado es
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importante si se tiene en cuenta que son los loci donde se
recomienda la mayor compatibilidad para evitar la
EICH(3).0Otros estudios comunican hallazgos similares
(20). Los antigenos de clase | y Il donde se observaron las
incompatibilidades mds comunes coinciden con los de
mayor frecuencia descritos enla poblacién cuabana(21).

Teniendo en cuenta estos resultados, se
caracterizaron las incompatibilidades a nivel de epitopes
(eplets) que esclarece las diferencias o no en las
estructuras antigénicas que podrian influenciar la
alorreactividad bidireccional entre receptor e injerto y de
esta forma considerar HLA eplets compatibles a donantes
conincompatibilidad HLA(8).

Las incompatibilidades menores de 10 eplets se
consideran aceptables para evitar una respuesta inmune
HLA especifica(22). Los resultados mas alentadores se han
obtenido en la seleccidn de donantes para el trasplante
renal cadavérico y constituye una herramienta cada vez
mds usada para la seleccidn de donantes renales a
receptores hipersensibilizados, donde la busqueda de la
compatibilidad es crucial por la presencia de anticuerpos
en el receptor contra antigenos HLA del drgano a
trasplantar que median el rechazo agudo(23).

Eneste estudio, lasmenoresincompatibilidades en
eplets (0-5) se encontraron con el padre, lo que lo sefiala
como una opcidn a valorar en la poblacién cubana para el
trasplante haploidéntico en ausencia de donantes
relacionados compatibles. Hasta donde se conoceno se ha
realizado estudios que evaltien la compatibilidad paterna
en eplets que pudieran confirmar o polemizar estos
resultados.

No obstante, las incompatibilidades en eplets
menores de 10 se encontraron con la madre y con los
hermanos haploidénticos. La madre es una opcidén
preconizada en muchos estudios donde se obtuvieron
mayor sobrevida postrasplante y menor incidencia de
EICH(24).

Estos resultados se atribuyen al efecto NIMA (del
inglés, Non Inherited maternal antigens) o antigenos
maternos no heredados, para los cuales los hijos
presentarian tolerancia por su exposicidon en la etapa fetal
via corddén umbilical y postnatal a través de la leche

materna(25).Los hermanos haploidénticos NIMA
compatibles o con presencia de antigenos maternos no
heredados por el receptor a trasplantar también pudieran
serunaelecciénventajosa.

En el andlisis de la compatibilidad de eplets
Unicamente de los loci B y DRB1se encontrd que en casi la
mitad de los receptores se puede identificar un donante
relacionado con compatibilidades menores de 10 que
podria ser una primera seleccidn en el algoritmo de estudio
delos donantesrelacionados haploidénticos.

En términos de identidad antigénicala ausencia de
diferencias en eplets o con resultados "o" podria
considerarse como HLA compatible aun en presencia de
diferentes antigenos. Esto es debido a que a pesar que el
sistema HLA es el mds polimdrfico presenta gran
homologia y la diversidad estd dada por cambios en
algunos residuos de la cadena de aminoacidos que en su
estructura tridimensional forma los epitopes reconocibles
por el sistemainmune (26).

En el 15 % de los receptores se identificaron
donantes HLA eplets totalmente compatibles con mayor
frecuencia para los antigenos de clase Il, resultados
esperados por ser los antigenos de clase | los mas
polimdrficos;(13) y con una mayor proporcién entre los
receptores homocigdticos ya que las diferencias estarian
solo en base a un antigeno con una mayor probabilidad de
encontraridentidad.

Los resultados de este trabajo muestran las
complejidades en el estudio de la compatibilidad HLA en el
trasplante haploidéntico y aportan herramientas para la
seleccion de los donantes y asi garantizar la mejor
compatibilidad en aras de disminuirla EICH. [
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>>> Lavasectomia es laligadura de los conductos deferentes a nivel de las bolsas escrotales,
con el fin de evitar el paso de los espermatozoides. Cada vez son mas los hombres que eligen
este método anticonceptivo, después de la vasectomia se sigue eyaculando como siempre, no
afecta a las erecciones y el placer sexual no cambia. El aspecto del semen es el mismo, no
contiene espermatozoides pero el plasma seminal ain posee la capacidad de transportar
diferentes microorganismos a sus parejas. En el siguiente trabajo se estudia esta problematica.
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RESUMEN

Introduccidn: La vasectomia es un método de
anticoncepcion masculina definitiva que impide el paso de
los espermatozoides através de los conductos deferentes.
Sin embargo, el plasma seminal aiin posee la capacidad de
transportar diferentes microorganismos a sus parejas.

Objetivo: Determinar la presencia de ADN de C.
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trachomatis, N. gonorrhoeae, U. urealyticum, M. genitalium,
M. hominis y el asilamiento por cultivo cuantitativo de
bacterias aerobias en las muestras de semen de hombres
vasectomizados.

Métodos: Se tomaron muestras de semen de 10
voluntarios con vasectomia y 7 sin vasectomia
asintomaticos para infecciones urogenitales que fueron
colectadas y evaluadas segun los lineamientos de la
Organizacion Mundial de la Salud. A cada muestra de
semen se le realizd cultivo cuantitativo en agar sangre,
chocolate y MacConkey. Se realizd extraccién de ADN
mediante la técnica de fenol-cloroformo y deteccidn del
ADN de los microorganismos mediante la reaccién en
cadenadelapolimerasa.

Resultados: Se obtuvo crecimiento de algun
microorganismo en las 10 muestras evaluadas, entre los
cuales se encuentran Staphylococcus coagulasa negativa,
Staphylococcus aureus, Streptococcus viridans y
Pseudomona putida. Sélo se detecté ADN de U.
urealyticum en 70 % de las muestras seminales
provenientes de vasectomizados y en 57 % en los
voluntarios.

Conclusidn: Los hombres con vasectomia pueden ser
reservorios de microorganismos (inclusive microbiota) y
de transportarlos hacia el tracto reproductivo femenino
podria causar alteracionesimportantes como infertilidad.
Palabras clave: semen; espermatozoide; Chlamydia
trachomatis; Neisseria gonorrhoeae; Ureaplasma
urealyticum; Mycoplasma spp.

>>> INTRODUCCION

La vasectomia es un procedimiento quirdrgico de
anticoncepcién masculina definitiva con un 99 % de
efectividad que impide el paso de los espermatozoides a
través de los conductos deferentes. Existen dos técnicas
principales pararealizarla cirugiay accederalos conductos
deferentes para su oclusién: la vasectomia tradicional enla
cual se realizan dos incisiones en la bolsa escrotal, y la
vasectomia sin bisturi. En esta ultima se realiza una sola
puncion en la parte apical de los testiculos con el fin de
localizar, ligar y cortar los conductos deferentes. Esta
ultima es la técnica mas popular por su rapidez, bajo costo
y reduccién de las complicaciones como hemorragias y
hematomas.(1) Dentro de estas dos técnicas se cuenta con
diferentes métodos para lograr la oclusién de los
conductos deferentes como ligadura y escision,

19 |15 afios juntos
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interposicion fascial, cauterizacién térmica y
electrocauterizacion.(2)

Durante las relaciones sexuales, los
espermatozoides son transportados desde el tracto
reproductivo (TR) masculino al TR femenino; sin embargo,
durante este proceso también se transportan
microorganismos, ya sea por adhesidn del
microorganismo al espermatozoide o por su capacidad de
infectar el plasma seminal y los leucocitos.(3)

Se ha reportado que la microbiota del TR
masculino puede ser alterada por factores como la
humedad, la actividad endocrina, la anaerobiosis y la
disponibilidad de nutrientes.(4) La colonizacién
microbiana comienza al nacer, con comunidades cada vez
mas ricas de microorganismos que se ensambla en todo el
cuerpo durante lainfancia.(5-12).

Enlosadultos, lamicrobiota puede seralterada por
la dieta,(13-17) los ciclos hormonales,(18) la actividad
sexual(18-21) y el ambiente, entre otros factores.(22) En
estudios sobre la microbiota del TR masculino se han
reportado aislados de estafilococos coagulasa negativos,
enterococos y corynebacterias en hombres fértiles
aparentemente sanos;(23-27) sin embargo, la alteracién en
la homeostasis de esta colonizacidn puede desencadenar
procesos infecciosos generalmente asintomaticos, lo que
le da el caracterdeinfeccién crénica.(28)

Las infecciones del TR masculino se pueden
clasificarentrestipos:

« infecciones detransmisién sexual,

» infecciones del tracto urinario, debido a que el
tracto genital y urinario comparten varias
porcionesanatdémicas,

+ infecciones asociadas a desequilibrios de
microbiotabacteriana.(29)

Actualmente se conoce poco acerca de las
comunidades bacterianas encontradas en el TR masculino
o la importancia de la bacteriospermia en los hombres
asintomaticos. Esto se debe a que los estudios previos de
microbiota seminal se han centrado en gran medida en la
deteccion e identificacion de microorganismos de facil
cultivo, no asi en aquellas especies bacterianas que



requieren medios especiales para su aislamiento. Por este
motivo, puede existir un censo incompleto de los
microorganismos presentes en el semen.(23) Entre los
géneros bacterianos reportados en el fluido seminal se
encuentran: Peptoniphilis spp, Anaerococcus spp,
Finegoldia spp, Peptostreptococcus spp, Staphylococcus
spp, Streptococcus spp, Corynebacterium spp, Enterococcus
spp, Lactobacillus spp, Gardnerella sp, Prevotella spp y
Escherichia coli.(23-27)

Adicionalmente, Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrheae, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis
y Mycoplasma genitalium son bacterias cominmente
involucradas en infecciones del TR masculino. Estos
microorganismos son de dificil cultivo, por lo que es
necesario emplear métodos moleculares como lareaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) para su diagndstico. C.
trachomatis es intracelular obligada. Su tnico reservorio es
el ser humano y es catalogada como el principal agente
causal de uretritis, orquitis, epididimitis, cervicitis
mucopurulenta, enfermedad pélvica inflamatoria e

infertilidad tubal.(28,29) N. gonorrheae es la principal
causa de uretritis en hombres, ademads de estar implicado
en prostatitis y en epididimitis.(30) Tanto N. gonorrheae
como C. trachomatis, se consideran infecciones de
transmision sexual, un grupo de infecciones transmitidas
de individuo a individuo por medio de las relaciones
sexuales que pueden ser ocasionadas por multiples
microorganismos,(31) entre los que se incluyen:
virus,(32,33) hongos o pardsitos(34) con amplias
consecuencias sobre la salud como la enfermedad pélvica
inflamatoria, muerte fetal, disfuncién sexual e incluso la
infertilidad.(31,32)

Se ha observado que la presencia de U. urealyticum
en el eyaculado afecta la concentraciéon y la morfologia
espermatica;(35) M. genitalium produce uretritis y
prostatitis en los hombres y en la mujer produce dolor
pélvico y sangrado después de las relaciones sexuales.
Finalmente, M. hominis se ve implicado en el desarrollo de
vaginosis bacteriana, septicemia posparto y uretritis(37)
en hombres produce uretritis no gonocdcica y prostatitis,
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es capaz de adherirse al espermatozoide y generar en la
mujer endometriosis y trastornos en el embarazo como la
muerte embrionaria.(37)

Las infecciones de transmisién sexual y otros tipos
de infecciones urogenitales aln presentan una alta
prevalencia en la poblacién mundial a pesar de ser
facilmente tratables y prevenibles.(38) La vasectomia al
ser un método anticonceptivo utilizado principalmente
por hombres casados,(30) deja de lado en gran parte los
métodos de proteccion para enfermedades de
transmisién sexual, como los preservativos, lo que
favorecelatransmisidn de microorganismos.

El objetivo de este trabajo es determinar la
presencia de ADN de C. trachomatis, N. gonorrheae, U.
urealyticum, M. genitalium y M. hominis mediante PCR y el
asilamiento por cultivo de bacterias aerobias en muestras
seminales de hombres vasectomizados.

>>> METODOS

Seincluyeron 17 muestras seminales de voluntarios
asintomdticos para infecciones urogenitales de la ciudad
de Medellin, Antioquia, Colombia: 10 vasectomizados con
una edad mediana de 39 afos (29 a 55 afos) y 7 sin
vasectomia con una mediana de 25 afios (23 a 45 afos)
como control. Las muestras de semen fueron obtenidas
mediante masturbacién en un recipiente estéril después
de una abstinencia sexual de 2 a 5 dias. Se evaluaron los
pardmetros seminales convencionales de acuerdo a los
lineamientos establecidos en el manual para el analisis de
semen humano de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS).(40) El manual de la OMS para el andlisis de semen
humano, sugiere que las muestras seminales
diagnosticadas con azoospermia (sin espermatozoides)
deben someterse a centrifugacién a 3000 g/15 min y el
sedimento debe seranalizado.(40)

Espermocultivo

El recuento e identificacidon de las bacterias
aerobias se realizé mediante espermocultivo por siembra
cuantitativa. Brevemente, 10 uL de semen de los
voluntarios con vasectomia fueron sembrados en agar
MacConkey (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), sangre y
chocolate (Preparado a partir de Agar tripticasa soya,

Revista Bioanalisis | Marza 2019 | 15 afos juntas

Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), y agar e incubados a 37
°C entre 24 y 48 h. Se realizé la identificaciéon mediante
pruebas bioquimicas y se determind la resistencia o
sensibilidad a los antibidticos para cada uno de los
microorganismos en el Laboratorio de Microbiologia,
Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia.

La extraccion de ADN se realizd de semen total
mediante el protocolo de fenolcloroformo estandarizado
previamente en el Grupo Reproduccidén.(41) Brevemente,
a 200 pL de semen total se le adicionaron 0,5 mL de la
solucién de lisis (Tris 1M, EDTA 0,5M, NaCl 5M, SDS 10 % y
tritén 0,1 %) y 5 uL de proteinasa K (20 mg/mL, Thermo-
Scientific, MA, EE. UU.)y seincubd durante12has4°C.

Posteriormente, se adiciond 1 mL de fenol-
cloroformo-isomilico (Amresco, Ohio, EE. UU.) y se
centrifugd a5000 g/10 min, al sobrenadante recuperado se
le adiciond 1 mL de etanol absoluto (J.T Baker, EE. UU.) (-20
°C) y 50 pL de acetato de sodio 3M, se dejé precipitar el
ADN a-20°Cdurante 15 min. Finalmente, selavé con1mLde
etanol (J.T Baker, EE. UU.)al 70 %, se diluyé el ADN en agua
libre de DNAsa/RNAsa (Gibco, Life Techonologis, EE. UU.) y
se cuantificé mediante espectofotometria (Nanodrop ND
1000 Spectophotometer, Thermo-Scientific, EE. UU.).

Reacciénen cadenadelapolimerasa(PCR)

La PCR se realizéd mediante el protocolo
estandarizado en el Grupo Reproduccién con algunas
modificaciones.(41). Cada reaccién tenia un volumen final
de 25 pL que contenia 12,5 uL de Master Mix (Thermo-
Scientific, EE. UU.), solucién que contenia 0,025 U/uL de
Taq DNA polimerasa, 2 mM de MgCl, y 0,2 mM de cada
dNTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) diluidos en solucién
tampdn de reaccidn. A cada reaccion, se le adicioné 1 uM
de cada cebador (tabla1),2 uL de ADN y 5,5 uL de agua. La
PCR se realizé en un termociclador (T3000, Whatman,
Biometria, Goettingen, Alemania) bajo las condiciones
descritas en la tabla 1. Como control positivo, se empled
ADN extraido de las cepas de C. trachomatis serovar E
(donada por el Dr. Rubén Motrich, Centro de
Investigaciones en Bioquimica Clinica e inmunologia-
CIBICI, Universidad Nacional de Cdrdoba, Argentina) y
Neisseria gonorrheae ATCC 19424 (donada por la IPS
universitaria). Como control positivo de U. urealyticum. Se
empled ADN de muestras de semen positivas para este



microorganismo (donadas por el Dr. Pedro Martinez, > > Tabla 1. Cebadoresy condiciones de lareaccién en
Centro Latinoamericano de Diagndstico Genético cadenadelapolimerasa.
Molecular -CELAGEN-, Bogotd, Colombia). Para M.
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prueba de Mann-Whitney y una prueba exacta de Fisher
para determinar la diferencia entre los grupos segun el
caso mediante el programa estadistico Graph Pad Prism 6.0
®,

> >> RESULTADOS

De los 10 eyaculados provenientes de hombres
vasectomizados analizados en el presente estudio, se
observé un voluntario con espermatozoides en el semen,
una mediana para la edad de 3 afios (39 afios vs. 25 afios),
mayor en el grupo de vasectomizados (p= 0,02); la mediana
de hijos fue de 2 en el grupo de vasectomizados y ninguno
de los hombres en el grupo control tenia hijos.
Adicionalmente, se observd un crecimiento bacteriano en
todas las muestras. La mediana para el tiempo desde la
vasectomia hasta la fecha del presente analisis seminal fue
de3afos.

Al voluntario que se le observaron esperma-
tozoides tenfa 8 afos de vasectomizado, con un reporte
previo de ausencia de espermatozoides en otro
laboratorio (28 de diciembre de 2011) aunque en el
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presente eyaculado presentaba 1,4 mL de volumen, 3 x
10°/mL de espermatozoides con una movilidad progresiva
de 13 %, 50 % de viabilidad y 3 % de morfologia normal.
Adicionalmente, al cuantificar el estado dela estructuradel
ADN espermatico se observé un indice de fragmentacion
del ADN (IFA)de 24,3 %.

En el cultivo de las 10 muestras seminales
evaluadas se obtuvo crecimiento de algun
microorganismo, la identificacién se realizd a partir del
agar sangre (tabla 2). Seis muestras presentaron
crecimiento de Staphylococcus coagulasa negativo
(concentraciéon mediana de 1200 unidades formadoras de
colonia-ufc/mL); enlas otras muestras crecié Pseudomona
putida (2 200 ufc/mL), Staphylococcus aureus (1200 ufc/mL)
y Streptococcus del grupo viridans (2200 ufc/mL). En la
tabla 2 se detallan los resultados de los antibiogramas
realizados paralos aislamientos bacterianos.

Las 10 muestras evaluadas de voluntarios
vasectomizados y las 7 usadas como control fueron
negativas para la deteccién de ADN deC. trachomatis, N.
gonorrheae, M. hominis,y M. genitalium; en 64 % del total de

= > Tabla 1. Antibiograma para los microorganismos cultivados

SCHN | P. putida™ | SCN SCH SCH 5. aureus™ SCHN 5. viridans™ | SCHN
Antibioticos 400 2200 1400 200 1700 1200 100 2200 200
ufe/mL ufe/mL ufe/mL | ufe/mL | wufc/mL ufe/mL ufef/mL ufc/mL ufc/mL

| Cloranfenicol ' - - - - ' - s s - s
| Trimetropin/sulfametoxazol | - - - - - s - - -
| Gentamicina | s s s 5 s " = - s
| Eritromicina [ 5 s R s R’ 5 - 5
| Tetraciclina s - = s 5 R s =
| Ciprofloxacina S = s R s -
| Clindamicina R - 5 5 5 R 5 5
| Cefoxitin 5 _ 5 R 5 R 5 - 5
| amikacina R S - - - - =
| Aztreonam ' - S - - - - - - -
| Cefapime ' b= - - - - - - -
| Ceftazidime ' - =] - - - - - - -
[ Meropemen - =] - - - - - - -
| Noveobiocina [ - - - - - - 5 - -
| Piperaciclina/tazobactam | - = - - - - - - -

S: sensible; R: resistente. SCN: Staphylococcus cosgulass negativa; UFC: Unidades formadoras de colonia.

= Solo en esta se obtuvo crecimiento en agar MacConkey
*=* Strepiococcus del grupo vinidans crecimiento en 48 h.

=% Cracimiento en 72 h.
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las muestras seminales se detectd ADN de U. urealyticum,
siete de las diez muestras de vasectomizados (70 %) y 4 de
las 7 muestras en el grupo control (57 %) mediante PCR (p=

0,5).
> DISCUSION

Aunque esta establecido que la vasectomia es un
método anticonceptivo con un 99 % de efectividad,(1) un 1
% de los individuos deben recurrir a una correccién
mediante una nueva cirugia. En el presente trabajo se
observé que 1 de los 10 voluntarios vasectomizados
presentaba espermatozoides con valores por debajo del
limite inferior de referencia propuesto en el manual de
analisis seminal dela OMS. (40)

Es importante recalcar que hombres con valores
menores que el percentil 5 (Iimite inferior de referencia)
también son considerados como fértiles y han logrado
embarazar a su pareja en menos de un afio de relaciones
sexuales sin proteccién.(42) La falla mds comun de la
vasectomia eslarecanalizacién,(2) que es el resultado dela
proliferacién de microtibulos epiteliales a través de tejido
granulomatoso entre los extremos cortados lo que
produce una fistula que permite el paso de los
espermatozoides;(43) puede ser temprana (8 a 12
semanas posvasectomia), transitoria (semana 2 a 6) o
tardia (se presenta luego de ser declarado estéril);(2) este
individuo presentaria una recanalizacién tardia debido a
que tenia un control de vasectomia en diciembre de 2011, 2
afos después de realizado el procedimiento quirdrgico en
el cual es diagnosticado como azoospermico. La
probabilidad de una recanalizacién varia segun el método
de oclusidn, elmayorriesgo se hareportado conligaduray
escision;(43,44) sin embargo, el riesgo mas bajo se ha
reportado con la cauterizacién.(43) La de mayor eficacia
fue la cauterizacion térmica (probabilidad de fracaso de
0,8 %)(45) sobre la electrocauterizacién.(44) En este caso
no conocemos elmétodo que se ha utilizado.

Sinembargo, a pesardelafallaenel procedimiento
quirdrgico y de no utilizar ningin método de
anticoncepcidn adicional, el voluntario vasectomizado no
ha embarazado a su pareja, incluso presentando un IFA
considerado como normal. Este aspecto es importante,
porque una alta fragmentaciéon del ADN espermatico
puede afectar divisién celular de los embriones, los
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resultados se dividen en: < 15 %, excelente potencial de
fertilidad; entre 15y 24 %, alto potencial de fertilidad; 25-30
%, bajo potencial de fertilidad; y > 30 %, regular o mal
potencial de fertilidad.(46) El limite inferior de referencia
para la movilidad progresiva es de 32 %, para la movilidad
total (movilidad progresiva + movilidad no progresiva) es
de 40 %; paralaviabilidad es del 58 % y para la morfologia es
del4%.(40)

La microbiota uretral y del TR estd determinada
por factores como la madurez y la actividad sexual, el
nimero de compaiieros(as) y el tipo de relacién sexual
(anal, oral o genital),(47) en una de las 10 muestras
seminales de voluntarios vasectomizados se observé el
crecimiento de Streptococcus del grupo viridans, Cocos
Gram positivos que hacen parte de la microbiota de la
orofaringey del tracto genital femenino.

Las infecciones clinicas por Streptococcus del
grupo viridans ocurren, generalmente, tras una lesién en
las zonas de su habitat normal, como podria ser cirugia e
instrumentalizacién del aparato genitourinario, no suele
realizarle antibiograma. Sin embargo, se ha reportado la
existencia de aislados conresistencia a la penicilina.(48) Su
crecimiento puede deberse a la colonizacién del tracto
genitourinario por medio de relaciones de tipo genital u
oral o por contaminacién de la muestra desde las vias
aéreasalahoradesertomada. Lamayoria delas muestras
(66 %) presentaron un crecimiento de Staphylococcus
coagulasa negativa, uno de los microorganismos mas
frecuentemente aislados. No obstante, es dificil de
establecer su significado clinico en muchas situaciones
pues pueden ser comensales inofensivos o patdgenos
invasores.(49) Algunos autores proponen las especies
pertenecientes al grupo de Staphylococcus coagulasa
negativos (S. capitis, S. saprophyticus y S. epidermidis)
como las principalesresponsables delasinfecciones del TR
masculino después de E. coli.(50,51) S. epidermidis es la
especie predominante aislada de pacientes con
complicaciones de las vias urinarias, el S. saprophyticus es
un conocido uropatdégeno, aislado cominmente en
mujeres sexualmente activas, lo que podria significar facil
transmisién al TR masculino.(49) Dos de estos aislados
presentaron resistencia a los antibidticos eritromicina y
cefoxitin, y solo una a ciprofloxacina. Esto pudiera
complicar significativamente el tratamiento de una
infeccion sintomatica si se llegara a desarrollar, pues estos



microorganismos podrian transferir los genes de
resistencia; no solo a aquellos de su misma especie, sino
también a otras especies por medio de plasmidos,
secuencias de insercidn, integrones, transposones y
bacteriéfagos, através derecombinacién.(52)

Staphylococcus aureus es un microorganismo
oportunista que coloniza la piel, las fosas nasales, las
axilas, la faringe y el tracto urogenital en
aproximadamente 20 % de personas sanas.(53) Es un
patégeno oportunista y puede desencadenar ruptura del
tejido por trauma o cirugia, no se descartala posibilidad de
que exista contaminacién de la muestra con microbiota de
la piel, debido a que hasta 71 % de las bacterias que
colonizan el surco coronal estan presentes en la uretra
distal.(23) No obstante, se encuentra entre los
microorganismos mds peligrosos para el ser humano,
tanto por su virulencia y produccidon de toxinas, como por
su capacidad para desarrollar resistencia a los
antibidticos.(54) En este caso se encuentra el

microorganismo aislado. Su resistencia se obtiene por los
mecanismos antes mencionados(52) e indica que es un
microorganismo adquirido y deberia ser tratado pues,
aunque no siempre la bacteriosperma culmina en
infeccidn, la sola existencia de especies bacterianas o de
los factores solubles producto de sumetabolismo, pueden
desencadenar una serie de efectos negativos en la salud
sexual yreproductiva.(53)

Por otro lado, Pseudomona putida, es un bacilo
Gram negativo, que también puede comportarse como un
patdgeno oportunista. Estd reportada como un
microorganismo patdgeno e infeccioso. Aunque suele ser
un contaminante de muestras clinicas, se ha visto
involucrada eninfecciones del tracto urinario.(55,56) Pero,
en el caso de todos estos cultivos, se puede descartar que
se esté presentando una infeccién, debido a que para ser
catalogada como tal se necesita una concentracién mayor
a10 000 ufc/mL,(57) criterio con el cual no cumple ninguna
delas cepasaisladas.
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U. urealyticum, M. genitalium y M. hominis son
bacterias anaerobias facultativas, que se asocian con la
colonizacién e infeccién genital en los seres humanos
adultos, aunque también pueden aislarse con una alta
prevalencia, siendo mayor la prevalencia U. urealyticum
que la de M. hominis y M. genitalium en individuos
asintomaticos, lo que sugiere que pueden comportarse
como patdgenos oportunistas.(36) En este estudio, se
logré detectar ADN de U. urealyticum en 64 % del total de
las muestras, es el Gnico microorganismo detectado, el
cual cuenta con un porcentaje mayor en el grupo de
hombres vasectomizados (70 %) con respecto al grupo
control (57 %). Esta diferencia puede deberse a que este
grupo tenga mads relaciones sin proteccién para
enfermedades de transmisién sexual y que no tengan
interés en el tema de infertilidad, problema por el cual
muchos hombres sin vasectomia consultan, son
diagnosticados y tratados. En un estudio anterior del
grupo Reproduccidn, sereportd una prevalenciade 7,1% de
U. Urealyticum.(41)

Aunque en este estudio no se logré detectar ADN
de C. trachomatis, N. gonorrhoeae, M. hominis y M.
genitalium, otros autores han detectado una prevalencia
de 11,3 %, 13,3 %,” 10,8 % y 5 %,” respectivamente de las
muestras de semen de hombres asintomaticos.

>>> CONCLUSION

La vasectomia es un método anticonceptivo
masculino que, aunque cuenta con una alta efectividad, no
estd exento de fallas. Ellas se asocian, generalmente, a la
disminucién del uso de métodos anticonceptivos de
barrera como el preservativo. El uso de métodos
anticonceptivos en los vasectomizados tiene como
segunda finalidad impedir la capacidad del plasma seminal
de transportar microorganismos, tanto patégenos como
microbiota, al tracto reproductivo femenino. Muchos de
los microorganismos presentes en el semen son exigentes
y de dificil cultivo, por lo que cominmente no se detectan
en examenes de rutina, por esto es necesario recurrir a
técnicas moleculares como la reaccién en cadena de la
polimerasa.
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Las mujeres de hoy se desenvuelven y se
desarrollan en un medio que estimula la consecucién de
nuevas metas. El rol de la mujer en la sociedad evoluciond
en las Ultimas décadas, y las mujeres han conquistado
terrenos que parecian pertenecerséloalosvarones.

Madres, lideres de equipos, esposas,
profesionales, sostén del hogar, son algunos de los
multiples roles y responsabilidades conviven en la mujer
actual. En el dmbito de la salud, si bien varones y mujeres



afrontan problemas semejantes, hay situaciones que son
exclusivamente femeninas y sélo las mujeres experi-
mentan susrepercusiones.

El informe de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) “Las Mujeres y la Salud” pone de manifiesto -ya en
el afo 2009- las consecuencias que acarrea no atender los
problemas de salud en elmomento apropiado de lavida de
las mujeres y hace foco en laimportancia de la prevencion
y la disminucidn de los factores de riesgo en el presente
para evitar problemas crénicos de lasalud en el futuro.

En el Mes de la Mujer, desde Roche Diagndstica
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acompanar a las mujeres en el cuidado de su salud en
diferentes momentos de lavida.
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desarrollo, las mujeres son el sostén de la familia. En este
momento tan particular de la mujer en el mundo, sabemos
que cuidar su salud es empoderarla” afirma Lorice Scalise,
Country Manager de Roche Diagndstica Argentina.
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con amplia gama de soluciones diagndsticas y tecnologia
innovadora que desempefan un rol importante en el drea
de las soluciones clinicas integradas, abarcando la
deteccién temprana, el diagndstico preciso, la evaluacion
y control de diversas patologias y condiciones médicas.
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soluciones diagndsticas para:
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categorias: bajoy alto riesgo. Los HPV de bajo riesgo, no
causan cancer pero pueden causar verrugas genitales. En
cambio, los HPV de alto riesgo si tienen capacidad
oncogénica y pueden causar cancer cervical. Se han

MEGGNALIZAR
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® Endocrinologia @ Quimica Clinica ® Marcadores Tumorales ® Marcadores Virales

® Hematologia ® Inmunologia ® Drogas Anticonvulsionantes ® Inmunosupresores

Mas de 220 laboratorios de toda la Provincia de Mendoza, e
confian en Meganalizar por Tecnologia, Calidad y resultados en el dia

® Serologia

El Megalaboratorio de los Bioquimicos de Cuyo e

Rigurosos Controles Internos y Externos de Calidad e

Sede Laboratorio | Montecaseros 2478 Mendoza | Tel. 0261 4373241/42 | mega@analizar-lab.com.ar

Administracion | Belgrano 925 Mendoza | Tel. 0261 4412355/65 | gerencia@analizar-lab.com.ar




identificado cerca de una docena de tipos de HPV de alto
riesgo. Y dos de éstos, los tipos 16 y 18 de HPV, son
responsables de la mayoria de los canceres causados por
HPV.

El Test cobas® HPV de Roche* es el test de
tamizaje con genotipificacién que permite identificar si la
mujer tiene una infeccién con los virus de alto riesgo. La
prueba se lleva a cabo en el sistema cobas 4800, que
ofrece una automatizacién completa de la purificacién de
acidos nucleicos, la preparacion de la reacciéon en cadena
de la polimerasa (PCR) y la amplificacion y deteccién
mediante PCR en tiempo real, ayudando al laboratorio a
alcanzar la maxima eficiencia. El test cobas HPV cuenta
con experiencia a nivel internacional, habiéndose utilizado
como herramienta para tamizaje primario en mas de
219.000 mujeres a nivel mundial, demostrando un
aumento del 72% en la deteccidn de enfermedad en
comparaciénal Papanicolau.

Ademds, el Portafolio de Cancer Cervical incluye
los tests de el CINtec® PLUS y CINtec® p16 Histology.
CINtec® PLUS es utilizado para la deteccidn cualitativa
simultdnea de las proteinas p16INK4a y Ki-67 en las
preparaciones de citologia del cuello uterino. La tincidn
dual permite detectar a las mujeres con lesiones que
presentan transformaciones oncogénicas que necesitan
tratamiento inmediato. CINtec® p16 Histology es la Unica
prueba clinicamente validada que utiliza una tecnologia de
biomarcadores de avanzada para brindar una
confirmacién definitiva para las lesiones precancerosas
cervicales.

> > > Diagnéstico delaOsteoporosis

La osteoporosis es una enfermedad en la cual la
densidady la calidad de los huesos estan reducidas. Como
los huesos son mds porosos y fragiles, el riesgo de
fracturas se encuentra aumentado notablemente. . La
pérdida de masa dsea ocurre en forma “silenciosa” y
progresiva. A menudo no hay sintomas hasta que se
produce laprimerafractura.

En Argentina, una de cada tres mujeres mayores
de 50 afos sufre de osteoporosis.

Los marcadores de formacién y resorcién dsea

Revista Bioandlisis | Marzo 2019 | 15 afos j

permiten evaluar la respuesta al tratamiento para la
osteoporosis y han sido recomendados por la Fundacidn
Internacional de Osteoporosis.

Roche ofrece el panel méis completo de
metabolismo éseo, consolidado en sus plataformas
Elecsys®: B-CrossLaps; PINP; N-MID Osteocalcina; Vit D
total & PTH.*

“Afortunadamente hoy contamos con mayor
informacién acerca del cuidado de nuestra salud y la mujer
pone el tema en su agenda. Los avances tecnolégicos y la
investigacion nos permiten ofrecer herramientas de
diagndstico precisas para prevenir enfermedades y cuidar
a las mujeres en diferentes momentos clave de su vida“,
explica Ximena Borenstein, Gerente de Salud de la Mujer
de Roche Diagndstica Argentina.

Portafolio Salud de la Mujer de Roche Diagnéstica:
acompanando alamujer en las distintas etapas de suvida.




¥ Optilite

Cadenas Livianas Libres en suero, orina y LCR Proteinas Especiales
Cadenas Pesadas Transferrina, Beta-2 microglobulina en suero y orina

Inmunoglobulinas en suero y LCR Alfa-2 macroglobulina, Alfa-1 glicoprotina acida, Albumina
Subclases de Inmunoglobulina Gy A Cistancia C, Transferrina, Apo A1, Apo B, Microalbumina,
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11

‘

.

18

HORIZONTALES

5. El primer paso de la degradacién de este aminodcido esta
mediado por una hidroxilasa especifica y sintetiza a la tirosina, el
defecto genético de esta enzima ocasiona la acumulacién del
aminoacido; cuando esto ocurre, participa otra via de degradacion
que por transaminacién da lugar al fenilpiruvato, al acumularse
tanto éste como el aminodacido en sangre y tejidos, se excretan en

.

‘
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orina, danlugaralafenilcetonuria.

8. A este aminoacido se le considera como semiesencial dado que se
puede sintetizar por la via del ciclo de la urea a partir de la hidrdlisis
de L-arginino-succinato, pero en las etapas criticas del desarrollo es
insuficiente porlo que esimportante consumirlo enla dieta.

10.la de Harnup es autosémica, recesiva se expresa como
una deficiencia en el transporte de aminoacidos como el triptéfano
e histidina en el intestino delgado vy rifiones; el triptéfano no



absorbido genera acidos inddlicos los que son detectables en la
orina. El cuadro clinico que presenta el paciente es fotosensibilidad,
falta de coordinacién en movimientos y retraso mental entre otros;
el tratamiento de eleccidn es la administracion altas dosis de
proteinasy de nicotinamida ya que su via de sintesis esta deprimida.
12. Las plantas y la mayoria de los animales pueden sintetizar a esta
entidad, asi como a la que tiene un fosfato de mas a partir del
triptéfano, siempre y cuando el organismo tenga satisfechos sus
requerimientos de vitamina B6, algunos intermediarios de esta via
sintética sonla quinureninay el dcido quinolinico.

14. Asi se identifican a los aminoacidos que no pueden ser
sintetizados por los vertebrados y que deben estar incluidos en la
dietadelhumano.

17. Aminodcido esencial, tiene una degradacién semejante alavalina
y a la leucina; por la acciédn de la aminotransferasa de cadena
ramificada especifica da lugar al cetoacido correspondiente, luego
por la deshidrogenasa a-cetodcido de cadena ramificada en la que
participan varios cofactores, sintetiza a-metilbutiril CoA y
finalmente dalugaraacetil CoAy propionilCoA.

20. Este aminodcido al igual que la isoleucina y la valina se oxidan
para ser combustible en tejidos adiposo y cerebral; ademas en
musculo y rifién; la deficiencia del complejo de la deshidrogenasa a-

cetodcido de cadena ramificada ocasiona que los valores
plasméticos y urinarios de estos 3 aminoacidos, asi como los
cetodcidos correspondientes se encuentren elevados en la
patologiaidentificada como laenfermedad deljarabe de arce.

21. La deficiencia de la lisil da lugar al sindrome de Ehlers-
Danlos en el que hay enlaces cruzados anormales de la
tropocloldgena con la consecuente alteracién en la coldgena la que
se expresa como una piel con gran elasticidad, articulaciones con
hipermovilidad y una ciertafacilidad paralas luxaciones.

24. El humano es un individuo de este tipo ya que el amoniaco
proveniente de la desanimacién de los aminodcidos se transforma
en urea en las mitocondrias hepaticas, de ahi pasa al torrente
sanguineo, al rifidnyfinalmente es excretada enlaorina.

25. Aminodcido sintetizado por plantas y bacterias, no es muy
abundante en las proteinas, su funcién fundamental es ceder su
grupo metilo terminal al tetrahidrofolato para dar lugar a metil-
tetrahidrofolato y homocisteina, este Gltimo es un aminoacido no
proteico que por su desulfhidrasa especifica libera SH2, NH2 y
produce 2-ceto butirato que se incorpora al ciclo de los acidos
tricarboxilicos alaaltura de succinil-CoA.

26. La 5-hidroxilisina se obtiene mediante una modificacién
postraduccional de residuos de lisina y participa en la estructura de
la la hidroxilasa especifica requiere de acido ascdrbico y

(o i
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cuando es deficiente, hay un mal ensamblaje de las fibras de la
proteina.

28. La proteinatiroglobulina estd constituida por aproximadamente
de 6,600 aminoacidos de los cuales de 110 a 120 son residuos de
tirosina, algunos de ellos se producen por un mecanismo enzimatico
de yodacién y mediante algunas reacciones posteriores dan lugar a
esta hormona que estimula el metabolismo energético a través de
receptores.

VERTICALES

1. La hidroxilaciéon de la tirosina da lugar a la 3,4-dihidroxi-
fenilalanina (DOPA) y su descarboxilacion genera a este
neurotransmisor precursor de las catecolaminas.

2. Con este término se identifican a los neurotransmisores
noradrenalinay adrenalinalas cuales regulanlos estados de animoy
son producidas en la médula suprarrenal mediante la hidroxilacién
deladopaminalaqueasuvezsederivadelatirosina.

3.La metilmaldnica es una enfermedad autosémica
recesivaocasionadaporlainserciéndeungenenel cromosomaé, lo
que da lugar a la presencia del acido en sangre y orina debido a una
dietarica en proteinas, esto ocasiona que el recién nacido presente
vémitos, letargo, convulsiones y en un extremo, coma y muerte. Si
se detecta oportunamente el tratamiento de eleccidn es alimentar
con un hidrolizado proteinico en el que haya una disminucién de
isoleucina, metionina, treoninay valina.

4. Amina también conocida como 5-hidroxitriptamina que se
obtiene por las reacciones de hidroxilacién y descarboxilacién del
triptéfano;es un neurotransmisor que estd involucrado en el control
del apetito, estados de suefio y vigilia, aprendizaje, memoria y
funcién cardiovascular, entre otros.

6. Asi se designan a los aminodcidos que se degradan a piruvato, a-
cetoglutarato,succinil CoA, fumarato y oxalacetato ya que se
pueden convertir en glucosa y glucégeno; los aminodacidos
esenciales que estdn en este grupo son: fenilalanina,
histidina,isoleucina, metionina, treonina, triptofanoy valina.

7. El triptéfano, la lisina y la metionina son tres esenciales
que ademds de tener su participacion en las proteinas que los
requieran son precursores de diversas moléculas fundamentales,
entre otrasalaserotonina.

9. En los mamiferos, la fenilalanina por la accién de la fenilalanina
monooxigenasa y en presencia de tetrahidrobiopterina como
cofactor, da lugar a la tirosina, este proceso que es en
sentido contrario.

11. Su descarboxilacién da lugar a la histamina que es un importante
vasodilatador, cuando se libera en grandes cantidades genera una
respuestaalérgica.

13. Si hay una gran cantidad de este aminoacido que llega al higado
via portal, uno de los metabolitos intermedios de su degradacion el
quinolinato, inhibe a la fosfoenol-piruvato carboxicinasa, lo que
conduceainhibicién delagluconeogénesis.

15. Polimero presente en la piel, ojos, cabello y entre otros en la
sustantia nigra del cerebro, fotoprotector muy eficiente de las
radiaciones ultravioleta, se sintetiza a partir de la tirosina,

inicialmente por la accidn de la tirosinasa, la ausencia o disminucién
delamisma origina el albinismo.

16. Este aminodcido no esencial cuya produccidn esta regulada por
la demanda de las moléculas que dependen de ella, se obtiene a
partir de la hidroxilacién de lafenilalanina con la participacién de la
hidroxilasa especifica; a su vez es precursor de DOPA, dopamina
noradenalina, adrenalinamelaninay tiroxina.

18. En hongos, y plantas se realiza la sintesis del corismato,
una estructura ciclica que es precursora de anillo aromatico de dos
aminoacidos esenciales el triptéfano y la fenilalanina y a partir de
este Ultimo se sintetizalatirosina.

19. Molécula que participa en la transferencia de acidos grasos al
interior de las mitocondrias, su deficiencia se expresa como
debilidad muscular e intolerancia al ejercicio fisico ya que no hay
suficiente ATP por una B-oxidacion disminuida; su sintesis proviene
de un residuo polipeptidico en donde la lisina es trimetilada en el
amino terminal, finalmente se obtiene por reacciones de hidrdlisis y
oxidacion.

20. Asi como la leucina, este aminoacido es exclusivamente
cetogénico ya que al degradarse ambos producen acetoacetil-CoAy
por su ruptura generan acetil CoA que alimenta al ciclo de los acidos
tricarboxilicos yalasintesis hepatica de los cuerpos cetdnicos.

22. Su estructura recuerda a la treosa de ahi su nombre- es
sintetizada en plantas y microorganismos a partir de acido
aspdrtico, tiene como intermediarios al aspartico f-semialdehido,
homoserina y fosfohomoserina; entre otras funciones contribuye a
metabolizar las grasas depositadas en drganos como el higado.

23. Entre otras posibles vias este cetoacido se produce gracias a la
accién de algunas bacterias por la ruptura del triptéfano, al mismo
tiempo que se libera al indol que es responsable en parte, del olor
caracteristico delashecesintestinales.

27. El nitrégeno de los a-aminodcidos por mecanismos de
transaminacién, da lugar a la glutamina que es transportada al
higado, ahi sudesaminacidn liberaamoniaco el cual es eliminado por
viaurinaria en este metabolito no tdxico.
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FORMACION DE POSGRADO

>>> Educacion a distancia

Actualizaciéon en Hemostasia y Coagulacion
Inscripcion: permanente

Organiza: UNL (Universidad Nacional del
Litoral)

E-mail: formacioncontinua@fbcb.unl.edu.ar
Web: www.fbcb.unl.edu.ar

Liquidos de puncidn: Laboratorio Bioquimico-
clinico

Inscripcion: Permanente

Organiza: UNL (Universidad Nacional del
Litoral)

Lugar: Santa Fe, Argentina

Tel: 54-342-4575216 int. 122

E-mail: formacioncontinua@fbcb.unl.edu.ar
Web: www.fbcb.unl.edu.ar

Monitoreo Terapéutico de drogas
Inscripcion: Permanente

Organiza: UNL (Universidad Nacional del
Litoral)

Lugar: Santa Fe, Argentina

E-mail: formacioncontinua@fbcb.unl.edu.ar
Web: www.fbcb.unl.edu.ar/app/cursos

Bioquimica Clinica de los Liquidos y Electrolitos
Inscripcion Permanente

Organiza: UNL (Universidad Nacional del
Litoral)

E-mail: formacioncontinua@fbcb.unl.edu.ar
Web: www.fbcb.unl.edu.ar/app/cursos

Curso Superior de capacitacion Bioquimica en
Emergentologia y Terapia Intensiva

Fecha: A confirmar 2019

Duracion: 2 afios

Organiza: Colegio Bioquimico de Santa Fe
Modalidad: Campus Virtual
Email: infobioquimicos@sati.org.ar

Curso Basico para administrativo en servicios
de Salud

Fecha: 3 de Marzo 2019
Organiza: Universidad Favarolo
Lugar: Buenos Aires

Web: informes@favarolo.edu.ar
Tel: (011) 4378-1100

Programa de Especializacién en asuntos
regulatorios 2019

Fecha: 27 de marzo al 13 de noviembre 2019
Modalidad: presencial y online

Organiza: SAFYBI

Lugar: Buenos Aires

Email: info@safybi.org

Tel: (54) 01143730462

Biologia Molecular: Aplicaciones clinicas
Fecha: 8 de abril

Organiza: ABA

Email: cursos@aba-online.org.ar

Curso Anual de Actualizacién en Bioquimica
Clinica

Fecha: 22 de abril

Organiza: ABA

Email: cursos@aba-online.org.ar

Herramientas Basicas de Biologia Molecular
Fecha: 15 de mayo

Organiza: ABA

Email: cursos@aba-online.org.ar



>>> Presenciales Nacionales

Microbiologia para no microbiélogos en
control de calidad

Inicio: 14 de marzo

Lugar: Buenos Aires, Capital Federal, Uruguay
469 6t0 A

Organiza: SAFYBI

Tel: 011 43730462

Email: info@safybi.org

Introduccion a productos médicos 2019
Inicio: 20 de marzo

Duracidn: 5 encuentros

Dias: 20y 27 de marzo y 3,10 y 17 de abril
Email: bioquimicos@cofybcf.org.ar
Web: www.cofybcf.org.ar

Programa de Especializacion de Asuntos
regulatorios

Inicio: 27 de marzo al 13 de noviembre
Lugar: Buenos Aires, Capital Federal, Uruguay
469 6t0 A

Organiza: SAFYBI

Tel: 011 43730462

Email: info@safybi.org

Gestion de Calidad en Citometria de Flujo
Fecha: abril 2019

Modalidad: presencial

Lugar: CABA Argentina

Email: grupocitometria@gmail.com

Curso de Bioética en la investigacion, la
Docencia y el Laboratorio Asistencial
Fecha: 8 de Abril 2019

Organiza: Cubray FBA

Web: campus.fba.org.ar

VI Curso Bianual de Especializacion en
Endocrinologia Ginecolégica y Reproductiva
Fecha: Abril 2019

Lugar: Universidad Nacional de Cérdoba Catedra
de Ginecologia (Cérdoba)

Tel: (011) 496102901

Email: saegre@saegre.org.ar

Neuroradiologia Diagndstica e Intervencionista
Fecha: 6 de Mayo 2019

Organiza: UCC

Lugar: Cérdoba

Web: info@fjs.ucc.edu.ar

V Congreso Argentino de Fibrosis Quistica
Inicio: 9 al 11 de mayo

Lugar: Hotel panamericano de Buenos Aires
Organiza: A.P.A.FiQ

Web: www.apafiq.org

Il Congreso COFYBCF 2019

Inicio: 16-17 al 18 de mayo

Lugar: Rocamora 4045 Capital
Organiza: COFYBCF

Web: farmaceuticos@cofybcf.org.ar /
bioquimicos@cofybcf.org.a

Tel: 4862-0436/1020 4861-3273/1289

Il Congreso Cientifico Profesional de
Bioquimica

Fecha: 12 al 15 de junio de 2019

Lugar: Cérdoba, Argentina

E-mail: graduados@fcq.unc.edu.ar

73° Congreso Argentino de Bioquimica
Fecha: 20 al 23 de agosto 2019

Lugar: Hotel Panamericano Buenos Aires
Argentina

Organiza: ABA

Tel: 011-43812907

E-mail: cursos@aba-online.org.ar



EXPO FYBI: Exposicion y Congreso
Internacional de Farmacia y Bioquimica
Industrial

Inicio: 10 a 13 de septiembre 2019

Lugar: Costa Salguero, Buenos Aires, Argentina
Email: www.expofybi.org

CUBRA XV

Fecha: 25,26 Y 27 de Setiembre 2019
Resistencia, Chaco, Argentina

Organiza Colegio Bioquimico de Chaco

E-mail: congresocubra_chaco2019@gmail.com

X Congreso del grupo Rioplatense de
Citometria de Flujo

Fecha: octubre 2019

Modalidad: presencial

Lugar: Mendoza Argentina

Email: grupocitometria@gmail.com

>>> Internacionales

23 ° Congreso Europeo de Medicina de
Laboratorio IFCC-EFLM. (EUROMEDLAB 2019)
Fecha: 19 a 23 de mayo 2019

Lugar: Barcelona, Espaina

Organiza: Sociedad Espafiola de Medicina de
Laboratorio (SEQC ML)

E-mail: info@euromedlab20o19barcelona.org

XIX Congreso Panamericano de Infectologia
Inicio: 29 de mayo al 1 de junio 2019

Lugar: Centro de Convenciones de la Conmebol
Paraguay

Email: apinfectologia.com

Organiza: API Paraguay

2019 ESP-IUPB World Congress

17tt International Congress on Photobiology
Fecha: 25 al 30 de agosto 2019

Lugar: Barcelona, Espafia

Organiza: Light & Life
Tel: +34 911 420580
Email: photobiology2019@mci-group.com

XXIV Congreso Latinoamericano de Bioquimica
Clinica

Fecha: 10 a 13 de Setiembre 2019

Lugar: Megapolis Convention Center (Panama)
Email: conalacpanamato@gmail.com

Web: colabioclipanama2019.com

XXIV Congreso Latinoamericano de Bioquimica
Clinica COLABIOCLI 2019

Fecha: 10 a 13 de Setiembre 2019

Lugar: Megapolis Convention Center,
Multicentro Mall, Nivel 9, Avenida Balboa,
Ciudad de Panama

Organiza: Colabiocli

E-mail: conalacpanamato@gmail.com

15th APFCB CONGRESS 2019

Fecha: 17 a 20 de Noviembre 2019
Lugar: JECC, Jaipur, India

Tel: +91 9958391185

Email: apfcb.cogress2019@gmail.com

24° Congreso Internacional de Quimica Clinica 'y
Medicina de Laboratorio

Fecha: 24 al 28 de Mayo 2020

Lugar: Coex, Seul Corea

Organiza: IFCC Word Lab

Tel: +3902 66802323



e
BIOAGENDA /[EMPRESAS

>>> AADEE S.A.

Av. Triunvirato 4135 5° Piso (1431)
Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Te: 54-11-4523-4848

Fax: 54-11-4523-2291
www.aadee.com.ar

> >2> Abbott Laboratories Argentina S.A.
Ing. Butty 240, piso 12 (1001)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires

Tel: (54 11) 5776 7311/ 7315
add_argentina_mkt@abbott.com
www.abbottdiagnostics.com

> >> Abbott Rapid Diagnostics
14 de Julio 616/628

Ciudad de Buenos Aires

Tel: 0800.555.9200
alere.ar@alere.com
www.alere.com

> >> Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Av. Libertador 110 P.2 (1638)

Vicente Lopez, Buenos Aires

Tel: (54 11) 4718 7900 - 0800 444 55 BD (23)
crc_argentina@bd.com

www.bd.com

> >> Bernardo Lew e hijos SRL
info@bernardolew.com.ar
www.bernardolew.com.ar

Bahia Blanca: Pert 150 (8000)
Tel. (54 291) 4551794

Fax. 54-291-451-4416

Buenos Aires:

Cbtes. Malvinas 3087 (1427)

Tel. (54 11) 4523-9901

Fax. (54 11) 4522-4322

Mendoza: Juan B. Justo 561 (5500)

Tel. (54 261) 425-2002
Fax. (54 261) 425-9966

Neuquén: Castelli 455 (8300)
Tel. (54 299) 442-9888

Fax. (54 299) 447-3556

Santa Rosa: Allem 705 (6300)
Tel/Fax. (54 2954) 41-0011
Trelew: Inmigrantes 557 (9100)
Tel. (54 2965) 42-9790

Fax. (54 2965) 43-4277

>>> BIOARS S.A.

Estomba 961 (1427)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel./Fax (54 11) 4771-7676/ 3783
pl@bioars.com.ar
www.bioars.com.ar

> > > Biocientifica S.A.

lturri 232 (1427)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel: (54-11) 4857-5005

Fax: (54-11) 4857-1004
www.biocientifica.com.ar

> > > Biodiagnostico S.A.

Av. Ing. Huergo 1437, PB (1107)
Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel/fax: (54 11) 4300 9090
info@biodiagnostico.com.ar
www.biodiagnostico.com.ar

> >> Diagnos Med S.R.L.

Conesa 859 (1426)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel: (54 11) 4552 2929
info@diagnosmed.com
www.diagnosmed.com

>>2> ETCInternacional S.A.

Allende 3274 (1417)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel: (54 11) 4639 3488 (lineas rotativas)



Fax: (54 11) 4639 6771
etcventa@etcint.com.ar
www.etcint.com.ar

>>2> GematecS.R.L.
Avalos 3651 (1605)

Munro - Buenos Aires

Tel: (54 1) 4794 75757676

Fax: (54 11) 4794 3184
info@gematec.com.ar

ventas@gematec.com.ar

>>> Genetrics S.A. - NextLAB

Av. del Libertador 8630 6to piso Of. 1y 2 (1429)
Ciudad de Buenos Aires

Tel. (54 11) 5263 0275 rotativo

E-mail: info@nextlab.com.ar

web: www.nextlab.com.ar

> >> JS Medicina Electrénica SRL
Bolivia 460 (1603)

Villa Martelli, Buenos Aires

Tel : 4709-7707 4709-7677 4709-1131
Fax: 4709-7707

info@jsweb.com.ar
www.jsweb.com.ar

>>> |ACA LABORATORIOS

- San Martin 68, Galeria Plaza (8000)
Bahia Blanca - Buenos Aires

Tel: (54 291) 459 9999

Fax: (54 291) 459 9996/ 8

- Suipacha 1322 PB “B”

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel/Fax: (54 11) 4327 2602 [ 4326 1806
laboratorios@iaca.com.ar
www.iaca.com.ar

>>> Instrumental Bioquimico S.A.
Venezuela 3755 (1603)

Villa Martelli, Buenos Aires

Tel/Fax: (54 11) 4709 7700
ibsa@instrumental-b.com.ar
www.instrumental-b.com.ar
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> Laboratorio de Medicina
Olaya 1644 (1414)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel: (54 11) 4514 9370 al 76
info@labmedicina.com
www.labmedicina.com

> >> Laboratorios Bacon
Uruguay 136 (1603)

Villa Martelli, Buenos Aires
Tel: (54 11) 4709 0171

Fax: (54 11) 4709 2636
bacon@bacon.com.ar
www.bacon.com.ar

>>> MANLAB

Marcelo T. de Alvear 2263 (1122)
Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel: (54 11) 6842 1200
derivaciones@manlab.com.ar
www.manlab.com.ar

> >> Meganalizar

Cede Laboratorio:

Montecaseros 2478 (5500) Mendoza
Tel. (54 261) 4373241/42
mega@analizar-lab.com.ar
Administracién:

Belgrano 925 (5500) Mendoza

Tel. (54 261) 4236647/9125/9333
gerencia@abm.org.ar

> >> Montebio S.R.L.

Vera 575, Ciudad Autonoma de Buenos Aires
Tellfax: (54 11) 4858 0636
info@montebio.com.ar
www.montebio.com.ar

> >2> Productos Roche S.A.Q.el.
Rawson 3150

B1610BAL Ricardo Rojas

Buenos Aires, Argentina
argentina.diagnostics@roche.com
www.roche.com.ar



>>> ONYVASRL

Dr. Adolfo Dickman 990/994
Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel. (54 11) 5235-3970
ventas@onyva.com.ar
www.onyva.com.ar

> >> Siemens Healthineers
Julidn Segundo Agliero N° 2830 (1605)
Munro, Buenos Aires

Tel: +54 115432 6816
www.healthcare.siemens.com.ar
siemenshealthineers.ar@siemens.com

Revista

andlisis

=>>> Stamboulian Laboratorio
Av. Scalabrini Ortiz 676 (1414)
Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel: (54 11) 4858-7000
laboratorio@stamboulian.com.ar
www.stamboulian.com.ar

>>> Tecnolab s.a.

Estomba 964 (1427)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel. (54 11) 4555 0010 / 4859 5300

Fax: (54 11) 4553 3331
info@tecnolab.com.ar

www.tecnolab.com.ar
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Beneficios de la Revista Digital:
- Busqueda por “palabra clave”.
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- Descargar notas en PDF.




>>2> Proveedores generales
por especialidades bioquimicas

Autoinmunidad

Abbott Rapid Diagnostics
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.
Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.
Bacteriologia

Abbott Rapid Diagnostics

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

Biodiagnostico S.A.
Britania S.A.

ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.
ONYVA SRL
Tecnolab s.a.

Biologia Celular

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

BIOARS S.A.
Biocientifica S.A.

ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.
Tecnolab s.a.

Biologia Molecular

Abbott Rapid Diagnostics

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.
Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.
Laboratorios Bacon S.A.I.C.
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Bromatologia

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
Clinica General

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
Biodiagnostico S.A.

JS Medicina Electrénica SRL
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare

Cultivo Celular

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
ETC Internacional S.A.
Endocrinologia

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Abbott Rapid Diagnostics
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.
Biodiagndstico S.A.
Diagnos Med S.R.L.
Laboratorios Bacon S.A.I.C.
Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Siemens Healtcare
Genética

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.
Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Hematologia

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Abbott Rapid Diagnostics
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.
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Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.

Gematec S.R.L.

Instrumental Bioquimico S.A.
Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.
Histocompatibilidad

Biocientifica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Inmunologia

Abbott Laboratories Argentina S.A.
Abbott Rapid Diagnostics

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Marcadores Neoplasicos

Abbott Laboratories Argentina S.A.
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Micologia

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
Biodiagnostico S.A.

Parasitologia

Bernardo Lew e hijos S.R.L.



BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Pediatria y Neonatologia
AADEE S.A.

Abbott Rapid Diagnostics
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.
Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.
Laboratorios Bacon S.A.l.C.
Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Toxicologiay Forense
Abbott Laboratories Argentina S.A.
Abbott Rapid Diagnostics
Biocientifica S.A.

Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Virologia

Abbott Laboratories Argentina S.A.
Abbott Rapid Diagnostics
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

> >2> Equipamiento e Insumos
para Laboratorios

Acreditacion de Laboratorios
Biodiagnostico S.A.
Agitadores

BIOARS S.A.

ETC Internacional S.A.
Instrumental Bioquimico S.A.
Aparatos de Medicién
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Laboratorios Bacon
Autoanalizadores

Abbott Laboratories Argentina S.A.
Abbott Rapid Diagnostics
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

JS Medicina Electrénica SRL
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare

Balanzas

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
ETC Internacional S.A.
Centrifugas

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
ETC Internacional S.A.
Citémetros

Abbott Rapid Diagnostics
Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Cromatégrafos

Tecnolab s.a.

Coagulémetro

AADEE S.A.

BIOARS S.A.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Espectrofotémetros

BIOARS S.A.

Biodiagnostico S.A.

Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Gases en sangre y electrolitos
AADEE S.A.

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
Gematec S.R.L.

JS Medicina Electrdénica SRL
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare

Insumos para Laboratorios
AADEE S.A.

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.

Gematec S.R.L.

Montebio S.R.L.

Laboratorio receptor de derivaciones
IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma ISO 15.189)

MANLAB

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la norma

IRAM-NM-1SO 15189:2010 y el estandar
MA2 de la Fundacién Bioquimica)

Meganalizar

Laboratorio receptor de derivaciones
en Biologia Molecular

IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma 1SO 15.189)

MANLAB
(Acreditado en Biologia Molecular en

Fundacién Bioquimica Argentina)



Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la norma

IRAM-NM-ISO 15189:2010 y el estandar
MA2 de la Fundacién Bioquimica)

Laboratorio receptor de derivaciones
en Inmunologia

MANLAB
Meganalizar

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la norma

IRAM-NM-ISO 15189:2010 y el estandar
MA2 de la Fundacién Bioquimica)

Laboratorio receptor de derivaciones
en Inmunoserologia

IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma ISO 15.189)

MANLAB
Meganalizar

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la norma

IRAM-NM-I1SO 15189:2010 y el estandar
MA2 de la Fundacién Bioquimica)

Laboratorio receptor de derivaciones
en Histocompatibilidad e
Inmunogenética

MANLAB
(Laboratorio habilitado segtin

Resolucién N° 252-253/12 del INCUCAI,
para la Tipificacion de Receptores y
Donantes para Trasplantes de Organos)

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la norma

IRAM-NM-ISO 15189:2010 y el estandar
MA2 de la Fundacién Bioquimica)

Laboratorio receptor de derivaciones

en Medicina Gendmica

MANLAB

&Acreditado en Biologia Molecular en
undacién Bioquimica Argentina)

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la norma

IRAM-NM-ISO 15189:2010 y el estandar
MA2 de la Fundacién Bioquimica)

Luminiscencia

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
Biodiagnostico S.A.
Diagnos Med S.R.L.

Siemens Healtcare

Material Descartable
Becton Dickinson Argentina S.R.L
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

Material de Vidrio
Montebio S.R.L.

Material para Electroforesis
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.
Tecnolab s.a.

MEIA

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Micropipetas

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Gendmica - Microarrays
Biocientifica S.A.

ETC Internacional S.A.
Quimioliminiscencia
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
Biodiagnostico S.A.
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare
Tecnolab s.a.

Reactivos

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Abbott Rapid Diagnostics
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.
Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.
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Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

RIA - IRMA

Diagnos Med S.R.L.
Montebio S.R.L.

Servicio Técnico

Abbott Rapid Diagnostics
BIOARS S.A.

Biodiagnostico S.A.
Instrumental Bioquimico S.A.
Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Software

Abbott Laboratories Argentina S.A.
Abbott Rapid Diagnostics
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Diagnos Med S.R.L.
Genetrics S.A. - NextLAB
Termocicladores
Biodiagnostico S.A.

Test Rapidos

Abbott Laboratories Argentina S.A.
Abbott Rapid Diagnostics
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare



EL 2019 EMPIEZA CON TODO
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