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>>> Segun las ultimas estimaciones realizadas por la Agencia Internacional de
Investigacion sobre Cancer (IARC) en base a datos disponibles a nivel mundial para el afo
2018, en Argentina, la mayor incidencia de cancer en hombres esta dada por el cancer de
prostata, con una ocurrencia de mas de 11.000 casos anuales, que representan el 20% de todos
los tumores malignos en varones y 9% de la totalidad de canceres del pais. El Antigeno

prostatico especifico (PSA) sigue siendo el marcado de eleccion pero los datos disponibles
confirman que mantiene un alto nivel de sensibilidad aunque la especificidad es baja. Por lo
que el estudio de otros marcadores es de suma importancia, en este trabajo de investigacion
se determinar si los polimorfismos 308 y 238 del gen TNFa estan asociados con cancer de
prostata.
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RESUMEN

Antecedentes: El cancer de prdstata es la tercera
causa de muerte por cadncer en hombres del

hemisferio occidental y la segunda en zulianos de
Venezuela.

Objetivo: Determinar si los polimorfismos 308 y
238 del gen TNFa estan asociados con cancer de
prostata.

Métodos: EI ADN extraido de sangre periférica de
40 pacientes con antigeno prostatico especificoy
40 controles fue amplificado por reaccién en

cadena de la polimerasa mas digestién con
enzimas Ncoly Mspl.

Resultados: Respecto al polimorfismo 238 del gen
TNFa, enlos pacientes se observé 90 % de genotipo

GGy10%deGAenloscontroles,97.5%2de GGy2.5%
de GA, razén de momios (RM) = 4.000 para GA. En
cuanto al polimorfismo 308, en los pacientes se
identificé 85 % de genotipo GGy 15 % de GAy enlos
controles, 72.5 % de GGy 27.5 % de GA, RM = 0.545
para GAy 1.172 para GG. Las frecuencias alélicas de
TNFa-238 en los pacientes fuede 95 % de Gy 5% de
A; en los controles, 98.75 % de G y 1.25 % de A, con
RM = 4.000 para A. Las frecuencias alélicas para

TNFa-308 enlos pacientes fueron92.5%de Gy 7.5%
deA.

Conclusiones: No existieron asociaciones
estadisticamente significativas. El alelo A del
polimorfismo 238 del gen TNF-a resultd de riesgo
paracancer de prostata.

Palabras clave: Cancer de prdstata; TNF-q;
Polimorfismo TNF-a; Polimorfismo TNFa-308;
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Antigeno prostatico especifico.

Abreviaturas y siglas: A, adenina ADN, acido
desoxirribonucleico CaP, cancer de prdstata G,
guaninall, interleucina PCR, reaccion en cadena de
la polimerasa RM, razén de momios TNF, tumoral
necrosis factor.

> >2> ANTECEDENTES

La frecuencia de las alteraciones benignas
y malignas de la prdstata aumenta con el
envejecimiento. Las necropsias de varones en el
octavo decenio de la vida indican cambios
hiperplasicos en mas de 90 % de los casos y
alteraciones cancerosas en mas de 70 %. El cancer
de préstata (CaP) eslatercera causamas comdnde
muerte por cdncer en hombres del hemisferio
occidental y la segunda en el estado de Zulia,
Venezuela.(1)

En los paises desarrollados, el nimero
absoluto de muertes por CaP ha disminuido en los
ultimos cinco afios, ca que se atribuye a la
generalizacion de las estrategias de deteccidn
basadas en la determinaciéon del antigeno
prostatico especifico. Aunque sigue siendo la
segunda causa de muerte por cancer en los
hombres, solo uno de cada ocho individuos con
CaP muere por esta enfermedad, dada la larga
expectativa de vida y la evolucién clinica de esta
neoplasia.(2,3)

De los canceres de prdstata diagnostica-
dos, mas de 95 % corresponde a adenocarcinomay
el resto a tumores de células escamosas, de
transiciony menos frecuente a carcinosarcoma.

La metastasis a la prdstata es rara, pero en
algunos casos de cancer de colon o tumores de
células transicionales de la vejiga puede ocurrir
invasion por extension directa a la glandula
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prostatica.(2,4) La agresividad histolégica del CaP
se determina por el sistema de clasificacion de
Gleason, en el que los patrones histolégicos
glandulares, dominantes y secundarios establecen
una puntuacién que va de 1 (bien diferenciado) a5
(no diferenciado) y se uman para dar una
puntuacién total de 2a10 para cadatumor. Se debe
acotar que el darea mas pobremente diferenciada
deltumoramenudo determina el comportamiento
bioldégico del mismo.(2,4,5,6)

Diferentes estudios demuestran una
agregacion familiar para el CaP. Debido a que el
riesgo de desarrollar este tipo de cancery a edades
mas temprana es del doble para los individuos con
un pariente de primer grado afectado con esta
enfermedad, que ademads suele tener un desarrollo
distintivoy mas severo, lo que claramente refierela
existenciade un componente genético.(2,4,5,6)

De tal forma, el CaP es una enfermedad
multifactorial, su patogenia implica la interaccidon
de factores ambientales y genéticos, de los cuales
estos Ultimos explican un porcentaje significativo
(de 5a10 %) de todos los casos, por lo que muchos
investigadores proponen y tratan de determinar
qué polimorfismos genéticos pueden servir como
marcadores de riesgo genético en la génesis o
prondstico de estaneoplasia.(2,4,5,6)

Entre los posibles polimorfismos
genéticos que puedan utilizarse como factores de
riesgo se han explorado numerosas variantes
genéticas en la biosintesis y metabolismo de los
andrégenos, en el metabolismo de ciertos
carcinégenos, la reparacion del ADN y de las
diferentes vias delainflamacién crénica.(5,6)

Los marcadores relacionados con los
genes de las proteinas involucradas en la
inflamacién crdnica cada vez resultan de mayor
interés debido a que se asocian directamente con
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el riesgo de desarrollar CaP, como se ha eviden-
ciado en multiples estudios.(7) Las interleucinas
(IL) 1b, IL-10 y el factor de necrosis tumoral a (TNF,
tumor necrosis factor) son criticos en la regulacion
de la inflamacidn. La produccion de estas citocinas
se ha asociado con determinados genotipos de
polimorfismos de nucleétido Unico. Por ejemplo, la
IL-1B es esencial en el desencadenamiento de la
repuesta inflamatoria y varios polimorfismos de
nucledtido unico de la IL-1B se han asociado con
diferentes tipos de canceres. El TNFa es una
molécula que participa en la apertura y
mantenimiento de la respuesta inflamatoria.(8)
Porsu parte, lalL-10 es una citocina antiinflamatoria
que inhibe al factor vascular de crecimiento
epitelial, contribuye a la angiogénesis y a la
supervivencia de las células tumorales. Los niveles
reducidos de IL-10 se han asociado con la presencia
de varios polimorfismos de nucledtido Unico tales
como IL-10-10823, IL-10-819T e IL-10-592a, asi como
con el aumento en el riesgo de cadncer en diversas
poblaciones.(9,10)

La longitud del gen TNF es de 12 kilobases
(kb) y se encuentra en el brazo corto del
cromosoma6.

Como la transcripcidon de TNFa esta
regulada por control genético, estudios recientes
han demostrado que G-238A, G-308A, T-857C y
1031C del gen TNFa regulan la produccion de TNFa;
G-308A y G-238A han sido identificados como
factores deriesgo de cancer.(11)

Diversas investigaciones se han abocado a
evaluar el papel de los polimorfismos del gen TNFa
en la severidad, proteccion o susceptibilidad del
riesgo a sufrir CaP en diversas poblaciones. Por
reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) en
tiempo real, en 296 individuos caucasicos
evaluados se identificd asociacién positiva (RM=
1.61) entre CaP y el polimorfismo 308 de TNFa; en
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557 sujetos caucasicos larelacién fue positiva (RM=
2.14) entre CaP y el polimorfismo 238 de TNFa, en
asociacion con IL-10; en 96 individuos asiaticos no
se encontrd asociacion entre CaP y polimorfismo
308 de TNFa; en 247 personas caucasicos
evaluados por PCR ARMS no se identifico
asociacion entre CaP y el polimorfismo

308.(8,9,12,13)

La heterogeneidad genética, los factores
ambientales, las variaciones étnicas y la influencia
de otros genes (no relacionados con inflamacién)
son causas probables que explicarian las
diferencias e, incluso, las controversias en torno a
estos estudios.(9,14)

El TNFa también esta involucrado en la
apoptosis, debido a la produccion sistémica o local
de este durante los procesos de crecimiento y
desarrollo normales; sin embargo, en algunos
momentos puede convertirse en una reaccidn
celular patoldgica. La apoptosis mediada por TNFa
tiene un papel importante en la actividad
tumoricida que ejercelacitocina.(8,15)

Esta investigacion tuvo como objetivo
general determinar si los polimorfismos de los
genes TNFa-238 y TNFa-308 son factores de riesgo
de CaP en los pacientes con esta neoplasia que
acuden a consulta en los servicios de urologia del
Hospital Universitario de Maracaibo y de otros
centros médicos de occidente ubicados en
Maracaibo, Zulia, Venezuela.

>>> METODO

Se llevd a cabo una investigacion
epidemioldgica analitica. Los casos y controles
fueron comparados respecto a la presencia de los
polimorfismos del gen TNFa (variables
independientes), que se consideran relevantes
paralaaparicion delaenfermedad en estudio.



El estudio fue retrospectivo ya que se
inicié después de que los individuos desarrollaron
la enfermedad, es decir, se conocia el efecto y se
investigd laasociacion conla causa.

La poblacion analizada estuvo integrada
por 80 pacientes masculinos genéticamente no
relacionados, nacidos en Maracaibo, que
acudieron a los servicios de urologia del Hospital
Universitario de Maracaibo y otros centros de esa
ciudad, entre enerode 2012y enero de 2013. Fueron
divididos endos grupos:

e Cuarenta pacientes con diagndstico de CaP,
edad promedio de 66 afos (rango entre 46 y 82
afos), valores promedio de antigeno prostatico
especifico de 138.6 * 47 ng/mL y reportes de
biopsias prostaticas mayores de seis puntos de la
escalade Gleason.
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e Cuarenta individuos sanos o controles, edad pro-
medio de 63 afos (rango entre 45 y 77 anos) y
mediade antigeno prostatico de 134 £ 0.9 ng/mL.

Recolecciony preparacion de las muestras
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Laintegridad del ADN se verificé en gel de
agarosa tefiido con bromuro de etidio;
posteriormente, el ADN se ajustd a una
concentracion de 200 pg/mL para su posterior
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amplificacién por PCR.
Genotipificacion del TNFa

Los genotipos de los polimorfismos del
gen TNFa se determinaron por PCR-RFLP. Las
secuencias de los primers para el estudio de los
polimorfismos 308 y 238 del gen TNFa fueron los
siguientes:(17)

TNF-308 G > A (rs1800629) (5-
ATCTGGAGGAAGCGGTAGTG-3) (5-
AATAGGTTTTGAGGGCCATG-3).

TNF-238 G > A (rs361525) (5-
ATCTGGAGGAAGCGGTAGTG-3) (5-
GAAGACCCCCCTCGGAACC-3).

El protocolo de los ciclos de temperatura
para TNFa-308 G > A (rs1800629) fue de 94 °C
durante tres minutos, 35 ciclos durante 30
segundos; 55 °C durante 30 segundos, 72 °Cdurante
30 segundosy 72 °C por cinco minutos. El protocolo
de ciclos de temperatura para TNFa-238 G > A
(rs361525) fue de 94 °C durante tres minutos, 35
ciclos durante 30 segundos; 57 °C durante 30
segundos, 72 °C durante 30 segundos y 72 °C
durante cinco minutos.

El producto amplificado fue de 144 pares
de bases (pb), para el polimorfismo 308 y de 151 pb
para el polimorfismo 238, lo que se evidencié en
una banda sobre el de agarosa tefiida con bromuro
deetidio (figuras1y2).

Digestion y caracterizacion de los productos
amplificados

Los productos de la PCR fueron digeridos
con enzimas de restricciéon diferentes
seleccionadas para cada polimorfismo: para el 308
se utilizé Ncol (10 u/uL, Promega) y para el 238,
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Mspl (10 u/uL, Promega). Se dispuso de 2 uL de
cada producto amplificado, que se sometieron a
digestion empleando una mezcla que consistié en
0.25 ulL de la enzima de restriccion, 0.1 uL de BSA
(10 mg/mL, Promega), 1.0 uL de buffer 10x
(Promega)y16.3 uLdeaguaultrapura,a37°Cporal
menos cuatro horas.

> > Fig.1.Bandas sobre gel de agarosa de
144pb, tefiidas con bromuro de etidio, que
corresponden al producto amplificado del
polimorfismo 308 del gen TNFa.

> > Fig.2. Bandas sobre gel de agarosa de 151
pb, tefiidas con bromuro de etidio, que
corresponden al producto amplifi cado del
polimorfismo 238 delgen TNFa.

Analisis de los polimorfismos 238 y 308 del gen
TNFa

El polimorfismo 238 del gen TNFa consiste
en una transicion guanina a adenina, en la posicion
238 antes del promotor del gen, encontrada en
mas de 1 % de la poblacién. El producto del ADN
amplificado por PCR es de 151 pb. La enzima de
restriccion Mspl corta el alelo G o TNFG en la

\"/
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secuencia de restriccion C'CGG, lo que da dos
fragmentos, uno de 132 pb y otro de 19 pb; de tal
forma, los sujetos homocigotos para el alelo G o
TNFG en el gel de agarosa muestran una unica
banda de 132 pb, los individuos heterocigotos
(TNFG/TNFA) dos bandas, una de 151 pb y otra de
132 pb; los homocigotos para el alelo Ao TNFA una
bandade151pb (figura 3).

> > Fig. 3. El producto es de 151 pb, la enzima
de restriccion Mspl corta el alelo TNFG (secuencia
de restriccion: C’CGG), que da dos fragmentos
diferentes: uno de 132 y otro de 19 pb. En los
individuos homocigotos para G (o TNFG) se
observa una Unica banda de 132 pb (GG); en los
individuos heterocigotos G/A (TNFG/TNFA) se
observaran dosbandas, una151yotra132pb (GA);y
en los individuos homocigotos A (o TNFA) una
Unicabandade151pb (AA).

”*
\b‘ 1 18 | 2

Sl

AA* GG GG GG GA

> > Fig. 4. El producto es de 144 pb (S/E). La
enzima de restriccion Ncol corta el alelo TNF1 0 GG
(secuencia de restricciéon: C’CATGG), dando dos
diferentes productos (de 126 y 18 pb), asi el
individuo homocigoto TNF1 muestra una sola
banda de 126 pb (GG); los individuos heterocigotos
(TF1/TNF2) muestran dos bandas de 144 y 126 pb
(GA); y los homocigotos para la mutacién o para el
alelo TNF2 una Unica banda de 144 pb (AA).* La
linea AA en realidad es el producto sin enzima; se
colocd a manera de ilustracidon debido a que en
este estudio no se encontrd el genotipo AA.

SIE GG GG GA AA*
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El polimorfismo 308 del gen TNFa consiste
en una transicion guanina a adenina, en la posicion
308 antes del promotor del gen, encontrada en
mas de1 % de la poblacidn. El producto del ADN
amplificado por PCR es de 144 pb. La enzima de
restriccion Ncol corta el alelo G (TNF1) en la
secuencia de restriccion C'CATGG, lo que da dos
diferentes fragmentos, uno de 126 pb y otro de 18
pb, asi los sujetos homocigotos para el alelo G o
TNF1 exhiben en el gel de agarosa una unica banda
de 126 pb, los individuos heterocigotos
(TNF1/TNF2) dos bandas, una de 144 pb y otra de
126 pb, y los homocigotos para el alelo A o TNF2,
unabandade 144 pb (figura 4).

>>> ANALISIS DEDATOS

La estimacidon de las frecuencias alélicas,
genotipicas y haplotipicas se realizaron por conteo
directo. Se determind si los polimorfismos para los
grupos estudiados se encontraron en equilibrio de
Hardy-Weimberg. Se relacionaron las variables
empleando una tabla de contingencia y se calculd
la razéon de momios (RM) para determinar la
probable asociacidn entre algun genotipo de los
polimorfismos y la enfermedad, con una
significacidon estadistica de p < 0.05 para chi
cuadrada de Pearson y donde no fue aplicable el
estadistico exacto de Fischer. Para los calculos se
empled el programa SPSS versién 20.0.(18)

Consideraciones éticas

El protocolo del trabajo fue sometido a
consideracion de la Asamblea de Investigadores
del Instituto de Investigaciones Genéticas de la
Universidad del Zulia, que constatd que se habian
respetado las normas establecidas por el Cédigo
de Deontologia Médica de Venezuela aprobado en
1985 durante la LXXVI de la Federacion Médica
Venezolana; el Cédigo de Bioética y Seguridad
aprobado en enero de 1999 por el Ministerio de



Ciencia y Tecnologia y el Fondo Nacional para la
Ciencia y la Tecnologia (FONACIT), en su versién
2008 y la Declaracion de Helsinki sobre principios
éticos para investigaciones médicas en seres
humanos ensuversidonSedl, 2008.

>>> RESULTADOS

Los polimorfismos 238 y 308 del gen TNFa
se encontraron en equilibrio de Hardy-Weimberg
en ambos grupos. Mediante chi cuadrada de
Pearson se demostré que las frecuencias no
difirieron estadisticamente de las esperadas (para
un nivel de significacién de p < 0.05) para ambos
grupos (casos y controles); en ambos
polimorfismos se observd chi cuadrada < 3.84
(cuadro1).

Para el polimorfismo 238 del gen TNFaq, la

RM para CaP fue de 4.333, con intervalo de
confianzaa 95 % (1C 95 %) = 0.462-40.608, p = 0.179;
la RM para el genotipo GA fue de 4000, IC 95 % =
0.467-38.238, no significativo estadisticamente
(cuadro2).

Cuadro 1. Equilibrio de Hardy-Weimberg en los grupos de pacien-
tes con cancer de préstata e individuos sanos, para los polimorfis-
mos 238 y 308 del gen TNFa

Equilibrio de Hardy-Weimberg

Grupo

238 TNFa 308 TNFa
Control 0.0067 0.2628
CaP 0.1108 1.0174

El polimorfismo 308 del gen TNFa mostré
RM=0.465,1C95%=0.153-1.413y p =0.137 para CaP;
la RM para el genotipo GG fue de 1.172, 1C 95 % =
0.931-1.477, no significativo estadistica-mente
(cuadro3).
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Cuadro 2. Calculo de razén de momios para frecuencia genotipica
del polimorismo 238 del gen TNF a y cancer de prostata

Frecuencia genotipica Estimacion del riesgo (RM)
CaP Control p IC 95 %
% n % 4.333 0.462-40.608
GA 4 10 1 25 4.000 0.467-34.238
GG 36 90 39 97.5 0.923 0.823-1.035

CaP = cancer de préstata, RM = razén de momios, IC = intervalo de confianza

Cuadro 3. Calculo de razén de momios para frecuencia genotipica
el polimorfismo 308 del gen TNFay cancer de prdstata

Frecuencia genotipica Estimacion del riesgo (RM)
CaP Control p IC 95 %
n % n % 0.465 0.153-1.413
GA 6 15 11 27.5 0.545 0.223-1.332
GG 34 85 29 72.5 1.172 0.931-1.477

CaP = cancer de préstata, RM = razén de momios, IC = intervalo de confianza.

Cuadro 4. Calculo de razén de momios para la frecuencia alélica
en el polimorfismo 238 del gen TNFa y cancer de prostata

Frecuencia alélica Estimacion del riesgo (RM)
CaP Control p IC 95 %
n % n % 4.158 0.454-38.047
A 4 5 1 1.25 4.000 0.457-35.008
G 76 95 79  98.75 0.962 0.910-1.017

CaP = cancer de préstata, RM = razén de momios, IC = intervalo de confianza.

Cuadro 5. Célculo de razén de momios para la frecuencia alélica
en el polimofismo 308 del gen TNF ay cancer de prostata

Frecuencia alélica Estimacion del riesgo (RM)
CaP Control p IC 95 %
n % n % 0.730 0.241-2.208
A 6 7.5 " 13.75 0.750 0.273-2.064
G 74 925 69 86.25 1.028 0.934-1.131

CaP = cancer de prostata, RM = razén de momios, IC = intervalo de confianza.

Cuadro 6. Frecuencia haplotipica de los polimorfismos 238 y 308
del gen TNFa en pacientes con cancer de prostata y en individuos
sanos control

Haplotipo Control CaP

238/308 n % n %
GG + GG 28 70 30 75
GG + GA 11 27,5 6 15
GA+ GG 1 2,5 4 10
GA+ GA 0 0 0 0
Total 40 100 40 100

CaP = cancer de prostata.
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La probabilidad de riesgo entre las
frecuencias alélicas y el CaP fue de 4.158, no
significativa para ambos polimorfismos (A o G).
Para el alelo A, en el polimorfismo 238 se observé
RM = 4.00, IC 95 % = 0.457-35.008, no significativo
estadisticamente (cuadro 4).

Tampoco no se encontraron diferencias
significativas entre las frecuencias alélicas del
polimorfismo 308 del gen TNFa y el desarrollo de
CaP: RM = 0.730, IC 95 % = 0.241-2.208, p = 0.390;
para el alelo G se observd RM = 1.028, no
significativa (cuadro 5). La frecuencia haplotipica
delos polimorfismos 238 y 308 del gen TNFa fue de
70 % para GG + GG en controles y 75 % en pacientes
con CaP, con lo que constituyd el haplotipo mas
comun en ambos grupos, seguido de GG + GAy GA
+GG. Estosdatos seresumenenel cuadro 6.

El riesgo de CaP asociado con la presencia
de uno u otro polimorfismos GA (GG + GG, GG + GA
o GA + GG) no fue significativo esta-disticamente:
RM =1.286, IC 95 % = 0.480-3.442, p = 0.401); en el
haplotipo GG + GG: RM =1.071,1C 95 % = 0.817-1.404;
en GA + GGy GG + GA: RM =0.833,1C 95 % = 0.407-
1.705. No se observo el haplotipo GA + GA en los
sujetos controlnienlos pacientes con CaP.

>>> DISCUSION

En este estudio de 40 pacientes CaP versus
40 controles pudimos observar varias asociaciones
positivas (RM > 1): RM = 4.000 en frecuencia
genotipica GA del polimorfismo 238 del gen TNFa y
CaP; RM = 4.000 en el cadlculo de las frecuencias
alélicas para el alelo A. En ambos casos resultd
estadisticamente no significativa.

En la frecuencia genotipica el
polimorfismo 308 del gen TNFa y CaP observamos
RM = 1.172 para el genotipo GG, que
posteriormente se corrobord dependiente del

>
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alelo G, con RM = 1.028. Esta asociacion tampoco
fue estadisticamente significativa.

La frecuencia haplotipica de 238 y 308 del
gen TNFa en pacientes con CaP y en individuos
sanos control seidentific6 RM =1.286. Latendencia
de este resultado se repitid para el haplotipo GG +
GG con RM = 1.071, estadisticamente no
significativa. Sorprendié la ausencia en esta
poblaciéndel haplotipo GA + GA.

Varios estudios han informado la asocia-
cién entre el riesgo de CaP y los polimorfismos del
pro-motor TNFa-308 alelos Gy Ay TNFa-238 alelos
Gy A, pero los resultados son controvertidos. Un
solo estudio puede no tener suficiente poder para
demostrar completamente esta complicada
relacion genética debido a que las muestras son
relativamente pequefas y tienen un bajo poder
estadistico. Los estudios mas grandes podrian
superar esta desventaja.(9,10,12,13)

De hecho, como un ejercicio matematicoy
partiendo de la premisa de que los valores
encontrados en este grupo se repetirian en grupos
de igual tamafio, el aumento de la muestra de
individuos control de 40 a 120 deberia establecer
una diferencia significativa para la presencia del
polimorfismo 238 G o A, pero esta estimacion es
solo especulativa.

Un metaanalisis de todos los datos
disponibles sobre la asociacién entre el
polimorfismo TNFa-238 alelos Gy Ay el riesgo de
CaP (que incluyé cinco estudios), que en total
abarcé 1967 casos de CaP y 2004 controles,
demostrd que el polimorfismo TNFa-238 alelos Gy
A no se asocio significativa-mente con el riesgo de
CaP, no solo en la poblaciéon general, sino también
en los andlisis de subgrupos estratificados por
origen étnicoy origendelos controles.
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Respecto al polimorfismo TNFa-308 alelos
G y A, se encontré que este polimorfismo no se
asocio con la susceptibilidad al CaP. Sin embargo,
es necesario aclarar que ese metaanalisis solo
incluyd seis estudios elegibles y desde esa fecha se
han publicado varios estudios nuevos con mas
datos; por lo tanto, ese metaanalisis puede no ser
exhaustivo y su resultado final puede estar
sesgado.(19)

Efectivamente, los datos de 14 estudios
que incluyeron 5757 casos de CaP y 6137 controles
sugirieron que no existia asociacion significativa
entre el polimorfismo TNFa-308 alelos Gy Ay el
riesgo de CaP en los modelos genéticos en las
poblaciones en general, lo que es consistente con
los hallazgos previos.(19,20) Sin embargo, cuando
se estratificd el analisis segln la procedencia de los
controles, se hizo evidente un aumento
significativo en el riesgo de CaP en el modelo
aditivo AG versus GG (RM = 1.477, 1C 95 % = 1.047-
2.085, p = 0,026, 12 = 0.0 %, PQ = 0.602 para la
heterogeneidad) y el modelo dominante AA + AG
ver-sus GG (RM = 1.531, IC 95 % = 1.093-2.145, p =
0.013, 12 = 0.0 %, PQ = 0.628 para la
heterogeneidad), pero no asi en el modelo
recesivo AA versus AG + GG (RM = 2.65, IC 95 % =
0.679-10.341, p = 0.161,12=0.0 %, PQ=0.997 parala
heterogeneidad). Este resultado puede tener poco
poder porque el tamafo de la muestra de los
voluntarios sanos estudiados fue relativamente
pequefio y los sujetos control pudieron no ser
siempre representativos de la poblacién general.
Por lo tanto, se requerira un disefio metodold-
gicamente superior, como un estudio poblacional
representativo, paraaumentar el poder estadistico
y evitar de esta forma el sesgo de seleccién.(21)

>>2> CONCLUSIONES

Los polimorfismos 238 y 308 del gen TNFa
se encontraron en equilibrio de Hardy-Weimberg,
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Evaluacion de reactantes de fase aguda
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como predictores de bacteriemia en ninos
con fiebre, leucemia aguda y linfoma

La primera causa de mortalidad en pacientes con cancer deriva de su enfermedad primariay la
segunda de complicaciones relacionadas con infeccién. Por este motivo es de suma importancia
predecir unainfeccidn en estadios tempranos, es por ello que se evalué en este trabajo laimportancia

de los reactantes de fase aguda como eritrosedimentacién (ESD), proteina C reactiva (PCR) y
procalcitonina (PCT) en nifios con cancer para el diagnéstico y seguimiento de estos procesos.
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> >2> RESUMEN

Introduccion: para predecir una infeccién en
estadios tempranos en nifios con cancer se han
evaluado marcadores como ESD, PCR y PCT.
Obijetivo: evaluar la precisidon diagndstica para
bacteriemia de estos marcadores al ingreso en
nifios con fiebre y leucemia aguda (LA) o linfoma
(L) internados entre 2013-2016. Métodos: estudio
analitico retrospectivo. Revision de historias
clinicas. Se calcularon sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo, valor predictivo negativo
y area bajo la curva ROC para cada marcador en
MedCalc® V16.8.4. Se obtuvo autorizacién del
Comité de Etica. Resultados: en total se internaron
31 nifios con diagndstico de LAy L, 19 presentaron
fiebre y 12 no. Hubo 40 episodios de fiebre
clasificados en 4 grupos: bacteriemia 14 (35%),
infeccion documentada microbiolégicamente 5
(12.5%), infeccién documentada clinicamente 2 (5%)
y fiebre de origen desconocido 19 (47.5%). Los
niveles de PCT fueron mayores en el grupo de
bacteriemia registrando un valor promedio de
1,17ng/ mL (p: 0.045). El drea bajo la curva ROC
entre el grupo con y sin bacteriemia fue de 0.50
para ESD, 0.65 para PCR y 0.83 para PCT con S de
77.78%, E de 66.67%, VPP de 50% y VPN de 92.86%.
Discusion: la PCT mostrd ser el mas eficaz que ESD
y PCR para predecir bacteriemia. Se deben realizar
investigaciones con biomarcadores con el objeto
de disminuir el uso inadecuado de antibidticos en
pacientes con fiebre secundaria a enfermedad y
acortar los tiempos de tratamiento en pacientes
con infecciones adecuadamente resueltas
mejorando ampliamente la calidad de vida en nifios
concancer.

Palabras clave: procalcitonina, proteina c reac-
tiva, eritrosedimentacidon, bacteriemia, fiebre,
leucemia, linfoma,cancerinfantil.
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>>> INTRODUCCION

El cancer es la segunda causa de muerte
entrenifosde 5a14 afiosenArgentinatylatercero
cuarta causa de mortalidad infantil en paises en
desarrollo 2. Los tumores mas frecuentes en
pediatria son las leucemias, linfomas y neoplasias
cerebrales o demédula dsea.

Actualmente existen pocos registros de
enfermedad oncoldgica en América Latina. Segun
el Registro Oncopedidtrico Hospitalario Argentino
(ROHA) para el periodo 2000-2008 se reportaron
11447 ninos con cancer, en promedio 1272 casos por
afo, con una tasa de incidencia de 128,5 casos por
cada 1000 000 niflos entre los 0 y 14 anos. Las
leucemiasy linfomas representaron el 36,8%y 12,7%
deltotal de casos, respectivamente(3).

La primera causa de mortalidad en
pacientes con cancer deriva de su enfermedad
primaria y la segunda de complicaciones
relacionadas con infeccidon(4). La presencia de
neutropenia es un factor determinante de
aparicion y gravedad de infecciones en los
pacientes conleucemiasylinfomas.

El prondstico de las neoplasias hema-
tolégicas ha mejorado con la aparicién de la
quimioterapia (QT) y avances en las medidas de
soporte del pacienteinmunocomprometido.

Sin embargo a pesar de estos cuidados las
infecciones contindan siendo frecuentes y
ocasionan gran morbimortalidad en este grupo(5).

Para predecir una infeccidon en estadios
tempranos se han evaluado a lo largo del tiempo
distintos marcadores inflamatorios como eritrose-
dimentacién (ESD), proteina C reactiva (PCR) y
procalcitonina (PCT) en niflos con cancer.



La ESD es una prueba no especifica para
evaluar las elevaciones de proteinas de fase aguda
que se producen en diversas enfermedades
agudas y crénicas (6). En 1887 el Dr. Edmund
Faustyn Biernacki la describid como marcador de
inflamacién. Demostrd que el nivel de fibrindgeno
—un reactante de fase aguda- en plasma afecta la
sedimentacion de los glébulos rojos y debido a que
los niveles de fibrindgeno se incrementan durante
las enfermedades febriles la ESD también
aumenta(7). Existe una tendencia para dejar de
realizar la ESD por cuestiones de bioseguridad y
poca utilidad enlamayoriadelasinfecciones.

La anemia y multiples caracteristicas
plasmaticas como hipoalbuminemia, aumento de
fibrindgeno y globulinas pueden incrementar la
ESD. Esta se aumenta luego de 24-48 horas del
inicio de la inflamacién y, debido a que el

)

fibrinégeno tiene una vida media aproximada de
100 horas(8) y la Inmunoglobulina G (1gG)
—principal globulina en sangre- de 7 a 21 dias(9),
permanece elevada durante varios dias e incluso
semanas tras la resolucién del proceso inflamato-
rio(10).

En contraste con la ESD que mide el efecto
combinado de muchas proteinas de fase aguda la
PCR identifica una proteina especifica. Fue
descubierta en 1930 por Tillet y Francis durante
estudios seroldgicos en pacientes con neumonia
neumocdccica(11).

Descubrieron una proteina plasmatica que
inducia precipitacion de la fracciéon polisacarida
(fraccion C) de la pared celular del Streptococcus
pneumoniae —de ahi su nombre- en el suero de
pacientes enfermos, capacidad que desaparece en
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pacientesrecuperados(12).

La PCR es sintetizada por el higado en
respuesta a citoquinas reguladoras como
interleuquinas 1b y 6 (IL -1b, IL -6) y el factor de
necrosis tumoral (TNF). Se une a la fosfocolina de
células danadas y bacterias activando el
complementoy promoviendo la fagocitosis(13).

Aumenta a las 4- 6 horas del inicio de Ia
inflamacidn, se duplica cada 8 horas y alcanza el
pico a las 36 -50 horas. Los niveles de PCR caen
rapidamente 4 a 7 dias después de la resolucidon del
dafotisular(14).

Finalmente, la PCT es un péptido com-
puesto por 116 aminoacidos también llamado
prohormona de calcitonina. Su elevaciéon anormal
en nifios con infecciones bacterianas fue descrita
en 1993 por Assicotet al(15). Es producida
principalmente por los hepatocitos pero también
por otros tejidos como rifidn, adipocitos y miocitos
enrespuestaatoxinas bacterianas.

Los niveles de PCT aumentan 2- 3 horas
después de la inyeccidn de endotoxinas en sujetos
sanos y su vida media sérica es de 25-30 horas(16).
Esto la convierte en un marcador muy util
comparado con PCR y ESD que incrementan solo
después de 24 horas de instaurada la infeccién y
tienen unavida mediamayora2-3dias(17).

La importancia de reconocer precozmente
la posibilidad de algin proceso infeccioso en
pacientes oncolégicos radica en realizar un
diagndstico y tratamiento oportuno de las
infecciones graves(18).

Diferenciar rdpidamente entre infeccién o
fiebre por otra causa permitiria mejorar situa-
ciones como el retraso en los tiempos optimos
para la administracion de citostaticos, altos costos
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de hospitalizacion(19), uso de medicacién de
amplio espectro y desarrollo de multirresistencia
que a futuro significan un incremento en la
mortalidad.

El “Consenso de diagndstico y tratamiento
de la neutropenia febril en niflos con cancer” de
SLI-PE, publicado en la Revista Chilena de
Infectologia, sugiere la inclusidon de los
biomarcadores en la definicion de riesgo en los
episodios de neutropenia y fiebre. Por tanto nos
planteamos conocer la eficacia de la ESD, PCR y
PCT como predictores de bacteriemia en nifios con
fiebre y neoplasias hematoldgicas.

>>> OBIJETIVOS
Objetivo general

Evaluar la eficacia de la ESD, PCR y PCT
como predictores de bacteriemia al ingreso en
nifios con fiebre y leucemia aguda (LA) o linfoma
(L) internados en el Hospital Alemdn de Buenos
Aires durante el periodo agosto 2013-2016.

Objetivos especificos

Describir al momento del ingreso la
presencia de neutropenia en el grupo con
bacteriemiay el grupo sin bacteriemia.

Describir y comparar el comportamiento
diario de los reactantes de fase aguda PCT, PCR,
ESD en cada grupo de los episodios febriles
estudiados.
>>> POBLACIONYMETODOS

Tipo de estudio

Estudio descriptivoretrospectivo
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Periodo

Duracion de 3 afios. Desde el 01 de
Septiembre de 2013 hastael 31de Agosto de 2016.

Criteriosdeinclusion

Nifios entre 0 y 18 afios con diagndstico de
LAy L endiferentes estadios de quimioterapia que
hayan sido internados por fiebre en el Hospital
Aleman de Buenos Aires.

En quienes se haya realizado prueba de
reactantes de fase aguda (PCT, PCR y ESD) al
ingresoy en el seguimiento de lainternacidn.

Criterios de exclusion

Se excluyeron casos en los que la historia
clinica se encontraba incompleta o no contaban
con los datos de reactantes de fase aguda al
ingreso.

>>> METODOS

Se realizd una revision de historias clinicas
de los pacientes en el archivo electrénico del
hospital extrayendo los siguientes datos:

« Sexo, edad, enfermedad de base, edad al
momento del diagndstico, tipo y fecha de
quimio-terapia previa al episodio febril, valor de
temperatura, valor absoluto de neutréfilos,
niveles de ESD, PCR y PCT, estudios de
microbiologia (hemocultivos, retrocultivos,
urocultivo, cultivo de LCR; IFI'y PCR) estudios
de imagen, dias de internacién y evolucidn
clinica.

Técnicas de laboratorio

Las mediciones de ESD, PCR y PCT se
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solicitaban al momento del ingreso y después con
periodicidad de cada 48 horas. Se realizaron en el
Area de Bioquimica y Hematologia del Laboratorio
Domecqg&Lafage del Hospital Aleman segun las
siguientes técnicas:

1. Eritrosedimentacién (ESD)

* Método: método automatizado o manual de
Westergren, segin el volumen de lamuestra.

» Equipo: automatizado: VESMATIC CUBE 30 de
DIESSE, manual: método Westergren.

+ Unidades: milimetros porhora(mm/h).

* Rango normal: hombres: 1-20mm/h, mujeres: 1-
15mm/h.

» Descripcion metodoldgica de la prueba: mide la
velocidad de sedimentaciéon globular por
método Optico (automatizado equiparable a
método manual) o manual de Westergren.

* Duracion aproximada de la prueba: método
automatizado 33 minutos, método manual 60
min.

» Referencias: www.diesse.it, manual uso Ves-
Maticcube 30_espafiol, Rev1.03.

2. Proteina C Reactiva (PCR)

* Método:inmunoturbidimetria.

* Equipo: Cobas C-501, Roche.

 Unidades: miligramos por litro (mg/L).

* Rango normal: hasta 5mg/L (consensuado para
adultos).

» Descripcién metodoldgica de la prueba: la PCR
humana se aglutina con las particulas de ldtex
recubiertas con anticuerpos monoclonales anti
PCR. El precipitado se determina por
turbidimetria.

» Duraciénaproximadadela prueba: 10 minutos.

» Referencias:inserto delmétodo provisto porel

+ fabricante: “CRPL3, Cobas, Roche Diagnostic.
Version 8.0,10-2013".



3. Procalcitonina (PCT)

* Método: método electroquimioluminiscente.

» Equipo: Cobase-601, Roche. .

 Unidades:nanogramos por mililitro (ng/mL).

* Rango normal: valores mayores o iguales a
0,5ng/mL se asocien ainfecciones de alto riesgo
(p &j: sepsis).

» Descripcion metodoldgica de la prueba: técnica
sandwich con doble anticuerpo anti-PCT y sefal
electroquimioluminiscente.

» Duracidnaproximadadelaprueba: 20 minutos.

» Referencias: Inserto del método “Elecsys
BRAHMS PCT, Cobas, Roche Diagnostic.  °
Versién11.0,03-2016".

Definiciones(20)

» Fiebre: registro Unico de temperatura axilar
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 Bacteriemia: presencia de bacterias en sangre
enuno omas hemocultivos.

* Infeccidn documentadamicrobioldgicamente

« (IDM): infeccién por un microorganismo
patdégeno aislado en una muestra estéril a
excepcionde sangre.

« Infecciéon documentada clinicamente (IDC):
episodio febril con foco clinico de infeccidn y
cultivos negativos.

* Fiebre de origen indeterminado (FOI): episodio
febril que no puede ser clasificado en ninguno

» delosgruposanteriores.

De acuerdo alas definiciones descritas para
el presente estudio se clasificé la poblacién en 4
grupos:

* Bacteriemia.

 Infeccién documentada microbiolégicamente
(IDM).

¢ Infeccién documentada clinicamente (IDC).

 Fiebredeorigenindeterminado (FOI).

Protocolo de atencion de casos

Todos los episodios con neutropenia febril
recibieron tratamiento segun las Guias de reco-
mendaciones sobre diagndstico, tratamiento y
prevencién de infecciones en pacientes con cancer
delaSociedad Argentina de Infectologia(21).

Los episodios febriles sin neutropenia
fueron abordados y tratados segun las directrices
de Soporte clinico oncoldgico en el paciente
pediatrico del Instituto Nacional del Cancer del
Ministerio de Salud de la Nacién Argentina(22) y
ademas serealizaronlos andlisis de reactantes.

Los tratamientos fueron ajustados segun la
mejoria clinica y los resultados de antibiogramas o
estudios de microbiologia correspondientes.

Revista Bioanalisis | Agosto 2019 | 15 arios juntos

Estadistica

Se cred una base de datos en la hoja de
calculo Excel de Microsoft Office 2010 y serealizé el
andlisis descriptivo y caracterizacion de los grupos
en estudio. Los datos obtenidos fueron
procesados por medias aritméticas y medianas con
susrespectivos cuartiles.

La comparacion entre los grupos se hizo a
través del test de Fisher para todas las variables
cualitativas. Para el analisis de las variables
cuantitativas se utilizd el test t-Student.

Para definir la precisién diagndstica de cada
test, se realizdé el cdlculo de sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo (VPP), valor
predictivo negativo (VPN) y al drea bajo la curva
ROC para cada uno de los marcadores al ingreso,
en el paquete estadistico MedCalc®V16.8.4.

Etica

Se obtuvo autorizacién del Comité de Etica
del Hospital para revisar las historias clinicas.
Ademas alrecolectarlainformaciéndelos casos no
se registré ningun dato que permitiera la
identificacion del paciente, resguardando la
intimidad del individuo y la confidencialidad de la
informacidn, siguiendo asi lo establecido en la
Declaracion de Helsinki.

>>2> RESULTADOS

En los 3 afios evaluados hubo 31 nifios
internados con diagndstico de LAy L en el Hospital
Aleman de Buenos Aires, 19 presentaron fiebre y 12
permanecieron sin fiebre durante todo el
tratamiento. Se analizd el grupo de pacientes
febriles, tamafo de muestra: (19).

De los 19 pacientes estudiados 15 fueron



hombres (79%) y 4 mujeres (21%) que registraron en
total 40 episodios de fiebre, 22 con neutropenia y
18 sin neutropenia, clasificados en 4 grupos:

1) Bacteriemia con 14 episodios equivalentes al 35%,
IDM con 5 episodios equivalentes al 12,5%, 3) IDC
con 2 episodios equivalentes al 5% y 4) FOI con 19
episodios equivalentes al 47,5%.

Los datos demograficos mostraron que en
el grupo con bacteriemia 93% de los casos fueron
del género masculino versus 69%en los grupos sin
bacteriemia y la mediana de la edad fue de 8 y 7
afos, respectivamente.

Respecto a la enfermedad oncoldgica de
base del total de pacientes, 9 tenian diagndstico de
leucemia linfoide aguda (47%), 4 leucemia mieloide

aguda (21%), 4 linfoma No Hodking (21%) y 2 linfoma
de Hodking (11%). En el grupo de bacteriemia 71%
correspondian aleucemias agudas y 29% a linfomas
mientras que en los no bacteriémicos la leucemia
sepresenté en 85%y el linfomaen15% delos casos.

El 57% de los episodios febriles con
bacteriemia transcurrieron entre el primer y sexto
dia post quimioterapia, similaraloregistrado enlos
demas grupos.

Los dias totales de internacién fueron
menores enlos grupos IDM, IDCy FOI conun valor
medio de 3 dias mientras que el grupo con
bacteriemia registré estancias mas prolongadas
conunpromedio de 13 dias.

Los aislamientos microbiolégicos en
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bacteriemia fueron 10 Gram positivos (71,4%):
Staphylococcus epidermidis(s), Staphylococcus
aureus meticilino resistente- SAMR (1), Staphyloco-
ccus hominis (1), Streptococcus mitis (2),
Streptococcus pneumoniae(1) y 4 Gram negativos
(28,6%): Escherichia coli (2), Pseudomonas
aeruginosa(2).

En el grupo de IDM se aislaron 2 bacterias
(20%): Haemophilus influenzae no del tipo B (1),
Streptococcus viridans (1); 6 virus (60%): virussin-
citial respiratorio humano - VSR (1), virus Influenza A
- H1N1 (1), Rotavirus (1), virus Bk (1), Adenovirus (1),
virus Herpes simple — VHS (1); y 2 hongos (20%):
Candida albicans (1), Exserohilum spp (1). Las IDC
correspondieron a un episodio de gastroenteritis
aguday uno de neumonitis.

Al momento del ingreso 55% de los
episodios febriles cursaron con neutropeniay 45%
tuvieron recuento absoluto de neutrdfilos
>500mm3. En el grupo de bacteriemia 64% de los
episodios tuvieron neutropenia el primer dia de
fiebre versus 50% en los grupos sin bacteriemia,
siendo estadiferencia no significativa (0,531).

Los valores promedio y desviaciones
estandar de cada reactante de fase aguda en los
diferentes grupos se registraron en la Tabla 1. Se
observé que hubo niveles de ESD ligeramente mas
altos en el grupo de bacteriemia sin embargo la
diferencia con los demds grupos estudiados no fue
estadisticamente significativa (p:0,638).

En general la PCR registro valores elevados
en todos los grupos y fue mayoren el grupo de FOI
con 68,33mg/Ly menor en el grupo de bacteriemia
con 28,77mg/L, sin diferencia significativa entre

ellos(p:0,365).

Al comparar los niveles de PCT entre el
grupo de bacteriemiay los otros grupos (IDM, IDC
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y FOI) se encontré que fueron mayores en el grupo
de bactereiemia registrando un valor promedio de
1,17ng/mL-con diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos (p: 0,045) en el dia de
inicio delafiebre.

Se evalud el comportamiento diario de los
reactantes de fase aguda (Figura 1) encontrando
que la ESD es superior al punto de corte durante el
primer dia de fiebre en los grupos de bacteriemia,
IDM, FOI y es inferior a este valor en el grupo de
IDC. El madximo incremento de ESD en el grupo de
bacteriemia se evidencid al 4° dia del cuadro febril
descendiendo alrededor del 6° dfa. En el grupo FOI
el mayor incremento se registré al 7° dia con un
descenso en las 24 horas siguientes. A pesar de
esta tendencia, en general el comportamiento de
laESDresulté servariable paratodoslos grupos.

Al momento del ingreso la PCR fue inferior
al valor de corte en los episodios de bacteriemia, el
2° dia de la fiebre encuentra su valor maximo e
inicia un descenso lento y progresivo que
negativiza alrededor del 5° dia. Los grupos de IDM
e IDC tuvieron su maximo registro el 1° dia que fue
descendiendo hasta bajar el punto de corte entre
el 4°y 5°dia. En los episodios con FOI, la PCR inicid
superior al punto de corte y registré un aumento
desde el 3° dia de fiebre que descendid en el dia 7°,
conunsegundoincremento al 9°dia.

La PCT fue positiva al inicio de la fiebre sola-
mente en el grupo de bacteriemia y presentd un
incremento que alcanzd su pico maximo entre los
dias 5° y 6° con posterior caida al dia 7°. Los epi-
sodios febriles de los grupos IDM e IDC tuvieron
valores de PCT menores al valor de corte durante
todo el periodo evaluado. El grupo FOI tuvo
valores negativos el 1° dia de fiebre que fueron
incrementandose hasta un valor maximo valor el 4°
dia con descenso sobre el dia 7°. Se presentd un
segundo pico alrededor del dia 9° para el grupo de

>



MONTEBIO NUEVO LANZAMIENTO

Coagulometro QLabs
ElectroMeter Plus

qLabs® ElectroMeter

El portatil gLabs ElectroMeter Plus con tiras Portatil y facil de usar, la plataforma glabs ofrece:

desechables es un sistema de prueba rapida para

controlar la coagulacion de la sangre. Permite

acoplarse con la eStation glabs para facilitar la carga

de datos y la impresion de codigos de barras. La _

avanzada tecnologia de biosensores de la

plataforma glabs permite realizar pruebas de _

sangre rapidas, para que los profesionales de la salud

y pacientes puedan acceder en tiempo real a _

resultados de calidad de laboratorio en cuestion de _
| Pusbsdpidaz7minues |

minutos.

Pruebas disponibles para el qLabs ElectroMeter Prueba rdpida: 2-7 minutos
Plus: PT/ INR - APTT - Combo PT / APTT

Comunicaciones inaldmbricas para facilitar la carga de datos

o Taa—
—
O epo O era aplta cdera
- QL O
A 858-0636 (Rota a




bacteriemiay FOI.

>> Tabla 1: Valores de eritrosedimentacion,
proteina c reactiva y procalcitonina expresados
como media * desviacion estandar (mediana) el dia
deiniciodelafiebre.

ESD (mm/h) ' PCR (mg/L) ? PCT(ng/mL) *
Media DE “ Media DE “ Media DE ¢
Bacteriemia | 40,50 +4511 | 28,77 |+ 22,98 117 +2,12
IDM ® 3233 | +27,32 | 51,60 [+59,99 | 0,20 + 0,09
IDC* 6 +0 56,60 |+58,83 | 0,16 +0
FOI”’ 35,91 +47,16 | 68,33 | +62,34 0,35 + 0,95
p® 0,638 0,365 0,045

1. Eritrosedimentacién, en milimetros por hora (mm/h).
2. Proteina Creactiva, en miligramos por litro (mgj/L).

3. Procalcitonina, en nanogramos por mililitro (ng/mL).
4. Desviacién estandar.

5.Infeccién documentada microbiolégicamente.

6. Infeccién documentada clinicamente.

7. Fiebre de origenindeterminado.

8.TestdeFisher.

> > Figura 1: Comportamiento diario de los
reactantes de fase aguda en nifios con fiebre y
leucemiaagudaolinfoma.
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En la Figura 2 se muestran las diferentes
areas bajo la curva ROC para cada uno de los
marcadores ESD, PCR y PCT al momento del inicio
delafiebreenlosnifiosconLAyL.

> > Figura 2: Areas bajo la curva ROC para cada
unodelostresmarcadores ESD, PCRy PCT.
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El drea bajo la curva ROC para la ESD entre
el grupo con bacteriemiay el grupo sin bacteriemia
fue de 0,50 con punto de corte dptimo <30mm/h
obteniendo una sensibilidad de 66,67%, especifi-
cidadde50%, VPP de33,33%y VPN de 66,67%.



Para las mismas condiciones la PCR obtuvo
un drea bajo la curva ROC de 0,65 y se fijo el valor
<37,4mg/L como punto de corte éptimo, con sensi-
bilidad de 66,67%, especificidad de 60%, VPP de 20%
y VPN de 72,73%.

El drea bajo la curva ROC de los valores de
PCT, el primer dia de la fiebre, entre el grupo con
bacteriemiay el grupo sin bacteriemia fue de 0,83.
En ese dia el punto de corte 6ptimo para mejor sen-
sibilidad y especificidad fue <0,21ng/mL
obteniendo una sensibilidad de 77,78%, una
especificidad de 66,67%, un valor predictivo
positivo de 50% y un valor predictivo negativo de
92,86%, siendo éste VPN la mayor fortaleza del
estudio.

> > Tabla2: Resultados del estudio de Precisidon
Diagnostica.

ESD ' PCR 2 PCT @

Punto de corte <30mm/h <37,4Amg/L  <0,21ng/mL

Sensibilidad 66,67% 66,67% 77,78%
Especificidad 50% 60% 66,67%
VPP ¢ 33,33% 20% 50%
VPN ° 66,67% 72,73% 92,86%
Area bajo la 0,50 0,65 0,83
curva ROC

1. Eritrosedimentacion.

2. Proteina Creactiva.

3. Procalcitonina.

4.Valor predictivo positivo.
5.Valor predictivo negativo.

Los resultados del estudio de precision
diagndstica se resumen en la Tabla 2. El test con
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mayor rendimiento en cuanto a eficacia para
predecir bacteriemia fue la PCT que obtuvo mejor
area bajo la curva, sensibilidad, especificidad, VPP
y VPN en comparacidon con ESD y PCR, sin
embargo, se debe recordar que estos datos no
pueden ser tomados como Unico parametro a
considerar debido al pequefio tamafio de Ia
muestra.

>>2> DISCUSION

En nifios con cancer la fiebre es un sintoma
frecuente y dificil de evaluar que requiere un
abordaje temprano y adecuado. Se sabe que
marcadores como ESD, PCR y PCT pueden
relacionarse con enfermedad bacteriana invasiva
en pacientes oncoldgicos. Diversos estudios
sugieren puntos de corte para bacteriemia como
ESD:20mm23, PCR: 6mg/L24y PCT: 0.25ng/mL25.

La ESD es una herramienta util para valorar
inflamacién y podria ser superior a otros reactan-
tes de fase aguda en monitorizar condiciones
crénicas. Contrariamente la PCR tiene correlacion
directa con los procesos inflamatorios de tipo
agudo(26). Sin embargo estos dos marcadores no
mostraron ser Utiles en la predicciéon de
bacteriemia en nuestros pacientes.

Por otro lado la PCT se ha descrito especifi-
camente como marcador de sepsis bacteriana y
puede considerarse en pacientes con cancer pues
se hademostrado que suincremento tienerelacion
con la severidad de lainfeccidon y no se ve afectado
por la condicién de malignidad(27,28) tal como
indica el presente estudio. Sin embargo debe ser
considerada en el contexto de datos clinicos y
antecedentesyno como unico marcador.

Existen algunos estudios que han evaluado
la utilidad de los biomarcadores en la catego-
rizacion de los episodios de neutropenia febril y los
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resultados son variables(29), la mayoria concluye
que pueden ser métodos complementarios, a
incorporar en forma adicional a los datos clinicos,
caracteristicas de la enfermedad de base y
comorbilidades, pero no definen en forma aislada
elriesgo de complicaciones en estos pacientes.

Dado el alto riesgo de mortalidad de las
infecciones en estos nifios, consideramos que es
muy importante recalcar que los hallazgos del
estudio son preliminares y deben ser reproducidos
en un mayor numero de pacientes. A su vez, es
necesario remarcar que para ser aplicados al
manejo de los pacientes es necesario validar Ia
aplicacion de dichos marcadores en el tratamiento
de los episodios de fiebre en los pacientes con
leucemiasylinfomas.

> >> CONCLUSIONES

Dentro de los diferentes marcadores para
predecir bacteriemia la PCT mostrdé ser el mas
eficaz en comparacion con ESD y PCR en fiebre y
neoplasias hematoldgicas en pediatria.

Estos hallazgos orientan el inicio de una
nueva linea de investigacion sobre biomarcadores
con el objetivo de disminuir el uso inadecuado de
antibidticos en pacientes con fiebre secundaria a
enfermedad y acortar los tiempos de tratamiento
en pacientes con infecciones adecuadamente
resueltas mejorando en gran medida la calidad de
vidadelos nifios con cdncer.
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Aplicacién de un algoritmo diagndstico

- P .

de laboratorio para la deteccidon de

hemoglobinopatias.

e « D

[

=>>> Las hemoglobinopatias son alteraciones genéticas cualitativas o cuantitativas
que afecta a un alto porcentaje de la poblacion, en muchos casos el diagndstico es

casual. En el siguiente trabajo vemos la importancia de aplicar un algoritmo
diagnéstico, el cual permitié no solo el diagndstico de talasemias sino también de
hemoglobinopatias estructurales.
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>>2> RESUMEN

Las hemoglobinopatias son alteraciones
genéticas cualitativas o cuantitativas que afectana
las cadenas de globina, cuya consecuencia puede
ser una modificacién estructural (hemoglo-
binopatias estructurales) o una disminucién de la
sintesis de una cadena de globina estructural-
mente normal (talasemias). Su expresidn clinica es
muy variable y una deteccidn precoz es crucial para
un correcto manejo y consejo genético.
Presentamos una propuesta de algoritmo
diagndstico del laboratorio de hematologia para el
estudio de estas enfermedades y los resultados
obtenidos durante su aplicacion durante un afioy
cuatro meses. En el estudio se incluyeron 626
muestras de pacientes provenientes de varios
hospitales terciarios de Barcelona y otras ciudades
cercanas de Catalufa. El cribaje se realizéd mediante
resultados de parametros del hemograma
(volumen corpuscular medio, anemia, contaje de
glébulos rojos), de HPLC, electroforesis basica y
acida, y técnicas de biologiamolecular.

El diagndstico se concreté enun 83% delos
pacientes (517 muestras). En el resto no se llegé a
finalizar el estudio por falta de relevancia clinica en
lamayoria delos casos. Lainterpretacidonracional y
protocolizada de varios resultados analiticos pone
de manifiesto la importancia del laboratorio en el
diagndsticointegrado de este tipo de patologias.

Palabras claves: talasemia hemoglobinopatia
estructural, algoritmo, diagndstico.

>>> INTRODUCCION

Las hemoglobinopatias son un grupo
heterogéneo de enfermedades monogenéticas
(de herencia mendeliana) que se clasifican en dos

categorias: las talasemias, que se caracterizan por
una reduccién en la sintesis de alguna de las
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cadenas de las globinas, que estructuralmente son
normales, y las variantes estructurales. El genoma
humano codifica para seis tipos diferentes de
cadenas de globinas: alfa (a), beta (f), gamma (y)
delta (8), épsilon (g) y zeta ({), con una sintesis y
asociaciéon diferencial en el estado embrionario,
fetal, del recién nacido y adulto. Estos genes se
encuentran en dos clusters separados. Por un lado,
el gen C y los dos genes a (globinas simil-a), asi
como algunos pseudogenes no funcionales, se
encuentran en el cromosoma16. Los genes paralas
cadenas g, 9, B, y las dos cadenas y (globinas simil-
B) estan en el cromosoma 11(1,2). Hasta los 3 meses
del desarrollo embrionario se expresan dimeros de
cadena ( que se pueden combinar con las cadenas
€ 0y. También existen combinaciones a,g,. Durante
el desarrollo fetal se expresa mayoritariamente la
Hb F (a2y2), cuyo nivel va disminuyendo hasta
estabilizarse en torno a los 12-24 meses de vida
postfetal(3).

Durante toda la vida adulta tan sdlo se
forman tres tipos de hemoglobina en individuos
sanos, que son el resultado de la unién de dos
cadenas a con sendas cadenas simil-B. Aparte de la
Hb F, éstas sonlaHb A (a,B,), que oscila en torno al
97% de toda la Hb funcional en el adulto y esta
formada por dos cadenas a (141aminoécidos)y dos
cadenas B (146 aminodcidos); y la Hb A2 (a.8,),
constituida por dos cadenas a y dos cadenas §, que
difieren de las cadenas {3 en 10 de los 146 aminoa-
cidos(4). En elindividuo adulto oscila entre el 1,5% y
el 3,5%, no aumentando excepto en circunstancias
excepcionales debido a una transcripcidn
ineficiente del gen de la globina & por diferencias
en el promotor(5)y el segundointrén(6).

En las B-talasemias, hay una gran
heterogeneidad de mutaciones posibles, aunque
la mayoria estan asociadas con sustituciones de
una sola base que producen defectos en la region
promotora, en el empalme del RNA o en la



traduccidn, resultando en un mRNA inestable o en
menor cantidad. Algunas mutaciones provocan la
ausencia total de proteina (°) olapresenciadeuna
menor cantidad (B")?. Las a-talasemias son
causadas generalmente por deleciones génicas de
diferentes longitudes debidas generalmente a la
recombinacién desigual entre unidades
homdlogas que flanquean los genes de a-globinas.
Es lo que ocurre, por ejemplo, con las deleciones -
a’’ y -a*’. En las 8B-, yop-talasemias, grandes
deleciones afectan a los genes implicados. La
severidad de las manifestaciones clinicas de estas
enfermedades se relaciona con la cantidad de
cadenas de globina producidas y la estabilidad y Ia
capacidad de las cadenas residuales presentes en
exceso para unirse entre si”. Los sindromes
denominados “talasemia minor” se caracterizan
clinicamente por una anemia leve con microcitosis
persistente. La talasemia intermedia (por ejemplo,

la enfermedad de Hb H -B,-) estd tipificada como
una anemia hemolitica variablemente
compensada que puede presentarse con sintomas
clinicos durante periodos de estrés fisioldgico,
como unainfeccién, el embarazo o una cirugia. Los
sindromes denominados “talasemia mayor”
producen una anemia hemolitica severa, con
potencial riesgo vital. La a-talasemia mayor
(Hydrops fetalis con Hb de Bart -y,-) es
habitualmente incompatible con la vida
extrauterina, mientras que la forma B-mayor se
suele presentar desde la infancia y requiere una
terapia transfusional de por vida o trasplante de
médula dsea para un control exitoso de la
enfermedad®.

Por su parte, las hemoglobinopatias
estructurales son causadas por variantes de
secuencia de la Hb que en un 90% se deben a
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mutaciones puntuales que provocan la sustitucion
de un Unico aminodcido, con frecuencia de los
casos en la proximidad del grupo hemo. En el 10%
restante, la cadena polipeptidica es anormalmente
corta o larga como resultado de errores de
terminacién, cambio de marco de lectura,
inserciones, deleciones o cadenas fusionadas o
hibridas. La mayoria afectan a las cadenas a o 3,y
una buena cantidad de variantes que han sido
descritas no causan ningun fenotipo clinico. Su
nomenclatura se basa enla asignacion de unaletra
del abecedario, una localizacidn geografica, o el
nombre de la familia donde se encontrd el caso
indice delavariante.

Enlas variantes homocigotas de cadena 3,
no existen cadenas B normales (y por tanto
tampoco hay Hb A)). Como las cadenas a, 8 y y son
normales, la Hb F y Hb A, son estructuralmente
normales, aunque su cantidad puede estar mas
elevada. Las variantes estructurales mas
prevalentes por muchosonlasHb S, C, Dy E, todas
ellasmutaciones puntuales delacadena .

En los heterocigotos para variantes
estructurales de cadena a, los tres tipos de
hemoglobinas del adulto se veran afectadas y, por
tanto, se observaran seis formas de hemoglobina,
tres normales y tres anormales. Existen también
los dobles heterocigotos para todas estas
hemoglobinopatias, tanto estructurales como
talasémicas". El cuadro clinico es muy variable y
depende en definitiva del tipo y lalocalizacién de la
mutacién, que determinan la configuracion
espacial de la molécula y sus propiedades fisicas,
que se manifestardan como: polimerizacién
intracelular (Hb S, Hb C), alteracién de su afinidad
por el oxigeno (Hb Kansas), inestabilidad de la
molécula (Hb inestables), acumulacién de
metahemoglobina (Hb M), o con expresidn
talasémica (Hb Lepore).
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La prevalencia de cada hemoglobinopatia
es particular en las diferentes regiones del planeta,
pero de forma general, son mas frecuentes en
poblaciones originarias del Mediterraneo y zonas
tropicales de Africa y Asia"’. Muchos de los
movimientos migratorios de los ultimos afios nos
han permitido observar un aumento en el
diagndstico de algunas de estas hemoglo-
binopatias en nuestra zona. Aunque ya en 1975 el
International Committee for Standardization in
Hematology (ICSH) realizé un documento con una
serie de recomendaciones para el diagndstico de
hemoglobinas anormales y talasemias'”, el avance
de algunas de las tecnologias ha cambiado este
enfoque y la disponibilidad y avances de la
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) ha
simplificado mucho la investigacién de estas
enfermedades™™. La investigacidn inicial, sobre
todo en el caso de las talasemias, debe comenzar
con el hemograma completo, prestando atencidn
a algunos componentes clave: concentracion de
Hb, contaje de hematies, volumen corpuscular
medio (VCM) y, como apoyo, la amplitud de
distribucidn eritrocitaria (ADE).

Las talasemias son anemias microciticas
hipocromicas, con un aumento en el recuento de
hematies"”. Se han desarrollado varios indices
empleando estos componentes del hemograma
para intentar proveer de una medida matematica
cuantitativa para diferenciar de forma orientadora
la anemia ferropénica (la otra causa fundamental
de anemia microcitica) de unatalasemia minor.

Sin embargo, no se han demostrado utiles en un
entorno clinico y ninguno supera el valor del VCM

solo en el tamizaje de talasemias"”.

Por su parte, la HPLC de intercambio catidnico ha
emergido como el método de eleccion para el
tamizaje de hemoglobinopatias estructurales™ y
para la cuantificacion de la concentracién de Hb A,

y Hb F, existiendo equipos automatizados que
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separan, identifican y cuantifican estas hemo-
globinas y variantes como Hb Sy C"”. Estudios del
College of American Pathologists han mostrado una
capacidad diagndstica equivalente o superior a los
tradicionales métodos electroforéticos. Tras la
identificacién presuntiva de una hemoglo-
binopatia, se puede recurrir a la identificacion de la
mutacidn, de cara sobre todo al consejo genético, y
para ello existen diferentes técnicas de genética
molecular: PCR con posterior unidon de productosa
sondas alelo-especificas, amplificacion con
cebadores alelo-especificos, o amplificacidn
dependiente de delecién con cebadores de las
regiones flanqueantes etc. También se pueden
investigar mutaciones no conocidas o minoritarias

conotros métodos de amplificacion®™.

>>> OBIJETIVO

Describir y analizar los resultados de la
implementacién de un algoritmo diagndstico en el
laboratorio de hematologia para la deteccion de
talasemias y hemoglobinopatias estructurales.

>>> MATERIALY METODOS

Entre los meses de noviembre de 2015 y
febrero de 2017 se analizaron las muestras
recibidas en nuestro laboratorio procedentes de
un hospital de tercer nivel, el Parc de Salut Mar de
Barcelona, y de otros hospitales comarcales de
ciudades cercanas de la costa catalana (Hospital de
Matard, Hospital de Calella, Hospital de Blanes y
Hospital de Reus). No se realizé una seleccién de
pacientes en funcién de criterios clinicos, por lo
que éstos podian ser tanto de atencidn primaria
como hospitalizados y provenir de cualquier
servicio. Los criterios de aplicacion del algoritmo
fueron estrictamente pardmetros de laboratorio,
siendo los criterios de inclusidn los parametros que
se explican en el disefio del algoritmo, y el dnico
motivo de exclusion el hecho de poseer ya un
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diagndstico previo de alguna de estas enfer-
medades. A pesar de la condicién asintomatica de
muchas de estas patologias, es importante su
filiacion de cara a un potencial consejo genético en
pacientes en edad reproductiva, sobre todo si
provienen de poblaciones endégamas.

Se emplearon los autoanalizadores de he-
matimetria Sysmex XN-1000 parala determinacion
del hemograma, asi como los sistemas
automatizados de cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) de intercambio iénico Variant-
D100 y Variant-11 (BioRad) para analizar el
porcentaje de hemoglobina glicosilada (HbAc) y
dehemoglobinas enlasangre, respectivamente.

La confirmacién de las posibles hemo-
globinas variantes detectadas mediante HPLC se
realizé mediante electroforesis alcalina y acida en
gel de agarosa con el equipo comercial Hydrasis
(Sebia). Las mutaciones mas frecuentes de a-
talasemia se confirmaron con el kit a-globin Strip
Assay (ViennalLab Diagnostic). Junto con la
peticion analitica, se obtuvo el consentimiento
informado de los pacientes implicados en el
estudio, de acuerdo con la normativa de cada uno
delos centros.

Disefioy justificacion del algoritmo diagnéstico

El algoritmo aplicado se muestra en la
Figura 1. Comienza con la realizacién del
hemograma y la valoracién del volumen
corpuscular medio (VCM). Si es el primer analisis y
el VCM se encuentra disminuido, se inicia el
algoritmo. En cambio, si tiene histdrico el
protocolo se aplica sdlo si el VCM siempre estuvo
disminuido. Van a pasar desapercibidos pacientes
con hemoglobinopatias que no alteran el VCM,
como también talasemias sin microcitosis, por
presentar déficit de acido fdlico o de vitamina B12
asociados.



> > Figura 1. Representacion esquematica de
algoritmo diagndstico de laboratorio seguido para
la deteccion de talasemias y hemoglobinopatias
estructurales.

Hemograma HPLC de HbAlc
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El siguiente paso es el estudio del meta-
bolismo del hierro, porque la falta del mismo es la
causa mas frecuente de microcitosis. Por ello, se
debe analizar: la sideremia o concentracién de
hierro sérico, la ferritinemia, la transferrinemia y el
indice de saturacion de transferrina (I1ST).

Aunque no estd incluido en el algoritmo, la
medida del ADE puede ser de ayuda, ya que un
aumento en la variacion del tamafio celular de los
hematies es mds propio del déficit de hierro,
mientras que los sindromes talasémicos tienden a

producir una poblacién de hematies microciticos
mas homogéneay conun ADE dentro del rango de
la normalidad, con algunas variaciones y notables
excepciones como en la Hb H y la dB-talasemia
heterocigota. Descartada la ferropenia o una
anemia asociada a procesos crénicos, procede
seguirinvestigando unahemoglobinopatia.

Para ello se emplea la HPLC de inter-
cambio catidénico (Tabla 1): una alteracién en los
porcentajes de hemoglobinas normales en el
adulto o en un niflo mayor de 2 afios nos hara
sospechar o confirmar algunas hemoglobi-
nopatias: un ligero aumento del porcentaje de Hb
A, (>3.5%), con una Hb F normal o aumentada muy
ligeramente, confirma una B-talasemia hete-
rocigota. Su cantidad estda normalmente rela-
cionada conlacantidad de cadena B sintetizada.

Un aumento de Hb F superior al 60% y de
hasta el 100%, siendo la practica totalidad del resto
HbA, confirma el diagndstico de B-talasemia
homocigota con diferentes grados de expresion
residual de cadena B. Igualmente, diferentes
grados de aumento de Hb F (desde el 5 al 100%) con
un caracteristico aumento del ADE confirman el
diagndstico de 63-talasemia hetero uhomocigota.

DIAGNOS MED S.R.L. II,

P A e

RSR

Diagnostics for Autoimmunity

www.diasource-diagnostics.com
17 (OH) PROGESTERONA NUEVA!
Adaptable para sistemas abiertos Elisa
Controles incluidos
Opcional: Extraccion de muestra para neonatos
CALPROTECTINA ELISA
Opcional:Set de recolectores de muestra
CROMOGRANINA ELISAY RIA

Para ampliar informacién comunicarse al

(011) 45522929

www.rsritd.com

3 Screen Islet Cell (ELISA)

I1A2 (ELISA Y RIA)

VGKC Ab (RIA)

VGCC Ab (RIA)

info@diagnosmed.com | promocion2@diagnosmed.com

www.diagnosmed.com




Revista Bioanalisis | Agosto 2019 | 15 afos juntos

> > Tabla 1. Resumen de criterios diagndstico de HPLC de hemoglobinas. La sospecha de una hemoglo-
binopatia se confirma posteriormente mediante electroforesis.

Criterios diagndsticos cromatograficos para hemoglobinopatias®

B-talasemia heterocigota

HbA,> 3,5%

B-talasemia homocigota

HbF > 60%

B/6-talasemia heterocigota

HbA,2-3,4% y HbF 5-20%
(con presencia de microcitosis)

Persistencia hereditaria de hemoglobina fetal (PHHF)

HDbF 5%-100% (sin presencia de microcitosis)

Hb S, C, E, D heterocigotas

Pico de movilidad electroforética especifica para
cada variante <50% pero cercano

Doble heterocigoto SC

Hb S = Hb C en torno a 50%

Doble heterocigoto S/B°-talasemia

Hb S 75-90%; Hb A 0%; HbA, > 4,5%; HbF 5-20%

Doble heterocigoto S/B*-talasemia

Hb S > 50%; Hb A 15-30%; HbA, > 4,5%; HbF 1-20%

Hb Lepore

Pico en A, entre 8-20 % con una base generalmente amplia

Hb O-arabe

Pico desconocido con tiempo de retencion 4.8 minutos

Otras hemoglobinopatias

Cualquier pico de movilidad electroforética anormal

La presencia de un porcentaje en torno al
5-30% de Hb H (mayor durante el primer afo de
vida) y un posible porcentaje residual de Hb de Bart
indican una a-talasemiaintermedia.

Normalmente, un portador silente
(mutacién que afecta sélo uno de los cuatro genes
de a-globinas) de a-talasemia tiene un croma-
tograma normal y un hemograma en el que incluso
todos los parametros relevantes para el
diagndstico estan dentro del intervalo de
referencia. Puesto que la mayoria de hemoglo-
binopatias no cursan con las alteraciones
mencionadas del hemograma, o son muy ligeras
(salvo aquéllas con expresion talasémica, como Hb
Lepore o Hb E), su hallazgo en la cromatografia
siguiendo el algoritmo serd accidental en la
mayoria de los casos. Se orienta el diagndstico de
las hemoglobinopatias estructurales mas
prevalentes,comolaS, Co D porsupresenciaenun
porcentaje cercano pero menor del 50% en los
heterocigotos, o cercano al 100% en los

homocigotos. Los dobles heterocigotos mas
comunes (Hb SC, Hb SD, HbS/a- o B-talasemia etc)
también tienen perfiles cromatograficos
caracteristicos con los que podemos afinar el
diagndstico.

Cuando su desplazamiento cromato-
grafico se solape con el de otras hemoglobinas, se
debe confirmar con un segundo método, como la
electroforesis dciday basica, o capilar. En todos los
casos, salvo si se trata de una talasemia menor
tipica o de portador de Hb S, con movilidad y
cuantificacién electroforética tipicas y prueba de
falciformidad positiva, el diagndstico se
confirmard mediante métodos moleculares. Dado
el coste econédmico del estudio molecular de alfa
talasemia, sdélo se realizd dicho estudio en los
pacientes con historia clinica accesible enlaque no
constaba el diagndstico y que, por su edad,
pudieran beneficiarse de consejo genético.

La otra aproximacion de nuestro algo-



ritmo se realiza a partir de las muestras de
diagndstico o monitorizacién de pacientes
diabéticos, a los que se le determina el porcentaje
de HbAC, que correlaciona con el nivel medio de
glucemia en los ultimos tres meses. Siendo una
aplicacion de HPLC con ajustes ligeramente
diferentes, se pueden diagnosticar de forma
incidental hemoglobinopatias estructurales. Los
criterios a partirdelos que sellevaacabouna HPLC
de hemoglobinas como la anterior son: presencia
de un pico de HbA C>15% que pueda ocultar alguna
variante con el mismo desplazamiento croma-
tografico o presencia de un pico anémalo con un
area bajo la curva mayor del 10%. Si se confirma o
sospecha una hemoglobinopatia en la HPLC, los
pasos aseguir sonlosyadescritos anteriormente.

>>2> RESULTADOS

Durante el tiempo de estudio, el algoritmo
descrito se aplicd a un total de 626 muestras de
pacientes que cumplianlos criterios pararealizar el
tamizaje de hemoglobinopatias. Los resultados
obtenidos se muestranenlaTabla2.

De todas las muestras analizadas, se
concreté undiagndstico en 517 (83%), con una edad
media al diagndstico de 47 afos y una distribucion
de sexos equitativa: 318 (51%) hombres y 308 (49%)
mujeres. De éstas, lamayoriafueron heterocigotos
para B-talasemia (53% del total de muestras),
teniendo también una prevalencia relativamente
alta l[a Hb S homo- o heterocigota (9%), Bo-
talasemia (5%) y a-talasemia en su expresiéon mas
leve (5%). El resto de hemoglobinopatias
mostradas en la Tabla2 tienen una frecuencia
menor, y un total de 19 fueron otras variantes tanto
de cadena a como B con diferentes tiempos de
elucidn en la cromatografia, asi como movilidades
electroforéticas distintas a las de las hemoglobinas
convencionales. En estos casos, debido a que no
suelen tener repercusion clinica, se recomienda un

estudio familiar, pero no consejo genético.

De las 30 muestras con diagndstico
molecular de a-talasemia, las mutaciones mas
prevalentes detectadas en nuestra poblacion
fueron delecionales: 12 pacientes fueron
homocigotos parala delecién 3.7 Kb de unsolo gen
y 7 heterocigotos para la delecién de dos genes
SEA. Otras mutaciones delecionales, puntuales y
triplicaciones estuvieron presentes en frecuencias
mas bajas (Tabla?2).

En cuanto a las 109 (17%) muestras en las
que no se concretd un diagndstico de hemoglo-
binopatia, 78 tenian una alta sospecha de alfa
talasemia por lo que se dejo a criterio del clinico la
decision de completar el estudio.

Por el mismo motivo, no se completd el
estudio de 12 muestras (2%) con un picoanémalo en
la cromatografia al estudiar la HbA C. Ademas, en
14 muestras (2%), picos cromatograficos de HbA,C
>15% en pacientes diabéticos fueron coherentes
con niveles de glicemia permanentemente muy
elevados en el contexto de diabetes mal
controlada, por lo que el estudio se deberia repetir
una vez estabilizada la glucosa sérica. Por ultimo,
fue curiosa la inclusién en el algoritmo de 5
pacientes con diagndstico ya confirmado de
policitemia vera (mutaciones en el gen JAK2)
debido a las similitudes con las talasemias en los
parametros del hemograma, especialmente la
eritrocitosis.

En todos los casos, se confirmé la
presencia de ferropenia que justificaba el VCM y la
HCM disminuidos, con un numero total de
hematies por encima del limite superior del
intervalo de referencia debido presumiblemente a
suenfermedad hematolégica(Tabla3).

= > Tabla2. Resultadosde diagndstico de he-
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moglobinopatias aplicando nuestro algoritmo. Se indican las >>> Discusion
frecuencias absolutas y relativas de cada condicién diagnosticada, y

de las muestras en las que no se completd el diagndstico, sefialando La aplicacién de nu-
elmotivo. estro algoritmo en forma
Resultado diagnostico |Frecuencia absoluta (n) |Frecuencia relativa (%) sistemética nos permltlé dia_
Diagnostico definitivo gnosticar un porcentaje elevado
B-talasemia heterocigoto 329 52.6 (83%) de talasemias y hemo-
Delecién 3.7 homocigota 12 globinopatias estructurales.
Delecion 3.7 heteroc ofa ¢ : Gracias al disefio del algoritmo,
Delecién FIL heterocigota 3
Delecion SEA heterocigota 8 mUChaS de ellas fueron un
Delecion MED heterocigota 1 hallazgo casual (anomalias en el
' Mutacién o2 poly A-1 : hemograma) y no una patologia
a-talasemias [AATAAA>AATAAG] heterocigota .
: buscada por el clinico. El
Mutacién o2 poly A-2 1 . L. .
[AATAAA>AATGAA] heterocigota diagndstico de este tipo de
A2 init ed [T>C] heterocigota ! enfermedades, tiene mucha
i‘;:i;*:;e_;";‘lga";‘;f;:ngIL 1 importancia en nuestro medio
Total 30 48 caracterizado por una alta
B/6-talasemia 31 5 prevalencia y elevadas tasas de
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Heidelberg aisladas el

La caracterizacion de cepas clinicas y ambientales de Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Heidelberg, la susceptibilidad antimicrobiana, la presencia de

plasmidos y genes del factor de virulencia en estas cepas y las posibles
multirresistencias a los antimicrobianos son los temas que aborda este interesante
trabajo.
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>>> ANTECEDENTES

Salmonella Heidelberg (S. Heidelberg)
causa gastroenteritis y, a veces, bacteriemia y
endocarditis. En otros paises, este serovar tiene
resistencia a multiples farmacos, incluidas las (-
lactamasas de espectro extendido (ESBL) y las {-
lactamasas de AmpC (AmpC), asociadas con el gen
blaCMY-2. En Chile, se produjo un brote de S.
Heidelberg en 2011, se desconocen las caracte-
risticas fenotipicas y genéticas de las cepas
chilenas. Objetivo: determinar la susceptibilidad
antimicrobiana, la presencia de plasmidos y los
genes del factor de virulencia en cepas de S.
Heidelberg aisladas en Chile durante el periodo
2006-2011. Material y métodos: en 61 cepas clinicas
y ambientales de S. Heidelberg recolectadas por el
Instituto de Salud Publica de Chile durante 2006-
2011, susceptibilidad antimicrobiana, plasmidos y
genes de factor de virulencia (invA, sifA, pefA,
agfA, IpfAy, stkD) fueron estudiados. Resultados:
S. Heidelberg tuvo una alta susceptibilidad a
sulfametoxazol-trimetoprima, gentamicina,
ceftriaxona, ceftiofur, cloranfenicol, amoxicilina-
acido clavulanico y ampicilina. Sin embargo, el 52%
habia disminuido la susceptibilidad a la
ciprofloxacina y el 33% la resistencia a la
tetraciclina. Se detectaron BLEE en 3 cepas
aisladas de hemocultivos, medio ambiente y heces
humanas. La ultima cepa fue positiva para el gen
AmpC y blaCMY-2. 53 de 61 cepas mostraron de
uno a siete plasmidos de 0,8 a aproximadamente
30 kb. La mayoria de los plasmidos eran pequefios
con tamanos entre 0,8 y 2 kb. Todos los
aislamientos fueron positivos para todos los genes
excepto pefA. Conclusiones: S. Heidelberg aislado
de muestras chilenas fue susceptible a los
antimicrobianos de primera linea, excepto la
tetraciclina y la ciprofloxacina. La aparicion de
cepas con BLEE y AmpC deberia ser una
advertencia. Las cepas fueron homogéneas para
los genes de virulencia, pero heterogéneas en sus
plasmidos
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Palabras clave: resistencia a los medicamentos;
Gastroenteritis; Pldasmidos; Salmonella entérica.

>>2> INTRODUCCION

Salmonella entérica subsp. entérica serovar
Heidelberg, que por convenciéon y simplicidad
nombraremos como S. Heidelberg, es uno de los
serovares de Salmonella mas frecuentemente
aislados en casos de gastroenteritis en Canada y
Estados Unidos de Norteamérica(1,2). Carnes de
aves de corral y huevos la principal fuente de
transmisiéon a humanos(3,4). S. Heidelberg ha
mostrado ser muy invasiva causando septicemia 'y
endocarditis(5-7). En Brasil, Africa y en
Norteamérica se han descrito cepas de S.
Heidelberg multirresistentes alos antimicrobianos
provenientes de carnes de ave, cerdos y
huevos(1,4,8,9), lo que se atribuye al uso de
ceftiofur y también de florfenicol en la produccidn
animal(4,5,10). Particularmente, la resistencia a
ceftiofur, una cefalosporina de tercera generacion,
se asocia a la resistencia multiple a drogas y a la
presencia del gen bla,,,,,que codificaria para una (3
lactamasa plasmidial tipo AmpC, presente en
enterobacterias y muy prevalente en Escherichia
coliy Salmonella(4,9,11-14).

En S. Heidelberg, variaciones en la
capacidad de invasion y colonizacion de las cepas
se han asociado a diferencias en la presencia de
genes de virulencia (invA, agfA y IpfA) y en el
patrén de electroforesis en gel de campo
pulsado(6,15).

En Chile, Salmonella Enteritidis es el serovar
causante de gastroenteritis mas frecuente en los
ultimos 20 anos(16,17); sin embargo, se observé un
incremento de S. Heidelberg en 2011 respecto alos
anos2006-2010 (Fernandez Aetal. 2011, X Jornadas
Cientificas, Instituto de Salud Publica de Chile).
Esto se puede atribuir al surgimiento de nuevas
variantes genéticas con mayor capacidad
patégena, aunque actualmente se desconocen las



caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las
cepas de S. Heidelberg que circulan en nuestro
pais. Por ello, el objetivo de este estudio fue
caracterizar la susceptibilidad antimicrobiana, la
presencia de plasmidos, genes de resistencia y de
virulencia de cepas de S. Heidelberg aisladas en
Chile en el periodo mencionado.

>>> MATERIALY METODOS
Cepasbacterianas

Sesenta y un aislamientos (32 clinicos y 29
ambientales o no humanos) de S. Heidelberg de
diferentes partes de Chile y remitidos al Instituto
de Salud Publica de Chile (ISP Chile) entre los afios
2006y 2011, se seleccionaron aleatoriamente entre
9 y 10 aislamientos por afio, considerando ambos
origenes (Tabla 1). S. Heidelberg se identificé por
técnicas microbioldgicas convencionales y por

serologia segun métodos estdndar en ISP
Chile(18). Para diferentes pruebas se usaron cepas
controles: E. coli ATCC 25922 y Salmonella Typhimu-
riumLT2.

Susceptibilidad antimicrobiana

Se realizé por método de difusién en agar
con sensidiscos19. Se utilizé agar Mueller Hinton
(Valtek Diagnostics, Chile) y sensidiscos de:
ceftiofur (30 pg), sulfametoxazol-trimetoprim (25
pg) y cloranfenicol (30 pg) (Oxoid, Reino Unido).
Para amoxicilina-acido clavulanico, tetracicling,
gentamicina, ciprofloxacino, ampicilina y ceftria-
xona se determind la concentracién inhibitoria
minima (CIM) usando M.I.C. Evaluator™ (Oxoid,
Reino Unido). Ambos métodos se realizaron en
condiciones estandar y por duplicado para cada
aislamiento, la interpretacién fue segun los
criterios del Clinical and Laboratory Standards
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Institute(20). BLEE y AmpC se determinaron me-
diante test de inhibicién con sensidiscos utilizando
ceftazidima (30 pg), ceftazidima-clavulanato
(30/10 pug)y cefotaxima (30 ug) y cefotaxima-clavu-
lanato (30/10 pg) utilizando los criterios para K.
pneumoniae(19).

Extraccion de plasmidos

Una o 2 colonias de S. Heidelberg crecidas
en agar Salmonella-Shigella (HiMedia, India) se
cultivaron en 10 ml de caldo Luria Bertani (Omega
Bio-Tek, USA)a37°Cpor18 h, paraobtenerluego el
ADN plasmidico con kit de extraccién E.Z.N.A."
Plasmid Mini Kit | (Omega Bio-Tek, USA). El ADN
se cuantificé por fotometria y 0,5 pg de ADN
plasmidial se mezclaron con tampdn de carga ADN
6X (Thermo Scientific) incuban-do a 100 °C por 3
min para evitar la formacién concatdmeros. Los
pldsmidos fueron separados por electroforesis en
gel de agarosa al 0,7%, segun Takahashi y Nagano,
1984”. El ADN tenido con Gel Red (Biotium, USA)
fue visualizado en transiluminador UV. El tamafio
de cada plasmido se determind por comparacion
con fragmentos patrones de fago Lambda
DNA/Hindlll y 100 bp DNA Ladder (Thermo Ficher
Scientific, Inc.).

Extraccionde ADN bacteriano

Serealizd segtin Fadl etal., 1995(22). EIADN
bacteriano se cuantificd y visualizé en las mismas
condiciones que los plasmidos.

Deteccionde genes

Los genes agfA, IpfA, sifA, stkD, pefA, invAy el
gen bla.,,, fueron detectados por reaccién en
cadena de la polimerasa (RCP) de punto final,
segun condiciones indicadas en la Tabla 2. La
secuencia nucleotidica parcial de los genes se
obtuvo desde el producto de RCP usando como
templado ADN de la cepa SH06. La secuenciacién
serealizd en secuenciador automatico ABI PRISM
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de Salmonella enterica serovar Heidelberg - C.
Aravenaetal

= > Tabla1.CepasdeS. Heidelberg estudiadas,
cddigo deidentificacion de cada cepa,
afno de recoleccién y origen (n = 61)

Cepa Ano Origen Cepa Ano Origen
SHO1 2006 Clinico SH32 2009 Pavo
SHO2 2006 Clinico SH33 2009 Clinico
SHO3 2006 Animal n/e SH34 2009 Superficie n/e
SHO4 2006 Clinico SH35 2010 Pollo
SHO5 2006 No humano n/e SH36 2010 Cerdo
SHO6 2006 Clinico SH37 2010 Clinico
SHO7 2006 Pavo crudo SH38 2010 Aves n/e
SHO8 2006 Clinico SH39 2010 Aves n/e
SHO9 2006 Agua cloacas SH40 2010 Aves n/e
SH10 2007 Clinico SH41 2010 Pollo
SH11 2007  Clinico SH42 2010 Pollo
SH12 2007 Clinico SH43 2010 Clinico
SH13 2007 Pavo crudo SH44 2010 Carne de pavo
SH14 2007 Ensalada surtida SH45 2010 Clinico
SH15 2007 Clinico SH46 2010 Clinico
SH16 2007 No humano n/e SH47 2010 Clinico
SH17 2007 Clinico SH48 2010 Pollo
SH18 2008 Clinico SH49 2010 Ave
SH19 2008 Clinico SH50 2010 Pavo
SH20 2008 Cdlinico SH51 2010 Clinico
SH21 2008 Carne pollo SH52 2011 Clinico
SH22 2008 Jamoén de cerdo SHS53 2011 No humano n/e
SH23 2008 Pollo SH54 2011 Clinico
SH24 2008 Alimento n/e SH55 2011 Clinico
SH25 2008 Clinico SH56 2011 Clinico
SH26 2009 Pavo cocido SH57 2011 Clinico
SH27 2009 Clinico SH58 2011 Clinico
SH28 2009 Clinico SH59 2011 Clinico
SH29 2009 Clinico SH60 2011 Pollo
SH30 2009 Ciegos de rata SH61 2011 Ave

SH 31 2009 Clinico

> >Tabla 2. Partidores utilizados para la
deteccion de genes de virulencia en S. Heidelberg.
Se indica el tamafio de la regién amplificada, la
temperatura utilizada en la etapa de annealing y la
publicacidn de donde se obtuvo la secuencia delos
partidores

Gen Partidores Tamano T° annaeling Referencia
pb

agfA F: tccacaatggggcggcggcg 350 54 °C (23)
R: cctgacgcaccattacgctg

bla . , F: gacagcctctttctccaca 1.000 50 °C 24)
R: tggaacgaaggctacgta

IpfA F: ctttcgctgctgaatctggt 250 54 °C (25)
R: cagtgttaacagaaaccagt

pefA F: ttccattattgcactgggtg 496 62 °C (26)
R: aagccactgcgaaagatgcc

sifA F: tttgccgaacgcgcccccacacg 449 66,5 °C 27)
R: gttgccttttcttgcgctttccacccatct

invA F: cgatagcctggcggtgggtttt 411 62 °C Disefo
R: gcggggatctgggcgacaag propio

stkD F: cccctgtggtagccgaattt 467 60 °C Diseno
R: gcttgccgctaactccacta propio
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Conjugaciénbacteriana

Para la conjugacion se usaron como
dadoras las cepas de S. Heidelberg resistentes a
ceftriaxona y a ceftiofur y como cepa receptora
una E. coli K-12 (Bio-Rad, USA) resistente a
rifampicina

Analisis estadistico

Se agruparon las cepas de S. Heidelberg
segun la presencia de plasmidos de tamafio similar
por analisis de clister de tipo jerarquico, con
software estadistico STATA 11 (StataCorp) para
Windows (Microsoft Corporation).

Electroforesis en gel de campo pulsado
(EGCP) Se realizé6 EGCP a las cepas de S.
Heidelberg BLEE positivas, segun el protocolo de
CDC Pulse Net (http.//www.cdc.gov/pulsenet
/pathogens/ index.html, dltimo acceso el 9 de julio
de 2018)usando la enzima Xbal.

>>2> RESULTADOS
Susceptibilidad alos antimicrobianos

Los aislamientos de S. Heidelberg clinicos y
ambientales mostraron una susceptibilidad mayor
al 90% en los antimicrobianos probados excepto
paratetraciclinay ciprofloxacino (Tabla 3).

> > Tabla 3. Susceptibilidad antimicrobiana de
S. Heidelberg. Se muestra el porcentaje de la
susceptibilidad total de todas las cepas (n=61) yla
susceptibilidad seguin el origen de las cepas,
aislamientos clinicos (n=32)yambientales (n=29)
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Ceftiofur Clinico 93,8 0 6,3
Ambiental 96,6 0 3.4 el
Gentamicina Clinico 100 0 0
Ambiental 100 0 0 100
Tetraciclina Clinico 50,0 18,8 31,3
Ambiental 51,7 34,5 13,8 208
Cloranfenicol Clinico 96,9 3,1 0
Ambiental 93,17 69 0 951
Ciprofloxacino Clinico 71,9 281 0
Ambiental 20,7 79,3 0 e
Sulfametoxazol-Trimetroprim Clinico 100 0 0
Ambiental 100 0 0 100

Antimicrobiano Origen %S %Il %R %S total
Ampicilina Clinico 90,6 0 9,4 91,8

Ambiental 93,1 0 6,9
Amoxicilina/acido clavulanico Clinico 93,8 0 6,3

Ambiental 93,1 0 6,9 34
Ceftriaxona Clinico 938 0 6,3

Ambiental 96,6 0 3.4 951

Cepas de todos los afios mostraron
resistencia a tetraciclina con mayor proporcién en
cepas clinicas que en ambientales. Con
ciprofloxacino, S. Heidelberg no mostré
resistencia, pero 52,5% de las cepas tuvo
susceptibilidad intermedia (CIM entre 0,12-0,5
pg/ml), disminuyendo la susceptibilidad a este
antimicrobiano. De todos los aislamientos
estudiados, 11 (18%) fueron susceptibles a todos los
antimicrobianos probados y 18 (29,5%) mostraron
resistenciaa 1o mas antimicrobianos (12 clinicasy 6
ambientales), el resto fueron cepas con
susceptibilidad intermedia a ciprofloxacino
(resultados no se muestran). Dos cepas de S.
Heidelberg del afio 2006, una ambiental (SHo5) y
otra de deposiciones (SH06), mas un aislado de
hemocultivo (SH 52) afio 2011, mostraron
resistencia simultanea a ceftiofur, ampicilina,
ceftriaxona y a amoxicilina-acido clavuldnico.
Todas ellas fueron positivas para BLEE, aunque
solo la cepa SH06 fue positiva para AmpCy para el
gen bla .,,,, ademads, esta cepa transfirid la
resistencia a amoxicilina-acido clavulanico a E. coli
K-12 por conjugacion de un plasmido de cercade 30
kb como el detectado en la cepa dadora. El analisis
por campo pulsado de las cepas BLEE positivas
mostrd que son clones estrechamente relacio-
nados (losresultados no se muestran).

Plasmidos enS. Heidelberg

Cincuentay tres cepas (87%) mostraron des-
de uno a siete plasmidos, con tamafos desde 0,8



hasta cerca de 30 kb, el resto, 7 aislamientos, no
mostraron plasmidos. El analisis de clister de los
plasmidos de S. Heidelberg mostré que hay per-
files que se repiten en mds de un aislado (grupos
comunes), pero, ademas, hay una gran variabilidad
respecto a los plasmidos presentes en cada cepa.
Se obtuvieron once grupos comunes (C1-C11) y 16
Unicos (S1-S16) (Tabla 4). El grupo C1, con cepas
mayoritariamente clinicas que mostraron dos
pequefos plasmidos, y C2 corresponderia a cepas
en donde no se detectaron plasmidos. En C3, las
cepas tenian tres plasmidos, un plasmido adicional
de 1,4 kb respecto al grupo C1 compuesto por
cepas de afios anteriores. Similar observacion al
comparar C3y C5 donde el plasmido adicional es de
1kb. En general, el nimero de pladsmidos aumentd
a medida que el aflo de recoleccion era mas
reciente, de cero a 2 plasmidos por cepa entre
2006-2007 y de 2-5 plasmidos entre el 2010-2011
(Tablag).

La cepa SH35, con susceptibilidad
intermedia a tetraciclinay a ciprofloxacino, mostrd
7 plasmidos entre 0,8 y 4 kb (Tabla 4, S16). Este
estudio evidencid que plasmidos de menos de 2 kb
son frecuentes en S. Heidelberg y solo ocho cepas
mostraron un plasmido de 30 kb que estaria como
Unico plasmido o junto a otros pequefios
plasmidos.

Presenciade genes devirulencia

Todas las cepas S. Heidelberg fueron
positivas paralos genesinvA, sifA, stkD, agfAy IpfA,
mientras que pefA no fue detectado en ningun
aislamiento.

>>> DISCUSION

Es importante estudiar las bacterias patd-
genas a nivel local para monitorear la aparicidon de
clones virulentos y caracterizar las cepas
circulantes(30), ademas, es conocido que la
susceptibilidad antimicrobiana de Salmonella
entérica varia segun su serovar, lugar geografico,

afo de coleccidny origen(4). EnS. Heidelberg se ha
reportado alta resistencia antimicrobiana en
aislados de carnes de pavo, pollo y cerdo en
Estados Unidos de Norteamérica, 66% de los
aislados fue resistente a un antimicrobiano y 16%
resistente hasta a cinco antimicrobianos, y en
Turquia, 41% fue resistente a uno o mds
antimicrobianos(4,31). Comparado con nuestro
estudio en cepas ambientales (75 de procedencia
animal), la resistencia a uno o mds antimicrobianos
fue baja (20,7%) e inclusive menor que lareportada
en paises vecinos como Argentina (27%) y Brasil
(29%)6,32. Sin embargo, cepas clinicas mostraron
un porcentaje superior (37,5%), atribuible
principalmente a la resistencia a tetraciclina. En las
cepas chilenas de S. Heidelberg, la baja
susceptibilidad a tetraciclina se debié a la
resistencia y susceptibilidad intermedia, lo que
concuerda con otros estudios en S. entérica de
diferentes origenes aisladas en Chile (33, Prat S, et
al., 2011, X Jornadas Cientificas, ISP Chile). Estudios
en Argentina de aislamientos animales de S.
entérica y S. Heidelberg de origen animal y clinico
mostraron resultados similares para
tetraciclina(4,32,34).

Mas de lamitad de las cepas de S. Heidelberg
del presente estudio mostraron susceptibilidad
disminuida o intermedia a ciprofloxacino, lo que se
ha descrito previamente en S. enterica3s. El
fenotipo resistente a ciprofloxacino se atribuye a
mutaciones en el gen gyrA en los codones 83 u 87,
sumado a la sobreexpresion de los genes marA'y
soxS, reguladores de bombas de eflujo(35,36). Los
resultados sugieren que las cepas chilenas ain no
presentan estas caracteristicas, sin embargo, el
uso indiscriminado de estos antimicrobianos
podria favorecer la aparicién de resistencia a las
fluoroquinolonas.

Laresistenciabacterianaseatribuyealusoy
abuso de los antimicrobianos en humanos vy
animales en forma terapéutica, subterapéutica,
profilaxis y como promotor del crecimiento
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> > Tabla 4. Agrupamiento de cepas de S. Heidelberg seguin presencia de plasmidos. Para cada grupo se
indica el tamafo de los plasmidos presentes o ausencia de ellos, el nimero de cepas que muestran la

caracteristica, elafloy suorigen(n

=61)

Grupo Tamano plasmidos (kb) nde cepas Ano y origen de las cepas
C1 0,8y1,3 9 2006 (1 clin.), 2007 (3 clin.), 2008 (2 amb. y 1 clin.),
2009 (1 clin.), 2010 (1 clin.)
C2  Sin plasmidos 7 2006-2008 (2 ambientales y 5 clinicas)
c3 0,8,1,3y1,4, 6 2010 (4 amb. y 1 clin.), 2011 (1 clin.)
c4 1,7 5 Todas ambientales: 2006 (1), 2007 (2), 2009 (1), 2010 (1).
5 08,1,13y1,4 4 2010 (1 ambiental) y 2011 (2 clin. y 1 amb.)
c6 1,7y =30 4 Todas ambientales 2007 (1), 2009 (3)
7 08,13y23 2 2008 y 2009 origen clinico
c8 08,1y1,3 2 2010 clinica
9 08 2 2007 y 2009 clinicas
c10 0,8,1,3y2 2 20009 clinica
c11t 0,8,1,3,14,1,7y2 2 2010 (ambiental) y 2011 (clinica)
S1 08y 14 1 2010 clinica
S22 08,1,3,17y2 1 2010 ambiental
S3 0,8,1,0,13y2 1 2008 ambiental
S4  1,3,1,4y2,0 1 2010 clinica
S5 0,8,09, 13,14y1,7 1 2010 ambiental
S6 =30 1 2006 clinica
S7 1.4y =30 1 2006 ambiental
S8 4y1,4 1 2010 ambiental
S9 2,3y3,.3 1 2008 clinica
S10 1,3y2.2 1 2006 ambiental
S11 1,3, 1,7, 2,5y 30 1 2011 clinica
s12 1,2,1,7,3,3, y30 1 2011 ambiental
S13 0,8, 1y 2 1 2011 clinica
S14 1y2 1 2011 ambiental
S15 0,8y 1,7 1 2011 clinica
S16 0,8,1,1,3,1,4,1,7,2,5y14 2010 ambiental

(37,38). Estudios de brote por S. Heidelberg
atribuidos al consumo de carnes de aves de corral
en Estados Unidos de Norteamérica, muestran
multirresistencia, con un patrdn de resistencia a
gentamicina, ampicilina, tetraciclina y estrepto-
micina(2) y otro patrén con combinaciones de
resistencia a gentamicina, ampicilina, tetraciclina,

cloranfenicol, kanamicina, estreptomicina y
sulfametoxazol-trimetropin en 35% de los
aislamientos clinicos(39). En S. Heidelberg de
origen chileno, solo una cepa de deposiciones
(SH06) mostré multirresistencia a ampicilina,
ceftriaxona, amoxicilina-dcido clavulanico,
ceftiofur y tetraciclina, ademas, todas las cepas



estudiadas por nosotros fueron susceptibles a
gentamicina y a sulfametoxazol-trimetropin y no
resistentes a cloranfenicol.

En Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Thyphimurium y en los serovares
Heidelberg y Newport la resistencia a ceftiofur se
relaciona con la resistencia a ceftriaxona, que
puede deberse a una B-lactamasa del tipo AmpC
plasmidial que presenta el gen bla,,,, y que se
puede transferir por conjugacién(13,38). En
nuestro estudio, cepasresistentes a ceftriaxonaya
ceftiofur fueron BLEE positivas, pero solo la cepa
SHo6 (2006) fue positiva para AmpC y bla,,.,- S.
Heidelberg con estas caracteristicas se han
reportado en distintas partes del mundo
(4,11,14,33,40). En nuestro estudio, el analisis por
EGCP de las cepas BLEE positivas mostré que
existe entre ellas una estrecha relacién clonal, es
decir, provienen de unmismo clonde S. Heidelberg
y,ademas, este clon esta circulando en el ambiente
(cepa SHo5), causando infecciones intestinales
(cepaSHo6) einfeccionesinvasivas (cepa SH52), al
menos el periodo de este estudio. Aunque cabe
mencionar que a través del analisis de plasmidos y
el antibiotipo fue posible establecer diferencias
entre estas cepas.

Los resultados obtenidos por nosotros
coinciden con reportes de plasmidos en S.
Heidelberg de tamafios menoresa2yhasta7kby
de 34 kb(31,34,40). También, un plasmido de 3,3 kb
en S. Heidelberg de origen clinico (2008) y otro
ambiental (2011) concuerdan con el tamafio de un
plasmido que codificaria para funciones de
movilidad plasmidica en S. Heidelberg(2,30,40). En
nuestro estudio, ocho aislados mostraron
plasmidos de 30 kb y uno de estos fue positivo para
AmpCy el gen bla,,,.,, coincidente con plasmidos
de tamafio similar descritos en S. Heidelberg37,40.
Aunque debemos considerar que los plasmidos, a
pesar de coincidir en tamafio, no significa que sean
idénticos. TambiénenS. Heidelberg se han descrito
plasmidos de 40 y hasta 150 kb(31,34,40), inclu-

yendo algunos que codifican para B-lactamasas
tipo Amp(C(37), sinembargo, en nuestro estudio no
descartamos la presencia de plasmidos de
tamafios mayores en S. Heidelberg, debido a las
limitantes de las técnicas utilizadas. Todo esto
concuerda con antecedentes que indicarian que S.
Heidelberg contiene un genoma variable, de
diferentes tamafios, por la presencia de fagos y
plasmidos(2,12,30).

Un estudio de cepas de S. Heidelberg
aisladas entre 1985 y 2011 en Estados Unidos de
Norteamérica mostré que los genes de factores de
virulencia en este serovar estaban altamente
conservados(2), coincidiendo con nuestros
resultados, donde los genes de fimbrias (agfA,
IpfA, stkD), el gen de invasién celular (invA) y sifA,
gen que codifica para un factor de multiplicacion
bacteriana en macrdéfago, se detectaron en todos
los aislados. Contrariamente, cepas de S.
Heidelberg en Brasil mostraron variabilidad en la
presencia de agfA(6)y otro estudio en Reino Unido
mostrd variacion en stkD(15). Ademas,
corroboramos que el gen fimbrial pefA descrito en
algunos serovares de Salmonella(41) no esta en S.
Heidelberg, coincidiendo con otro estudio
anterior(2).

El antibiotipo y las caracteristicas genéticas
deS. Heidelberg aisladas en Chile entre 2006 y 2011,
mostréd que este serovar presenta alta suscep-
tibilidad a antimicrobianos usados de primera linea
en el tratamiento de salmonelosis, con excepcion
de tetraciclina y ciprofloxacino, donde
encontramos resistencia y susceptibilidad
disminuida. Ademas, este estudio nos alerta sobre
la circulacidon de clones que presentan B-
lactamasas tipo BLEE y AmpC plasmidicas en
nuestro pais, lo que puede generar falla de
tratamiento en pacientes con infecciones por este
serovary, también, da cuenta de la posibilidad que
tienen estas cepas de diseminar la resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion a otras
enterobacterias. S. Heidelberg aisladas en Chile



tendrian caracteristicas similares a cepas de otras
partes del mundo, codificando para genes de
virulencia y con plasmidos de tamafio y ndmero
variable. En base a este estudio, proponemos que
la presencia de plasmidos en S. Heidelberg podria
utilizarse junto a otras herramientas de
subtipificacion bacteriana. Por otra parte, las
caracteristicas estudiadas no explicarian el
aumento de casos ocurridos en Chile por S.
Heidelbergelafio 2011 respecto aafios anteriores.
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Inicio: 10 a 13 de septiembre 2019

Lugar: Costa Salguero, Buenos Aires, Argentina
E-mail: 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

EXPOMEDICAL / Feria Internacional de Productos,
Equipos, y Servicios de Salud /

Fecha: 25 al 27 de setiembre

Lugar: Centro Costa Salguero, Buenos Aires
Organiza: Medical

Tel: 5411- 47918001

Web: www.expomedical.com.ar

Introduccidn a la Sintesis Organica

Fecha: septiembre 2019

Organiza: UBA (Universidad de Buenos Aires)
E-mail: posgrado@ffyb.uba.ar

Lugar: CABA, Argentina

Métodos para el estudio conformacional de
proteinas y sus Interacciones

Fecha: septiembre 2019

Organiza: UBA (Universidad de Buenos Aires)
Email: posgrado@ffyb.uba.ar

Lugar: CABA, Argentina




Proteina de membrana

Fecha: septiembre 2019

Organiza: UBA (Universidad de Buenos Aires)
Email: posgrado@ffyb.uba.ar

Lugar: CABA, Argentina

Metodologia para la evaluacién de Estrés
oxidativo en patologias humanas

Fecha: septiembre 2019

Organiza: UBA (Universidad de Buenos Aires)
Email: posgrado@ffyb.uba.ar

Lugar: CABA, Argentina

Especialidad en Bacteriologia - Tema: Pasteurella
Canis

Fecha: 1 de octubre 2019

Lugar: Dedn Funes 1339 — Cérdoba Argentina
Organiza: Cobico (Colegio de Bioquimica de la
Provincia de Cérdoba)

Email: cobico@cobico.com.ar

X Congreso del grupo Rioplatense de Citometria
de Flujo

Fecha: octubre 2019

Modalidad: presencial

Lugar: Mendoza Argentina

Email: grupocitometria@gmail.com

XXIV Congreso Argentino de Hematologia

Fecha: 2 al 5 de octubre 2019

Modalidad: presencial

Lugar: Hotel Intercontinental, Mendoza Argentina
Email: sah@sah.org.ar

Tel: 5411-48552452

Especialidad en Inmunologia — Tema: Colitis
Ulcerosa

Fecha: 7 de noviembre 2019

Lugar: Dean Funes 1339 — Cérdoba Argentina
Organiza: Cobico (Colegio de Bioquimica de la
Provincia de Cérdoba)

Email: cobico@cobico.com.ar

>>> INTERNACIONALES

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

India Lab Expo

Fecha: 19 al 21 de septiembre 2019
Lugar: Hitex India

Web: www.analyticaindia.com

53° Congresso Brasilero de Patologia Clinica
Fecha: 24 al 27 de septiembre 2019
Modalidad: presencial, Rio de Janeiro, Brasil
Web: www.cbpcml.org.br

LABCLIN 2019: XIll Congreso Nacional del
Laboratorio Clinico

Fecha: octubre 2019

E-mail: labclin2019@pacifico-meeting.com
Lugar: Sevilla Espafia

15th APFCB CONGRESS 2019

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

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




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

> > 2> 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



ONYVA SRL
Dr. Adolfo Dickman 990/994
Ciudad Autonoma 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

'y,

ﬁ’e str? 5

\7/
%
S b & ‘QS;’
intevesy nuestio 3
%,
X’* S}(
%

Revista
i V 4

)anAlisis

www.revistabioanalisis.com

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

Visita nueStia web

AHORA PODES DESCARGAR LA EDICION COMPLETA EN PDF

+” SUSCRIBITE Y RECIBI LA EDICION DIGITAL POR MAIL
v IMPRIMI LAS HOJAS QUE DESEES
+ BUSCA POR PALABRA CLAVE




>>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.

Revista Bioanalisis | Agosto 2019 | 15 arios juntos

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
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