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Editorial

  En nuestra edición N°105 de Revista Bio-

analisis les presentamos una revisión de las técnicas 

de PCR para el diagnóstico de SARS-COV-2: sus usos 

y fundamentos de los kits disponibles y aprobados 

hasta el momento por la ANMAT. Es necesario estar 

actualizados sobre todo en este tema que nos tiene 

como protagonistas. El cáncer representa un gran 

reto para la sociedad contemporánea; el de cuello 

uterino constituye la segunda causa de muerte en la 

mujer a nivel mundial. Aspectos bioquímicos y 

factores de riesgo asociados con el cáncer cervi-

couterino son abordados en otro interesante tra-

bajo. La estandarización y validación de pruebas de 

elisa tipo indirecto para la determinación de los 

niveles de anticuerpos IgG e IgE anti- leishmania, 

como método complementario para el diagnóstico y 

seguimiento de la respuesta al tratamiento es otro 

de los trabajos presentados. Laboratorios Manlab 

nos trae una revisión sobre Autoanticuerpos anti 

ZnT8 en pacientes con Diabetes Mellitus. Y como 

cada mes toda la formación de postgrado, bio-

agenda y soluciones para nuestra labor diaria.

 “Frente a las enfermedades que genera la 

miseria, frente a la tristeza, la angustia y el infortunio 

social de los pueblos, los microbios, como causas de 

enfermedad, son unas pobres causas” 
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Pruebas moleculares diagnósticas de 
SARS-COV-2: fundamentos 
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 Desde el comienzo de la pandemia hasta la actualidad existen 134 kits aprobados 

por el ANMAT para el diagnóstico molecular para SARS-CoV-2, de los cuales el 48% son 

pruebas moleculares con detección de genes codificados por el RNA viral y los 

restantes son test serológicos. En la siguiente revisión se analizan las técnicas de 

biología molecular utilizadas y sus fundamentos. 
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� RESUMEN

Introducción: en cuestión de semanas estuvieron 

disponibles pruebas de diagnóstico molecular 

para SARS-CoV-2 aplicando técnicas usadas en 

investigación básica.

Metodología: La revisión de la literatura se realizó 

a través de búsquedas en la Base de Datos 

Cochrane y PubMed-MEDLINE, LitCovid, CDC y 

páginas oficiales del ANMAT hasta el 8 de agosto 

de 2020.

Resultados: hay 134 kits aprobados por el ANMAT 

de los cuales el 48% son pruebas moleculares con 

detección de genes codificados por el RNA viral y 
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los restantes son test serológicos. Se analizaron 
los fundamentos de las técnicas moleculares que 
están siendo usadas.

Conclusiones: Existen una serie de técnicas de 
amplificación isotérmica que son usadas en los test 
de diagnóstico asociados a ensayos de CRISP-Cas 
y/o a ensayos de difusión lateral.

Palabras claves: Amplificación Isotérmica, RT-
LAMP, ensayo de difusión lateral, CRISP-Cas

 INTRODUCCIÓN

 La pandemia de COVID-19, causada por el 
virus SARS-CoV-2 produjo a nivel mundial 17.918.582  
casos confirmados de COVID-19 (9.630.598 
pertenecen a las Américas), con 686.703 muertes, 
datos aportados por la OMS al 3 de agosto de 2020 
(1). 

 En nuestro país el total de casos confirma-
dos es de 201.919 (49,2% mujeres y 50,8% hombres) 
con 3813 muertes (2). En Argentina, desde el 17-3-
2020, se han unido institutos científicos, universi-
dades y empresas para desarrollar y producir kits 
diagnósticos de fabricación nacional, que sumado 
a docenas de kits extranjeros constituyen una 
respuesta rápida para el diagnóstico del COVID-19. 
El acceso a las pruebas de diagnóstico permite: 
detección de pacientes con enfermedad activa, 
detección de portadores asintomáticos, control 
de la propagación y contagio a personas de riesgo, 
seguimiento y encapsulamiento de brotes. Los 
enfoques de las pruebas actuales se dividen en dos 
categorías: detección del ácido nucleico viral o 
pruebas serológicas. Las pruebas de ácido nuclei-
co sondean directamente el ARN de los virus 
extraídos de la garganta o del conducto nasal de 
un paciente, mientras que las pruebas serológicas 
detectan anticuerpos presentes en el suero del 
paciente. Durante los primeros días de infección, 
los títulos virales de los pacientes son altos y un 
solo hisopo nasofaríngeo puede albergar cerca de 
1 millón de partículas virales de SARS-CoV-2. Sin 
embargo, la producción de anticuerpos IgG e IgM 
del paciente, denominada seroconversión, gene-
ralmente ocurren 5 a 10 días después del inicio de 
los síntomas. Por lo tanto, las pruebas de ácido 
nucleico ofrecen la detección más temprana y más 

sensible de la presencia de SARS-COV-2. La prueba 
de RT-PCR iniciada por los CDC (Centers for 
Disease Control and Prevention) se ha conside-
rado el "estándar de oro" para el diagnóstico 
clínico, pero requiere reactivos, equipos y personal 
especializados (3), con lo cual han surgido otras 
técnicas para su diagnóstico (4). Por lo antes 
expuesto el objetivo de este trabajo es analizar los 
fundamentos de las pruebas de detección de 
ácidos nucleicos para esta enfermedad volcados 
en los kits utilizados en los laboratorios de análisis 
clínicos.

Estructura del virus

  El SARS-CoV-2 es un coronavirus de ARN 
monocatenario (ssRNA) positivo envuelto. Este 
virus tiene una longitud de aproximadamente 
30.000 nucleótidos. El genoma codifica 27 proteí-
nas, incluida una ARN polimerasa dependiente de 
ARN (RdRp). Dos tercios de ARN viral, ubicados 
principalmente en el primer marco de lectura 
abierto (ORF 1 a/b) codifican para 16 proteínas no 
estructuradas (NSP) (Fig. Nº1). La parte restante 
del genoma del virus codifica para cuatro 
proteínas estructurales esenciales: la glucopro-
teína espiga (S, de spike), la proteína pequeña de la 
envoltura (E), la proteína de la matriz (M) y la 
proteína de la nucleocápside (N) y también este 
virus presenta varias proteínas accesorias (Fig. 1) 
(5). Se sabe, cual es el número de copias de cada 
una de estas proteínas presentes / virión: S (100), E 
(20), M (2000) y N (1000) (6). 

 Figura Nº1: Esquema de la estructura SA-RS-CoV-2
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Ensayos moleculares para la detección de ácidos 

nucleicos virales

 � Desde que la secuencia genética comple-

ta del virus SARS-CoV-2 se cargó en la plataforma 

GISAID (Global Initiative on Sharing All Influenza 

Data) (7), la disponibilidad de la secuencia comple-

ta del virus permitió el diseño de cebadores y 

sondas necesarias para el desarrollo de pruebas 

específicas de SARS-CoV-2.  Algunas de las cuales 

detallaremos a continuación.

1- RT-PCR en tiempo real (Retrotranscripción 

seguida de amplificación por reacción en cadena 

de la polimerasa).

� El proceso de diseño de una prueba de 

ácido nucleico para SARS-CoV-2 implicó dos pasos 

principales: (i) elección de la región a amplificar y 

diseño del cebador y (ii) optimización y prueba del 

ensayo. Corman y col. (8) analizaron varias secuen-

cias del genoma viral relacionadas con el SARS y 

descubrieron tres regiones que tenían secuencias 

conservadas: el gen RdRP, el gen E y el gen N. Los 

genes RdRP y E tenían una alta sensibilidad analí-

tica para la detección (límite técnico de detección 

de 3,6 y 3,9 copias por reacción), mientras que el 

gen N presentaba una sensibilidad analítica más 

baja (8,3 copias por reacción). 

� Las etapas para las pruebas de RT-PCR, 

como el aprobado por los CDC y la OMS (9) 

incluyen tres pasos principales: recolección y trans-

porte de muestras, lisis y purificación del ARN y 

amplificación. Por lo general, se recolecta la 

muestra con hisopo nasofaríngeo-orofaríngeo y se 

las transfiere a un vial conteniendo unos pocos 

mililitros de medio de transporte viral. De esta 

forma se transporta al laboratorio para su análisis.  

Luego, el ARN viral se purifica a partir de una 

fracción de la muestra usando kits de purificación 

de ARN basados en columnas o perlas magnéticas. 

� El ARN purificado eluído se amplifica 

11
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utilizando una mezcla maestra de un solo paso que 

contiene RT y ADN polimerasa, con tres cebadores 

dirigidos a regiones específicas del genoma viral, 

Fig.2.Los cebadores dirigidos a un gen humano, 

como RNaseP, también se incluyen como un 

control positivo para los pasos del hisopado, 

extracción de RNA y amplificación. Los productos 

amplificados se pueden detectar utilizando sonda 

TaqMan o colorantes que se intercalan con el ADN 

y se establece un ciclo umbral de amplificación 

para distinguir los resultados positivos de los 

negativos. El resultado de una prueba general-

mente se considera positivo si se observa amplifi-

cación para dos o más target virales, mientras que 

se considera negativo si se observa amplificación 

para el ARN control, pero no para ninguno de los 

target virales. 

 � Las pruebas de diagnóstico molecular que 

utilizan la tecnología RT-PCR en tiempo real 

avalada por la OMS, van dirigidas a amplificar y 

detectar diferentes regiones genómicas de SARS-

CoV-2. En general, los laboratorios de referencia en 

nuestro país están determinando los genes E, 

RdRP y RNAsaP por esta metodología.

 � La RT-PCR se ha llevado a cabo tradicio-

nalmente como un procedimiento de uno o dos 

pasos. La RT-PCR en tiempo real, cuando usa el 

procedimiento de un paso, utiliza un solo tubo que 

contiene los cebadores necesarios para ejecutar 

toda la reacción de RT-PCR y es, generalmente, el 

enfoque preferido para la detección de SARS-CoV-

2; por ser rápido de configurar e implica un manejo 

limitado de la muestra, disminuyendo las posibili-

dades de errores de pipeteo y contaminación 

cruzada entre la RT y los pasos de PCR. Existen a la 

fecha, 65 kits basados en ácidos nucleicos aproba-

dos en la ANMAT, para detectar el SARS-CoV-2, en 

donde el método más utilizado es la RT-PCR, 

usando muestras respiratorias (10). 

� El progreso en los ensayos de RT-PCR 

para la detección de SARS-CoV-2 se ha mejorado 

en forma expeditiva. Los ensayos iniciales tenían 

algunas limitaciones como lo que ocurría con la 

tasa de detección positiva, la misma era baja y 

rondaba en alrededor del 30 a 60%, lo que sugería 

una alta tasa de falsos negativos (11). Se especula-

ron sobre varios factores que podían dar lugar a 

esta alta tasa de falsos negativos, como: errores en 

el muestreo, selección inapropiada de muestras 

clínicas, variaciones individuales en la carga viral, 

entre otras, (12).

 2- Amplificación Isotérmica de ácidos nucleicos 

 � La amplificación isotérmica de los ácidos 

nucleicos es una alternativa que permite la amplifi-

cación a una temperatura constante y elimina la 

necesidad de un termociclador. Por lo tanto, se 

han desarrollado varios métodos basados en este 

principio. Estas técnicas incluyen: amplificación 

isotérmica mediada por bucle (LAMP), amplifi-

cación de la recombinasa polimerasa (RPA), am-

plificación dependiente de helicasa (HDA), amplifi-

cación mediada por transcripción (TMA), entre 

otras (13). 

2.1- Amplificación de la recombinasa polimerasa 

(RPA): En RPA, la amplificación isotérmica de 

fragmentos de ADN específicos se logra mediante 

la unión de cebadores oligonucleotídicos comple-

mentarios al ADN molde y la extensión por una 

ADN polimerasa (14).La fusión o melting de la 

cadena no es necesaria porque RPA emplea com-

plejos primer-recombinasa ideados para escanear 

ADN bicatenario y facilitar la unión a la cadena en 

sitios complementarios. Las estructuras resultan-

tes se estabilizan mediante proteínas de unión al 

ADN simple cadena que interactúan con la hebra 

desplazada, evitando así la expulsión del cebador 

por migración a la cadena ramificada.El desmon-

taje de la recombinasa deja el extremo 3' del 

oligonucleótido accesible para el acceso de la Bsu-

ADN polimerasa del Bacillus subtilis y se produce la 

extensión del cebador.La amplificación exponen-

cial se logra mediante la repetición cíclica de este 

proceso, figura Nº3. La clave de RPA es el estableci-

miento de un entorno de reacción dinámico en 

donde hay un equilibrio entre el montaje y el 

desmon-taje del complejo primers-recombinasa. 

La recombinasa que se ha usado es T4 UvsX (del 

fago T4) que se une cooperativamente a los 

primers en presencia de ATP. El complejo de 

nucleoproteína resultante hidroliza ATP favo-

reciendo el desmontaje espontáneo de la reco-

mbinasa. Esto conduce a su reemplazo por una 

proteína de unión al ADN monocatenario (T4 

gp32), necesaria para la reacción.
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  Figura Nº2: La prueba estándar de oro: RT-

PCR. La mayoría de las pruebas que se están imple-

mentando contra COVID-19 se basan en la reacción en 

cadena de la polimerasa con retrotranscripción (RT-

PCR). La RT-PCR crea una copia de ADNc de un seg-

mento específico del ARN viral, que se convierte en 

ADN doble cadena que se amplifica exponencialmente.

 Figura Nº3: Las proteínas recombinantes 

forman filamentos de recombinación con cebadores y 

los insertan en sitios complementarios en la doble 

hélice del ADN mediante la creación de un bucle de 

desplazamiento o bucle D. Las proteínas de unión a 

ADN monocatenario (SSB) estabilizan la apertura de la 

estructura de doble hélice y el bucle D. El desmontaje 

de la recombinasa permite el acceso a la polimerasa de 

desplazamiento de hebra para extender el extremo 3' 

de los cebadores a lo largo de la secuencia objetivo. 

Cuando esta secuencia se repite para cebadores opues-

tos, la amplificación exponencial se produce sin la 

necesidad de la desnaturalización

�
 Algunos grupos han demostrado una alta 

sensibilidad y especificidad de la amplificación del 

target combinando RPA y LAMP en un protocolo 

de amplificación de 2 etapas, denominado RAMP. 

Los cebadores LAMP externos pueden usarse 

para la amplificación de RPA y luego combinarse 

con los cebadores LAMP adicionales para una 

amplificación adicional en un solo tubo o dispo-

sitivo (15).

2.2- Amplificación mediada por transcripción 

(TMA): es una técnica de tubo único y es más 

eficiente que la RT-PCR. Esta prueba de diagnós-

tico molecular es utilizada en el sistema Panther 

Fusión de Hologic que permite un procesamiento 

inmediato y totalmente automatizado de mues-

tras, incluida la extracción de ARN, la amplificación 

de secuencias target y detección en tiempo real de 

la presencia del virus (16). El sistema automatiza 

los pasos complejos involucrados en el diagnós-

tico molecular lo que acelera el diagnóstico y 

reduce las posibilidades de error en comparación 

con la configuración de un laboratorio que tenga 

muchos procesos manuales; esto lleva a que 

mejore el flujo de trabajo y lo que es más importa-

nte, el riesgo de contaminación del personal y del 

propio laboratorio. Utiliza una retrotrancriptasa 

reversa (actividad ADN polimerasa y nucleasa) y la 

T7 RNA polimerasa, se observan dos fases, figura 

Nº4. 

 Figura Nº4: Después de la síntesis del ADN 

copia, de cadena sencilla, que incluye el promotor T7, 

se genera un ADN bicatenario con un cebador  adicio-

nal (primer 2) que posteriormente se transcribe en 

amplicones de ARN por la T7ARN polimerasa. Estos 

nuevos amplicones de ARN luego vuelven a entrar en el 

proceso de TMA permitiendo que este proceso de 

amplificación exponencial genere miles de millones de 

amplicones de ARN.
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� En la PRIMERA FASE, el Primer 1 de 

secuencia complementaria al RNA viral, incorpora 

en las hebras sintetizadas la secuencia de 

reconocimiento del promotor T7 de la RNA 

polimerasa. La RT sintetiza una hebra de ADNc, 

dando lugar a un hibrido RNA: DNA. Luego por su 

actividad de nucleasa mediada por la RNAsa H 

degrada el RNA. Luego se une el Primer 2 al ADN 

antisentido (-). Por acción de la RT copia el ADN da 

una ADN doble cadena. Posee el promotor T7 que 

será reconocido por T7 RNA polimerasa. Que dará 

lugar a cientos de copias de RNA antisentido. EN 

LA FASE 2 se repite el ciclo generando gran 
8 10cantidad de copias de RNA antisentido (10 - 10 ). 

Esta prueba se puede realizar detectando un 

segmento (gen) o varios (formato multiplex) y el 

producto final se puede detectar por punto final o 

en tiempo real.

2.3- Retrotranscripción seguida de reacción de 

amplificación isotérmica mediada por bucle (RT-

LAMP): Varios laboratorios y empresas han 

desarrollado y probado clínicamente pruebas de 

RT-LAMP para SARS-CoV-2, (3, 17). La reacción de 

amplificación isotérmica mediada por bucle 

(LAMP), ya sea a partir de ADN o RT-LAMP 

usando RNA es una técnica de amplificación 

rápida de una secuencia target de un ácido 

nucleico utilizando oligos o cebadores específicos, 

(figura Nº5) y dos enzimas: una RT y una ADN 

polimerasa con capacidad de desplazamiento de 

cadena, como la Bst pol. En las pruebas de 

diagnóstico de LAMP el producto amplificado se 

detecta por turbidez (detectando un subproducto 

de la reacción), por color (adición de un colorante 

sensible al cambio del pH) o por fluorescencia 

(adición de un marcador fluorescente).

Proceso de Amplificación: La amplificación de los 

ADN se realiza a través de repeticiones de 

reacciones de elongación que ocurren a través de 

las regiones de asa que se forman en la estructura 

original para la amplificación de LAMP. En la 

primera etapa de la reacción se utilizan los 

cebadores internos (FIP y BIP) y externos (F3 y B3)

� Cada uno de los cebadores internos tiene 

una secuencia complementaria a una de las 

cadenas de amplificación de la región terminal 3´ 

idénticos a la región interna de la misma cadena en 

el extremo 5'-terminal (figura 6A). La reacción de 

LAMP comienza cuando la secuencia F2 del primer 

FIP se alinea y se une a la secuencia blanco, la 

secuencia F1c del primer no es una secuencia 

complementaria y queda sin hibridar, entonces, la 

DNA polimerasa Bst sintetiza una primera cadena. 

En el espacio que quedó entre la secuencia blanco 

y F1c, la Bst desplaza la cadena y el primer F3 se 

alinea en su secuencia complementaria y a partir 

de aquí se sintetiza una nueva cadena, liberando la 

primera cadena sintetizada. En el extremo 3' de la 

cadena recién liberada, el primer BIP sigue el 

mismo proceso que FIP, la secuencia B2 del primer 

BIP alinea en la primera cadena liberada, la 

polimerasa sintetiza la cadena y B3 se alinea e inicia 

la copia de la cadena, liberando una segunda 

cadena, que contiene las regiones antisentido en 

los extremos, por lo que se alinean entre ellos 

formando la estructura que posee los bucles o asas 

en ambos extremos (forma de pesas) (figura 6B). 

De esta forma, los primers continúan alineándose 

con las regiones complementarias con reacciones 

de elongación que se repiten secuencialmente por 

la actividad de desplazamiento de cadena a una 

temperatura constante, formando diferentes es-

tructuras de manera azarosa (figura 7), (18).

 Figura Nº5: LAMP utiliza tres pares de 

cebadores: dos cebadores internos, dos ceba-

dores externos y dos cebadores de bucle. Los ce-

badores interno y externo se unen con el target y 

su extensión produce una estructura con forma de 

pesas, compuesta de dos bucles en cada extremo.
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 Figura Nº6: RT-LAMP: (A): Paso 1: en el 

extremo 3' del ARN viral, la transcriptasa inversa y 

el cebador BIP inician la conversión de ARN a 

ADNc. Paso 2: En el mismo extremo, la ADN 

polimerasa y el cebador B3 continúan generando 

la segunda cadena de ADNc para desplazar y 

liberar la primera cadena de ADNc. Paso 3: el 

cebador FIP se une a la cadena de ADNc liberada y 

la ADN polimerasa genera la cadena complemen-

taria. Paso 4: el cebador F3 se une al extremo 3' y la 

ADN polimerasa genera una nueva hebra mientras 

desplaza la vieja hebra. (B): El ciclo LAMP produce 

estructuras de ADN en bucle o asas en ambos 

extremos (forma de pesas, estructuras 5 y 7) de 

varios tamaños

 Figura Nº7: Productos finales de RT-LAM-

P. Se generan distintas estructuras en forma de 

bucle o loop de distinto tamaño. La estructura 5 da 

origen 6,9 y 11 y la estructura 7 da origen a las estru-

cturas 8,10 y 12, 

Proceso de Detección: Se han desarrollado varios 

ensayos de RT-LAMP para apuntar a diferentes 

regiones de genes de SARS-CoV-2 (19,20) con 

fluorescencia (20) o lecturas colorimétricas (19,21).  

(a) Una estrategia para producir fluorescencia es 

usar Calceína, un complejo de fluoresceína, (22). La 

fluorescencia de la Calceína se inhibe inicialmente 

cuando se une al manganeso. Los pirofosfatos 

generados a partir de las reacciones de amplifica-

ción de ADN secuestran el manganeso y liberan la 

calceína. La calceína libre puede unirse a los iones 

de magnesio, aumentando la intensidad de su 

emisión de fluorescencia.  Usando Calceína, Yan et 

al.(20) desarrollaron un ensayo RT-LAMP para la 

detección visual de SARS-CoV-2. Identificaron 

correctamente 58/58 pacientes positivos y 72/72 

negativos, confirmados con pruebas de RT-PCR 

paralelas. Este ensayo de RT-LAMP de los extra-

ctos de muestras de ARN de los pacientes solo 

requirió una incubación de 60 minutos a 63 ° C. (b).

 Las lecturas colorimétricas para técnicas 

de amplificación que utilizan polimerización enzi-

mática también se pueden lograr utilizando 

indicadores de pH. Durante la síntesis de ADN, 

cada adición de un dNTP (desoxirribonucleósido 

trifosfato) libera un ión de hidrógeno que disminu-

ye el pH de la solución. La disminución del pH es 

proporcional a la síntesis del ADN. Para la lectura 

visual de su RT-LAMP, Baek et al. (21) utilizaron 

rojo fenol, que cambia el color de rosa (pH 8.8) a 

amarillo (pH <8.0), para indicar la aparición de 

amplificación. Después de una amplificación de 30 

minutos a 65°C, RT-LAMP logró la detección de 

200 copias de ARN de SARS-CoV-2 extraído de 

muestras de pacientes con COVID-19. El kit Covid 

19-Neokit usa una RT-LAMP. La reacción de LAMP 

da como resultado, grandes cantidades de subpro-

>>
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ducto de iones pirofosfato que reaccionan con los 
2+iones Mg  para formar el producto insoluble 

pirofosfato de magnesio. Dado que la concentra-
2+ción de iones Mg  disminuyen a medida que 

avanza la reacción de LAMP se mide la concentra-
2+ 

ción de iones de Mg como medida del progreso de 

la reacción. Para ello se utiliza azul de hidroxina-

ftol, en donde una reacción positiva se indica 

mediante un cambio de color de violeta a azul 

cielo(23).

Ventajas: LAMP es altamente específico porque 

usa un mayor número de cebadores. 

 La reacción es rápida (1-2h) a 60-65 ° C con 

un límite analítico de detección de 75 copias por 

μL. El enfoque es simple de operar, fácil de 

visualizar para la detección, tiene menos señal de 

fondo y no necesita un termociclador. Los inconve-

nientes de LAMP son los desafíos de optimizar los 

cebadores y las condiciones de reacción.

� Algunos de los ensayos moleculares dis-

ponibles actualmente para detectar SARS-CoV-2 

utilizan tecnología RT-LAMP en tiempo real, como 

la prueba ID NOW COVID-19 de Abbott. Y los kits 

de producción nacional ELA CHEMSTRIP COVID-

19 y COVID-19 NEOKIT con tecnología RT-LAMP 

asociado a ensayos de flujo lateral. 

3-Ensayos basados en Repeticiones Palindrómicas 

Cortas Intercaladas Regularmente Agrupadas 

(Cluster regularly interspaced short palindromic 

repeats, CRISPR) 

� El término CRISPR es el nombre de secu-

encias repetitivas presentes en el ADN de las 

bacterias, que funcionan como autovacunas. 

Contienen el material genético de los virus que han 

atacado a las bacterias en el pasado, de esta forma 

les permite reconocer la infección y así defenderse 

cortando el ADN de los invasores. En caso de una 

segunda infección CRISPR se transcribe y se 

procesa a ARN CRISPR (ARNcr), se acopla con Cas 

y reconoce el transcrito del patógeno y Cas degra-

da el ARNm. Ciertas enzimas en las familias Cas9, 

Cas12 y Cas13 pueden programarse para atacar y 

cortar secuencias de ARN virales. Al diseñar y 

sintetizar un ARN guía, podemos usar la enzima 

Cas9 para cortar en un lugar específico de un 

genoma. Esta capacidad es significativa ya que 

abre la posibilidad de la edición directa del geno-

ma, dentro de una célula. Dos tipos de proteínas 

Cas, Cas12 y Cas13 son particularmente útiles para 

desarrollar plataformas simples, portátiles y 

económicas para detectar de manera confiable los 

ácidos nucleicos a nivel molecular (24).

� Las técnicas CRISPR, que utilizan Cas12 y 

Cas13, se han incorporado a los enfoques de ampli-

ficación isotérmica para la detección de SARS-

CoV-2, figura nº 8. La secuencia de direcciona-

miento CRISPR debe incluirse al diseñar ceba-

dores para la amplificación de ARN de SARS-CoV-

2.  La secuencia de reconocimiento CRISPR está 

dentro del amplicón amplificado y entre los ceba-

dores. El complejo crRNA-Cas escanea amplicones 

y se une específicamente a aquellos con la secuen-

cia diana complementaria. Al detectar el target, las 

proteínas Cas se activan para cortar la cadena de 

RNA por Cas13 o de DNA por Cas12 (25). 

� Las zonas de reconocimiento para CRISPR, 

son segmentos de ácidos nucleicos cortos, mono-

catenarios marcados doblemente con un fluoró-

foro y un quencher, que pueden usarse como 

sustratos (26).  La escisión de esta sonda separa el 

quencher del fluoróforo y permite detectar 

fluorescencia que se pueden cuantificar en tiempo 

real o visualizar bajo luz LED. Alternati-vamente, 

las sondas marcadas doblemente con biotina y 

FAM (Fluorescein amidite) se las usa para la 

detección en tiras reactivas (ensayo de flujo 

lateral). Las nanopartículas de oro (AuNP) en la 

tira de flujo lateral están recubiertas con anticuer-

pos anti-FAM para capturar FAM. En ausencia del 

target, la sonda marcada permanece intacta y es 

capturada por estreptavidina en la línea de con-

trol, lo que resulta en una acumulación de AuNP 

que genera una banda roja, indicando una prueba 

negativa. En presencia del target de ARN del 

SARS-CoV-2, los amplicones activan la proteína 

Cas para escindir los indicadores de señal, lo que 

permite que se libere FAM y los AuNP adjuntos 

viajan a la línea de prueba, produciendo otra banda 

roja que indica una prueba positiva. Las sondas 

marcadas intactas que están en exceso también 

son capturadas en la línea de control. La detección 

basada en CRISPR verifica las secuencias de los 

productos a partir de la amplificación isotérmica y 
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solo produce señal cuando existen las secuencias 

correctas, lo que proporciona una mayor especifi-

cidad analítica que el uso de fluoróforos no 

específicos o indicadores de pH. Por otro lado un 

ensayo que usa solamente Cas12 o Cas13 no es lo 

suficientemente sensible como para detectar el 

ARN viral en las muestras. La amplificación isotér-

mica logra una amplificación exponencial en un 

corto período de tiempo, lo que supera esta limita-

ción de la tecnología CRISPR en términos de 

sensibilidad analítica.

� Una de las plataformas de diagnóstico 

CRISPR pioneras, DETECTR, se ha utilizado con 

LAMP. Broughton y col. (27) publicaron un proto-

colo usando DETECTR para las pruebas de SARS-

CoV-2, utilizaron RT-LAMP para amplificar el ARN 

de SARS-CoV-2 extraído, lo que condujo a la gene-

ración de productos de dsDNA. Los productos de 

dsDNA se detectaron usando la escisión colateral 

de reporteros por Cas12 y las tiras de flujo lateral se 

utilizaron para producir señales de lectura. El 

método fue capaz de detectar 10 copias de ARN de 

SARS-CoV-2 por microlitro de extracto de ARN. La 

amplificación y detección se puede lograr en 30 

minutos, lo cual es particularmente valioso para las 

pruebas rápidas.

� Otra de las plataformas de CRISPR media-

da por RPA-Cas13, llamada SHERLOCK se la ha 

asociado con RPA. Zhang y sus colegas lanzaron 

un protocolo para la detección de SARS-CoV-2, 

(28). Después de la extracción de ARN del SARS-

CoV-2, utilizaron una RT-RPA para amplificar 

exponencialmente el ARN del SARS-CoV-2, gene-

rando productos de ADNds. Después de la reac-

ción de RPA a 42 °C durante 25 min, se usa una 

alícuota de la solución de RPA. Como Cas13 

detecta target de ARN agregaron un paso para 

transcribir dsDNA a ARN, (utilizando la ARN 

polimerasa T7). A través del corte de Cas13 escinde 

un indicador y los productos se detectan por LFA, 

así se detectan hasta 10 copias / μL. La amplifi-

cación y detección se puede completar en aproxi-
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madamente 1 h.

4- Ensayo de flujo lateral (LFA) 

� Los LFA consisten en cuatro membranas 

diferentes que están incrustadas lateralmente. Las 

cuatro membranas son: almohadilla de muestra, 

almohadilla de liberación de conjugado, membra-

na de nitrocelulosa y almohadilla absorbente. El 

producto de la amplificación se aplica sobre la 

almohadilla de muestra (29).

� La almohadilla de liberación del conju-

gado proporciona una membrana para el asen-

tamiento de sustancias inductoras de color. Las 

nanopartículas de oro son una de las principales 

sustancias inductoras de color en los LFA y se 

conjugan con la macromolécula del detector y el 

detector de macromolécula es un anticuerpo u 

oligonucleótido.

� Al aplicar la muestra, las fuerzas capilares 

transfieren el líquido de la muestra a la almohadilla 

absorbente a través de la almohadilla de liberación 

del conjugado y la membrana de nitrocelulosa. La 

migración lateral del líquido de muestra a la 

membrana de nitrocelulosa desplaza los conju-

gados hacia las "moléculas de captura" en las 

líneas de control y prueba. Las moléculas de 

captura son especies inmovilizadas en la membra-

na de nitrocelulosa y están diseñadas para acoplar-

se a conjugados ante la presencia del target. 

� Las moléculas de captura en las líneas de 

control están diseñadas para formar una intera-

cción estable con los conjugados y formar una 

línea roja sin tener en cuenta la presencia o 

ausencia del target.

 Finalmente, el exceso de conjugado y 

muestra de líquido son llevados a la almohadilla 

absorbente por fuerzas capilares, figura Nº 9  (30).

 Figura Nº8: Esquema de CRISPR para la 

detección de SARS-CoV-2. El ARN del SARS-CoV-2 

se extrae primero de las muestras de pacientes. El 

ARN purificado luego se transcribe inversamente 

a ADNc y se amplifica a través de técnicas isotérmi-

cas, por ejemplo, RT-RPA o RT-LAMP. Los ampli-

cones de ADNc se agregan directamente al siste-

ma CRISPR-Cas12 o se transcriben primero a 

ssRNA y luego se agregan al sistema CRISPR-

Cas13. Cas12 es activado por dsDNA con una 

secuencia que señala para el corte del ssADN de la 

sonda marcada. Cas13 reconoce secuencias de 

ARN que contiene secuencias  que señala el corte 

de sonda de RNA marcadas. El corte de la sonda 

separa el fluoróforo del quencher y permite su 

cuantificación. En un ensayo de fluorescencia, la 

escisión de la sonda marcada en forma doble, 

genera fluorescencia. En un ensayo de flujo lateral 

(LFA), conduce a la aparición de una línea en la 

zona del test.

 Figura Nº9: Ensayo de flujo lateral. 

� En resumen, por ejemplo, los pasos en un 

test rápido, sería una combinación de distintas 

técnicas como las que mostramos en la figura Nº 

10.

 Figura Nº10: Diagrama de flujo de los 

pasos involucrados en un test rápido. 

�

>>
>>

>>
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 CONCLUSIÓN

� Como lo discutimos en esta revisión exis-

ten métodos de amplificación que son competi-

tivos con la PCR y que se benefician de la simplifi-

cación proporcionada por el enfoque isotérmico 

(31). Los métodos isotérmicos son particular-

mente adecuados para el desarrollo de una nueva 

generación de dispositivos de diagnóstico para 

aplicaciones de medicina de precisión, como 

también en entornos con recursos limitados. Se 

observa un gran potencial con el desarrollo de 

técnicas y dispositivos aplicados a nuevos test de 

diagnósticos de uso en laboratorios de bioquímica.
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Autoanticuerpos anti ZnT8 en pacientes 
con Diabetes Mellitus

 La presencia de autoanticuerpos en pacientes adultos define un subtipo de 

diabetes denominada diabetes autoinmune latente del adulto (LADA) lo que significó 

el advenimiento de nuevos conceptos fisiopatológicos y clínicos. La determinación de 

anticuerpos anti ZnT8 puede ser considerado como un marcador adicional que aumenta 

la sensibilidad de detección de autoinmunidad en pacientes con DM1.
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� INTRODUCCIÓN

� La autoinmunidad frente a la célula beta 
pancreática es característica de la DM1 y diversos 
autoanticuerpos se utilizan como marcadores para 
el diagnóstico: IAA (anti-insulina), GAD (anti-
descarboxilasa del ácido glutámico) e IA-2 (anti-
tirosina fosfatasa IA2). El transportador de Zinc 8 
(ZnT8), ha sido identificado recientemente como 
uno de los blancos de la autoinmunidad en este 
tipo de diabetes.

El transportador de Zinc

� La isoforma 8 del ZnT8 es específico de las 
células pancreáticas, es una proteína de 369 
aminoácidos codificada por el gen SLC30A8 
localizado en el cromosoma 8 en la posición q24.11. 
Presenta seis dominios de transmembrana y un 
dominio rico en histidina entre la cuarta y la quinta 
hélice (es uno de los sitios conocidos a los que se 
une la molécula de zinc).

� Su sobreexpresión en cultivos de islotes 
de células conduce a la secreción de insulina. 
Luego se ha demostrado la presencia de anti-
cuerpos anti-ZnT8 en el 60-80% de los pacientes 
con diabetes mellitus tipo I (DM1) de reciente 
diagnóstico, y los estudios preliminares parecen 
indicar que son buenos predictores de la enferme-
dad.(1,2)�
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 El ZnT8 participa en el transporte de Zn++ 
desde el citoplasma hacia el interior del gránulo de 
secreción de insulina. La presencia del catión es 
esencial para el almacenamiento de la insulina, y 
para la secreción de la hormona frente al estímulo 
de glucosa.(3,4)

� La insulina se sintetiza en el retículo endo-
plasmico de las células betas de los islotes pan-
creáticos como una preprosinsulina, con la cadena 
A, el péptido de conexión, la cadena B y un péptido 
señal, el cual va ser hidrolizado, transformándose 
la molécula en la proinsulina luego de un cambio 
conformacional en donde se forman los tres puen-
tes disulfuros que van a mantener unidas las 
cadenas A y B. La proinsulina luego de pasar por el 
aparato de Golgi, ingresa al gránulo de secreción 
de insulina, allí 6 moléculas de proinsulina se unen 
con dos iones Zinc, para formar el hexámero de 
proinsulina.

� Esta proinsulina hexamérica se convierte 
en el hexámero de insulina por escisión del péptido 
C por la acción de enzimas proteolíticas, conocidas 
como PC1/3 (prohormona convertasa 1/3), PC2 
(prohormona convertasa 2) y CPE (Exoproteasa 
Carboxipentidasa E).(5)

� En relación con los epítopes reconocidos 
por los anticuerpos anti-ZnT8, se ha descripto que 
el 80% de los sueros de pacientes con DM tipo 1 y 
anti-ZnT8 positivos reconocen el domino C-termi-
nal de ZnT8 (residuos 268-369) resultando muy 
poco frecuente la presencia de anticuerpos que 
reconozcan al fragmento N-terminal (residuos 1-
74).

 El polimorfismo genético en la población 
humana en el codón del aminoácido 325 lleva a la 
expresión de tres variantes proteicas: Arginina (R) 
325, triptófano (W) 325 y muy raramente gluta-
mina (R) 325.(6)

� La ausencia experimentalmente provo-
cada del ZnT8 en ratones knock out produce dis-
minución de las concentraciones del catión en la 
célula β, generando gránulos de almacenamiento 
atípicos, vacíos e inmaduros y un aumento de la 
relación plasmática proinsulina/insulina. En efecto, 
el ZnT8 es la principal herramienta con la que 
cuenta la célula β pancreática para proveer el zinc 

destinado al procesamiento, maduración y alma-
cenamiento de la insulina, y en consecuencia, 
presenta un rol activo en la regulación de la 
homeostasis  de  la  glucosa.(7)

� En contraste con otros anticuerpos, los 
anti-ZnT8 no parecen estar asociados con el antí-
geno leucocitario humano (HLA) de clase II y por lo 
tanto, podrían ser de especial valor en las personas 
con bajo riesgo genético en aquellos donde el 
perfil de otros autoanticuerpos es negativo .(8)

Diagrama esquemático de ZnT8 que muestra los 
seis dominios transmembrana que forman el poro 
de la membrana.(9)

Autoinmunidad en los distintos tipos de Diabetes 
Mellitus

� La diabetes mellitus (DM) comprende una 
serie de enfermedades metabólicas caracteri-
zadas por hiperglucemia como consecuencia de 
defectos en la secreción y/o acción de la insulina; 
cuando no es tratada puede derivar en complica-
ciones a largo plazo, disfunción y falla de dife-
rentes órganos, especialmente ojos, riñones, ner-
vios, corazón y vasos sanguíneos.

� La DM y sus complicaciones constituyen 
la tercera causa de muerte en los países industriali-
zados, después de las enfermedades cardio-
vasculares y el cáncer. Alrededor del 5-6% de la 
población mundial padece alguna de las formas de 
esta enfermedad, la cual muestra una tendencia de 
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continuo crecimiento.

 Se distinguen dos tipos principales de la 
enfermedad: la DM tipo 1 y la DM tipo 2 , aunque 
existen otras categorías, entre ellas, la diabetes 
autoinmune latente del adulto (LADA) para identi-
ficar a un subgrupo de pacientes adultos que 
sufren un proceso autoinmune e inicialmente no 
requieren insulina (10-11).Se ha propuesto reem-
plazar el nombre de LADA por el de diabetes 
autoinmune, ya que este proceso inmune puede 
ocurrir en todas las edades, poblaciones, feno-
tipos, con diferentes cargas genéticas etc. 

� La principal causa de la DM tipo 2 es una 
resistencia de los tejidos periféricos a la acción de 
la insulina, asociada a un grado variable de disfun-
ción secretoria. Ambas causas, a su vez, se correla-
cionan con la presencia de determinantes gené-
ticos y factores ambientales, de ahí que la DM tipo 
2 haya sido definida como una enfermedad poligé-
nica y multifactorial.

� La diabetes tipo 1 , en cambio , es una en-
fermedad autoinmune mediada por una combi-
nación de factores genéticos ( principalmente a 
través del sistema HLA ) y desencadenantes 
ambientales (probablemente relacionado con 
virus, tóxicos, eventos gestacionales, factores 
dietéticos: déficit de vitamina A y D o sobrepeso en 
adolescentes), resultando en la infiltración linfo-
cítica de los islotes pancreáticos,  desarrollo de 
autoinmunidad humoral, con aparición de auto-

anticuerpos, destrucción de las células beta y 
dependencia de insulina exógena de por vida .(12)

� En la patogénesis de la Diabetes tipo 1 
(DM1) se puede diferenciar tres fases importan-
tes: la fase I, caracterizada por la presencia de 
infiltrados mononucleares en los islotes pancreáti-
cos; la Fase II denominada comunmente pre-
diabetes, en donde se observa la presencia de 
diversos anticuerpos dirigidos contra las células 
del islote pancreático y que son detectables en 
alrededor del 70 al 90% de los pacientes en el 
momento del diagnóstico y que corresponde a las 
primeras señales del comienzo del proceso autoin-
mune, cuando la masa de células betas cae al 50%, y 
lo único que se observa es una intolerancia a la 
glucosa o una glucosa alterada en ayunas.

� Y  la Fase III, en donde se activan una serie 
de células y moléculas que son las encargadas del 
proceso autoinmune final y que controlan el meca-
nismo que produce la injuria de la célula beta pan-
creática, es cuando la masa de células betas dismi-
nuye al 10%,  y tenemos el comienzo clínico de la 
enfermedad (DM tipo 1).

� El inicio del proceso autoinmune está mar-
cado por la presentación de un péptido diabeto-
génico al sistema inmune el cual puede tener 
diversos orígenes y de los cuales se pueden men-
cionar algunos antígenos virales, antígenos dieta-
rios o la propia presentación de autoantígenos. 
Este fenómeno produce una respuesta inmu-
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nológica que en su fase activa genera una pérdida 
general en la tolerancia hacia el péptido diabeto-
génico.(13)

� En definitiva la diabetes autoinmune re-
sulta de una pérdida progresiva de células del 
islote pancreático, en donde los linfocitos T ad-
quieren fundamental protagonismo. Es una enfer-
medad tejido-específica, en la cual la autoinmu-
nidad se limita a una serie de moléculas expresadas 
en las células β pancreáticas. La identificación de 
esas moléculas, blanco del sistema inmune, pro-
porciona información relevante acerca del meca-
nismo patogénico y abre el panorama para el desa-
rrollo de futuros agentes terapéuticos.

Utilidad de la determinación de los distintos auto-
anticuerpos

� Los antígenos reconocidos por estos anti-
cuerpos incluyen: ICA (islet cell antibodies), GAD 
(ácido glutámico descarboxilasa), IA-2 (proteína 
tirosina fosfatasa), e insulina (IAA) .La incorpo-
ración de ZnT8A, en combinación con los marca-
dores clásicos, incrementa la sensibilidad diagnós-
tica de autoinmunidad de un 84% a un 93%, ratifi-
cando que ZnT8A constituye un marcador humoral 
adicional a la tríada ya existente. Además, a dife-
rencia de lo que ocurre con GAD e IA-2, ZnT8 es un 
antígeno específico de célula beta por lo que la 
detección de ZnT8A pone en evidencia un daño 
específico de dichas células.(14)

� Cabe destacar que es de sumo interés la 
inclusión de la determinación de ZnT8A en pacien-
tes con comienzo dudoso de DM tipo 1 ya que 
permite disminuir el porcentaje de DM tipo 1B o 
idiopática. Asimismo, la inclusión de este marcador 
en individuos de riesgo (familiares en primer grado 
de pacientes con DM tipo 1) es esencial, en los 
ensayos terapéuticos de predi-cción y prevención 
de la DM tipo 1.(15)

� En la actualidad se sabe que alrededor del 
90% de los pacientes con diagnóstico reciente de 
DM1 poseen autoanticuerpos positivos para al 
menos uno de los cuatro antígenos antes mencio-
nados. A pesar de que existe variabilidad en el 
patrón de la inmunidad, los anti-IAA son más 
frecuentes en niños pequeños, en cambio los auto-
anticuerpos para IA-2 a menudo disminuyen 

después del diagnóstico y los anti-GAD tienden a 
persistir mayormente en el tiempo.(16)

� Se ha debatido si la presencia de autoanti-
cuerpos en pacientes adultos define un subtipo de 
diabetes, que a comienzos de la década de 1990, 
Tuomi y Zimmet denominaron diabetes autoin-
mune latente del adulto (LADA, sus siglas en 
inglés) y que significó el advenimiento de nuevos 
conceptos fisiopatológicos, clínicos y terapéu-
ticos.

� Los resultados de los estudios en general 
han demostrado que los pacientes diabéticos 
adultos con autoinmunidad positiva: 1) son más 
jóvenes que los diabéticos tipo 2 (DM2) con auto-
anticuerpos negativos; 2) presentan un menor 
índice de masa corporal; 3) tienen un deterioro 
más rápido de la masa ß celular; 4) mayor presencia 
de otras enfermedades autoinmunes especial-
mente hipotiroidismo; 5) más elevada prevalencia 
de complicaciones microangiopáticas.

� El tipo y el título de autoanticuerpos tam-
bién se vincularían con las características de la 
enfermedad, ya que la presencia de más de un 
autoanticuerpo o el alto título de alguno de ellos se 
asocia a una situación clínica similar a la diabetes 
tipo 1 (DM1) mientras que la presencia de un sólo 
anticuerpo y títulos bajos cercanos al punto de 
corte se relacionan a una situación clínica similar a 
la DM2.

� La interpretación de la autoinmunidad en 
pacientes diabéticos adultos mayores es compleja 
y la evolución de la DM luego del diagnóstico 
puede ayudar a identificar grupos cuya presenta-
ción fisiopatológica y clínica es diferente.

� Para identificar a pacientes referidos 
potencialmente como LADA se han propuesto 
tres criterios diagnósticos: - Edad mayor a 30 años 
al momento del diagnóstico. 

- Positividad para al menos un autoanticuerpo de 
los encontrados en la DM1 (ICA, GADA, IA-2A, 
IAA). 
- Ausencia de insulinoterapia durante al menos los 
primeros 6 meses desde el debut de la enferme-
dad.(17)
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� La determinación del anticuerpo contra 
ZnT8 realizada en gran cantidad de estudios ha 
demostrado que su frecuencia es alta en pacientes 
con DM1 y que este puede ser considerado como 
un marcador adicional para utilizarse en la pes-
quisa y progresión de la enfermedad. La deter-
minación de anticuerpos anti- ZnT8 junto con otros 
marcadores clásicos como GAD e IA-2 debiera 
aumentar la sensibilidad de detección de autoin-
munidad en la DM1.(18)

� En nuestro país, Ridner et al.(19), estudia-
ron una posible subpoblación de pacientes diabéti-
cos con características fisiopatológicas y clínicas 
particulares, y concluyeron que la presencia de 
autoanticuerpos en la población adulta mayor con 
diabetes de inicio posterior a los 65 años no obesa 
parece ser sustancialmente superior a la esperada. 
No solamente existe, sino que tiene una prevalen-
cia alta. Por primera vez se incluye la determina-
ción de cuatro anticuerpos, especialmente ZnT8. 
El autoanticuerpo más frecuentemente hallado 
fue el PAA, seguido del GADA y luego el ZnT8. El 
IA2A parece ser un marcador de menor utilidad. La 
utilización de los cuatro anticuerpos aumentó 
considerablemente el diagnóstico de autoinmuni-
dad.

� Por su parte, Faccinetti et al.(14), emple-
ando un ensayo de radioligando determinaron la 
prevalencia de ZnT8A, calculada como el porcen-
taje de pacientes diabéticos detectados como 
positivos, en forma conjunta con la de los otros 
marcadores de autoinmunidad. De los 100 paci-
entes estudiados el 22% fue IAA/PAA+, el 58% 
GADA+, el 53% IA-2A+ y el 65% fue ZnT8A+ para al 
menos alguna de las variantes antigénicas emplea-
das (fig. 1A). Asimismo se analizó la sensibilidad 
combinada de los 4 marcadores (fig. 1B). Es de 
destacar que 9 pacientes con DM tipo 1 fueron 
positivos solo para ZnT8A y que la inclusión de 
dicho marcador disminuyó el porcentaje de pacie-
ntes que dieron negativo para los 4 autoanti-
cuerpos a solo un 7%, reduciendo el número de 
casos de DM tipo 1B o idiopática.

� Figura 1 – A) Histograma de prevalencias 
relativas para los marcadores IAA/PAA, GADA, IA-
2A y ZnT8A empleando los respectivos RBA en 100 
muestras de pacientes argentinos con DM tipo 1. 
B) Sensibilidad conjunta de los marcadores. Las 

regiones de intersección indican el porcentaje de 
pacientes positivos para las diferentes combina-
ciones de autoanticuerpos. (14)

� Cabe destacar que la determinación de 
anti-ZnT8 permite aumentar la estrategia de com-
binaciones para identificar subtipos de diabetes. 
Lampasona et al.(20), encontraron un 18,6% de 
anti-ZnT8 en pacientes de tipo LADA y un 1,7% en 
pacientes con DM2. Es por esta razón que los 
autores sugieren que los anticuerpos contra ZnT8 
podrían ser marcadores útiles de autoinmunidad 
para distinguir subgrupos de pacientes con DM2 y 
diabetes LADA que anteriormente eran negativos 
para otros marcadores.

� El fenómeno de autoinmunidad que cara-
cteriza a la mayoría de los casos nuevos con DM1 
ha encontrado una fuerte evidencia en una recien-
te publicación de Dang et al.(21), donde, además 
de la alta frecuencia descrita del anti-cuerpo anti-
ZnT8 en DM1, se describe la asociación de este 
transportador con el proceso autoinmune media-
do por células T.

>>
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� CONCLUSIÓN

� Todos los estudios demuestran que la de-
terminación de este autoanticuerpo mejora la 
predicción de la enfermedad, proporcionando 
evidencia de autoinmunidad y estableciendo una 
medida más sensible de este fenómeno cuando se 
combina con otros autoanticuerpos como anti-
GAD y anti-IA-2 .
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Aspectos bioquímicos y factores de riesgo asociados 
con el cáncer cervicouterino

 El cáncer de cuello uterino se encuentra dentro de las principales causas de 

muerte en la mujer. Se ha demostrado, que el principal factor de riesgo es la infección 

por el virus del papiloma humano. La lenta evolución de la enfermedad, la 

accesibilidad del cérvix para su estudio y conocer los aspectos bioquímicos en su 

génesis podría contribuir a la búsqueda de métodos de detección y tratamiento más 

eficaces. 
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� RESUMEN

� El cáncer de cuello uterino se encuentra 

dentro de las principales causas de muerte en la 

mujer, por lo que representa un serio problema de 

salud. Se ha demostrado, mediante estudio 

epidemiológico que su principal factor de riesgo es 

la infección por el virus del papiloma humano. 

� Existen otros factores del propio huésped 

que lo predisponen al desarrollo del cáncer de 

cérvix. La lenta evolución de la enfermedad y la 

accesibilidad del cérvix para su estudio, permiten 

tener tiempo y herramientas para detectar y 
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erradicar la enfermedad. Conocer los aspectos 

bioquímicos en su génesis podría contribuir a la 

búsqueda de métodos de detección y tratamiento 

más eficaces en las lesiones malignas de cuello 

uterino. Se realizó una revisión bibliográfica con el 

objetivo de describir un panorama general sobre 

los aspectos bioquímicos y los factores de riesgo 

asociados con este tipo de cáncer. Fueron con-

sultadas las bases de datos científicas: Pubmed, 

Biomed Central, Medline, Scielo y Google Aca-

démico.

Palabras clave: cáncer de cuello uterino, virus del 

papiloma humano, causas de muerte, mujer.

� INTRODUCCIÓN

� El cáncer de cérvix es una alteración 

celular que se origina en el epitelio del cuello del 

útero y se manifiesta inicialmente a través de 

lesiones precursoras, de lenta y progresiva evolu-

ción, que suceden en etapas de displasia leve, 

moderada y severa, que evolucionan a cáncer, in 

situ, en grado variable cuando esta se circunscribe 

a la lesión epitelial y luego a cáncer invasor cuando 

el compromiso traspasa a la membrana basal (1).

� El cáncer representa un gran reto para la 

sociedad contemporánea; el de cuello uterino 

constituye la segunda causa de muerte en la mujer 

a nivel mundial. Es una enfermedad que ha 

provocado gran impacto en todas las esferas 

sociales ha contribuido a las altas tasas de morbili-

dad y mortalidad en el mundo entero. La Organiza-

ción Mundial de la Salud (OMS) calcula que cada 

año se diagnostican 500 000 nuevos casos de 

cáncer cervicouterino (CCU) y mueren más de 550 

000 mujeres, y que de estas, el 80% proceden de 

países subdesarrollados (2-4).

 Se conoce que previo a la aparición del 
cáncer, existe un período de algunos años en que 
se producen cambios celulares que llevan a la 
aparición de displasias epiteliales, que de ser 
detectadas y tratadas a tiempo, evitarían lamentar 
lesiones de mayor gravedad (5).

� Las neoplasias malignas de aparato repro-

ductor se incluyen dentro de las 10 primeras causas 

de cáncer en la mujer. Las neoplasias de cérvix 

constituyen el 21,4 % del total de las neoplasias 

malignas y el 85 % entre las ginecológicas. En los 

países latinoamericanos, más de 30 000 mujeres 

mueren anualmente por cáncer de cérvix. Los 

registros de cáncer obtenidos por la Organización 

Panamericana de la Salud (OPS) muestran que hay 

una incidencia relativamente alta en Brasil, Para-

guay y Perú; tasas inferiores muestran Cuba y 

Puerto Rico, no así Canadá, que a escala mundial 

presenta la tasa de mortalidad más baja por esta 

enfermedad (3,6,7).

� En Cuba, el cáncer ocupa el segundo lugar 

entre las diez primeras causas de muerte, solo 

precedido por las enfermedades cardiovasculares, 

y es la primera causa de años de vida potenciales 

perdidos (AVPP) en el país. Las provincias de Pinar 

del Rio, Artemisa, Sancti Spíritus, Ciego de Ávila, 

Camagüey, Holguín, Las Tunas y la Isla de la 

Juventud, son territorios donde esa enfermedad se 

ha convertido en la primera causa de muerte. En el 

país, el cáncer de cuello ocupa el quinto lugar en 

incidencia entre las enfermedades malignas que 

afectan a las mujeres, con una tasa de 9,4 por cada 

100 000 habitantes (1, 2,8).

� Se ha observado con el transcurso de los 

años que el número de pacientes con CCU ha 

tenido una visible tendencia al aumento; en el año 

1985 se reportaron solo 780 casos, para el año 1990 

ascendió este número a 1 123, 1 386 en el año2000, 

hasta 1 645 en el 2009 y para el año 2015 llegaron a 1 

461 casos registrados, en los últimos dos año ha 

disminuido la incidencia discretamente en 1 060 y 

1024, en 2017 y 2018 respectivamente (8,9).

� En la provincia Cienfuegos del total de 

mujeres examinadas en el Programa de Detección 

Precoz del Cáncer Cervicouterino, se diagnosti-

caron 73casos en el 2012 y 15 casos en 2013, además 

fallecen por esta causa 15 mujeres para una tasa de 

7,6 por 100 000 habitantes del sexo femenino. No 

se han publicado datos más recientes en la provin-

cia. (10)

� Los autores de este trabajo consideran 

que los aspectos  bioquímicos y moleculares de los 

factores de riesgos constituyen un  elemento esen-

cial para lograr mayor entendimiento de la enfer-

medad, para contrarrestar las estadísticas letales 

>>>



de esta patología.

� Por ello, el fin de esta investigación es 

realizar una revisión bibliográfica que permita 

describir un panorama general de los conocimi-

entos actuales sobre las bases bioquímicas y los 

factores de riesgo de padecer cáncer cervicoute-

rino.

� DESARROLLO

� El cáncer se inicia cuando una célula 

escapa a los controles de división y muerte celular y 

comienza a proliferar descontroladamente. Todas 

las células de un organismo multicelular complejo 

están sometidas a un riguroso control que abarca 

tanto su potencial de proliferación y diferencia-

ción, como la muerte celular por senescencia o 

apoptosis. El triángulo que se establece entre los 

índices de proliferación, diferenciación y apoptosis 

constituye la base sobre la cual se asienta la 

homeostasia de órganos y tejidos (11)

� La proliferación y diferenciación celular 

son esenciales para la formación reparación y 

mantenimiento de la adecuada funcionalidad de 

todos los tejidos y órganos en el organismo. 

� Cuando un tejido en desarrollo alcanza 

cierto tamaño y organización, sus células dejan 

progresivamente de proliferar y se diferencian. El 

retorno al estado proliferativo se produce cuando 

el tejido debe regenerarse pero al diferenciarse, 

ciertas células pierden irreversiblemente, por 

tanto, la capacidad de división. Desequilibrios de 

este control conducen a trastornos de prolifera-

ción y junto a ciertas mutaciones convierten genes 

reguladores de proliferación y diferenciación en 

oncogenes desencadenantes de cáncer (11).
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� El cáncer es una enfermedad caracteri-

zada por el crecimiento anormal y diseminado de 

células, que al desarrollarse en forma incontrolada, 

avanzan entre los tejidos normales y los destruyen, 

alterándose así el funcionamiento del organismo. 

Se inicia casi siempre como una enfermedad locali-

zada.

� El carcinoma del cuello uterino es una de 

las principales causa de morbilidad y mortalidad en 

la mujer. Se reconocen dos tipos histológicos: el 

epidermoide o de células escamosas y el adenocar-

cinoma. El primero se origina en el epitelio plano 

estratificado que recubre el ectocérvix y el segun-

do en el epitelio cilíndrico que tapiza el canal 

endocervical. (3)

� El desarrollo del cáncer cervical, general-

mente, es muy lento y comienza como una afe-

cción precancerosa llamada displasia, que se pue-

de detectar por medio de un citodiagnóstico 

vaginal y es 100 % tratable; por esta razón, es tan 

importante que las mujeres se practiquen este 

estudio regularmente. La posibilidad de detecta-

ren forma temprana esta neoplasia hace factible 

reducir la mortalidad secundaria al padecimiento. 

Un trabajo preventivo es fundamental para su 

diagnóstico oportuno y tratamiento apropiado. 

(3,12)

� Las células cancerosas se distinguen de las 

normales por presentar una multiplicación incon-

trolada, a una velocidad mayor de lo habitual, que 

no responden a los mecanismos que controlan la 

multiplicación celular en el organismo. Tiene un 

comportamiento invasivo que no respeta los lími-

tes de los órganos, con un metabolismo muy acele-

rado, alto consumo de energía, que obtiene por vía 

anaerobia, se afecta el tamaño y forma de la célula. 

Presentan además modificaciones en los mecanis-

mos de reconocimiento intercelular. (13)

� La irrupción del virus del papiloma huma-

no (HPV) como ''factor necesario'' para la génesis 

del cáncer cervical a partir de lesiones preinva-

soras, presente en el 99,7 %, motivó un cambio en la 

concepción global de la enfermedad. Las constan-

tes investigaciones desplazaron la mirada futura 

de la problemática desde una visión morfológica 

hacia una concepción molecular en pleno avance 

(14)

� Se ha asumido que otros factores actúan 

en conjunto con el VPH, influenciando el riesgo de 

transición de la infección VPH cervical a maligni-

dad. Estos factores son: comenzar las relaciones 

sexuales a una edad temprana, el embarazo precoz 

y la multiparidad, tener parejas sexuales múltiples 

o contacto sexual con alguien que ha tenido 

parejas sexuales múltiples; el empleo de anticonce-

ptivos orales por largos periodos, contraer el virus 

de inmunodeficiencia humana (VIH), que debilita el 

sistema inmunológico de la mujer y la hace más 

vulnerable a la infección por el PVH. (7,12)

� Se han señalado además entre otros facto-

res predisponentes, poseer antecedentes familia-

res de primera línea de cáncer cervicouterino, el 

hábito de fumar y el bajo estado socioeconómico; 

las tasas de mortalidad e incidencia son más 

elevadas entre mujeres pobres, ya que ellas no 

tienen acceso a los servicios de diagnóstico y trata-

miento (7,15-17)

Aspectos bioquímicos relacionados con la apari-

ción del cáncer cervicouterino

� Los componentes celulares guardan un 

equilibrio desde el nacimiento de la célula pasando 

por su etapa de alta actividad metabólica hasta su 

muerte, una única mutación no es suficiente para 

transformar una célula sana en cancerosa, deben 

confluir varias mutaciones poco frecuentes. La 

morfología nuclear es un dato importante en el que 

se basan los anatomopatólogos para diagnosticar 

un cáncer y se correlaciona con la desestabilización 

de los cariotipos en las células cancerosas cuando 

se cultivan. Estos cariotipos inestables muestran 

genes que se amplifican o seleccionan y cromo-

somas que son altamente susceptibles a la pérdida, 

duplicación o translocación (18)

� El cáncer de cuello uterino aparece en la 

zona detransición epitelial, la cual  consta de 

células troncales (células madre) desde donde se 

originan la mayor parte de los cánceres. De manera 

que algunas células madre sufren la transforma-

ción y se convierten en displasia o adenoma pro-

ducto de la infección por VPH, luego otras altera-

ciones genéticas condicionan que la expresión del 
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genoma viral (si se integran o no E6 y E7 en forma 

permanente) origine el carcinoma, in situ, y otros 

cambios genéticos permitirán que la célula destru-

ya la lámina basal entre al estroma en lo que se 

conoce como transición epitelio-mesénquima.

� Debido a que los dos genes participan de 

manera importante en el control del ciclo celular, 

estos eventos favorecen el crecimiento descon-

trolado de las células como la transición maligna en 

el cáncer cervicouterino. Después de los cambios 

previos se inicia el proceso de extravasación (atra-

vesar vasos linfáticos o sanguíneos) por donde las 

células se diseminarán para dar origen a las 

metástasis. (19)

� Dentro de los aspectos bioquímicos en la 

génesis del cáncer tienen un papel decisivo los 

genes supresores de tumores y oncogenes, debido 

a su efecto regulador del ciclo celular. Un ejemplo 

de ellos ocurre en las mutaciones en los genes 

BCRA1 y BCRA2 que incrementan el riesgo de 

cáncer de mama entre el 60 y el 80 % y para el cáncer 

de ovario entre el 10 y el 40 % respectivamente (20).

� Existen otros oncogenes que se relacio-

nan con la aparición de tumores, tal es el caso de 

gen del receptor del factor de crecimiento epidér-

mico (EGFR), este es el primer receptor transmem-

branal de tirosina quinasa que se vincula directa-

mente con el cáncer en seres humanos. 

� A pesar de estudiarse el efecto de estos 

genes en el ciclo celular, no existían claras eviden-

cias de su papel en el metabolismo de la célula 

tumoral. Los cambios metabólicos se veían como 

una simple respuesta a las necesidades energéticas 

de las células en proliferación, desestimando el 

papel de los oncogenes y proto-oncogenes en la 

reprogramación metabólica. En la actualidad 

existen evidencias que sustentan el concepto de 

que la reprogramación metabólica en el cáncer se 

debe, primariamente a mutaciones de supresores 

de tumores y proto-oncogenes. (20)

� El metabolismo proliferativo es altamente 

dependiente del reprogramado de la mitocondria 

para servir como organelo biosintético en lugar de 

cumplir con su papel degradativo y es imprescin-

dible para la carcinogénesis. (21)

� Una idea relacionada con el papel de los 

proto-oncogenes y genes supresores de tumor en 

el metabolismo, es la posibilidad de que estos 

surgieron en la evolución como componentes de 

los  mecanismos de regulación metabólica. 

Consistente con esta hipótesis, la activación del 

p53 como gen supresor de tumor, es crítica para la 

supervivencia de la célula y el balance entre 

glucólisis y respiración aeróbica. En tumores, la 

pérdida de p53 puede incrementar la síntesis 

anabólica a partir de intermediarios de la vía 

glucolítica, siendo crítico en el reprogramado 

metabólico de células cancerosas. El tratamiento 

con la droga antidiabética metformina, un supre-

sor de complejo 1 de la cadena de transporte del 

electrón en la mitocondria, es especialmente 

tóxico para células tumorales con pérdida de p53 

(20).

� Las mutaciones en proto-oncogenes 

pueden ser criterios para la selección de pobla-

ciones con tumores sujetos a estrés metabólico. 

Los clones de células con expresión de HIF1-α 

mostraron aumento de la actividad del transpor-

tador de glucosa, y aumento de la glucólisis y la 

actividad de la enzima lactato deshidrogenasa. El 

aumento de la glucólisis es mediado por Ras y no 

por defectos en la mitocondria.

� El papel del Ras en la tumorogénesis y en la 

reprogramación del metabolismo mitocondrial 

escomprobada, in vivo. La expresión de isoformas 

de enzimas que garantizan el metabolismo 

anabólico en células tumorales, pueden ser conse-

cuencia de oncogenes y genes supresores (22)

� Los oncogenes ligados al Ras inducen la 

expresión de isoformas de enzimas que sustentan 

las alteraciones metabólicas en las células tumo-

rales. Tal es el caso de la isoforma M2 de la piruvato 

kinasa (PKM2) la cual tiene menor actividad que la 

isoformas M1 expresada en las células diferen-

ciadas. Esta enzima cataliza la conversión del fosfo-

enolpirúvico en piruvato. La isoforma M2 provoca 

una acumulación de los metabolitos corriente 

arriba en la ruta metabólica, que pueden ser 

derivados a otros procesos biosintéticos (20)

� La activación de rutas de señales vincula-

das a oncogenes contribuye al reprogramado 
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metabólico. La activación de las vías de trans-

ducción de señales del PI3K/AKT es quizás la 

alteración más común en cánceres humanos 

espontáneos. Cuando se activa PI3K/AKT se eleva 

la tasa de utilización de la glucosa y se activa la vía 

glucolítica. Este efecto está justificado por el 

aumento en la expresión del transportador de glu-

cosa, la activación además de la glucólisis através 

de la sobreexpresión de la hexoquinasa, con lo que 

aumenta la capacidad de convertir la glucosa en 

glucosa 6 fosfatos y de esta manera queda 

atrapada en el interior celular. 

� Adicionalmente la señalización de AKT 

induce la expresión de fosfofructoquinasa II en 

lugar de la fosfofrutoquinasa I, lo cual induce un 

aumento de la vía glucolítica (20).

� Con el desarrollo de herramientas mole-

culares se ha logrado una mejor comprensión de 

las bases moleculares del cáncer. En general se 

presenta por la producción de defectos en genes 

específicos, que llevan a una proliferación celular 

incontrolada. Las alteraciones genéticas que 

juegan un papel importante son las involucradas en 

ganancia y pérdida de función de proteínas que 

regulan el ciclo de proliferación celular (23).

Los autores coinciden con lo descrito por �

Cardellá  donde deja claro que, la transformación  

de la primera célula a otra anormal, es el evento 

desencadenante del resto de la historia natural del 

cáncer. Esta célula anormal al multiplicarse man-

tiene su naturaleza anormal en su descendencia. 

(13)

� La integridad de la molécula de ADN es la 

principal señal reguladora de la progresión del ciclo 

celular. El conocimiento del ciclo celular tiene im-

portancia en la práctica médica por su vinculación 
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con la génesis del cáncer. (24)

� Las nuevas mutaciones en las células 

iniciadas y promovidas conducen a que proliferen 

de modo autónomo, sin la necesidad del concurso 

de agentes promotores, luego pasa a la fase 

decrecimiento incontrolado. La capacidad de inva-

sión de un tumor está vinculada a cambios adicio-

nales en el comportamiento celular. Se ha compro-

bado que los tumores cancerosos suelen producir 

factores angiogénicos, como el factor básico de 

crecimiento de fibroblastos, los cuales a su vez, 

estimulan el desarrollo de los vasos sanguíneos 

que nutren la masa tumoral.

� Adicionalmente las células cancerosas 

producen colagenasa y otras proteasas que 

degradan las membranas basales, lo cual posibilita 

la invasión a los tejidos. Los cambios inmuno-

lógicos posibilitan que las células cancerosas del 

tumor original y de la metástasis escapen a la 

vigilancia del sistema inmunológico (13).

Mecanismo oncogénicos del virus papiloma hu-

mano (VPH)

� El papiloma humano es un virus ADN de 

aproximadamente 8,000 pares de bases. El mapa 

genómico del VPH tipo 16 (el más relevante en su 

potencial oncogénico) se destaca por tener una 

región temprana (E), una región tardía (L), en 

dependencia del momento en que se expresan 

durante el ciclo de vida viral, una región de control 

largo (LCR) y 8 regiones de lectura abierta (ORF). 

El gen L1 de la región tardía,  codifica  proteínas  

estructurales de la cápside similares en todos los 

tipos de VPH. Los genes E6 y E7 de la región 

temprana codifican proteínas  importantes para la 

transformación neoplásica de la célula epitelial 

humana infectada.(25)

� El origen del cáncer cervicouterino se 

relaciona con la infección del virus del papiloma 

humano de alto riesgo (tipos 16 y 18). Una vez que 

logra penetrar a la célula huésped inicia la expre-

sión de sus genes. Las moléculas críticas en la 

replicación viral son E6 y E7 (oncogenes virales), las 

cuales inactivan funcionalmente los productos de 

dos genes supresores de tumores muy impor-

tantes, el gen p53 y Rb, respectivamente. Ambos 

oncogenes inducen la proliferación, inmorta-

lización y transformación maligna de las(26)células 

infectadas.

Detección de la proteína E6.

� Las proteínas E6 y E7 actúan como marca-

dores proteicos de este proceso, los cuales pueden 

ser detectados por medio de anticuerpos fluores-

centes mientras están unidas a sus respectivas  

proteínas.

Transformación maligna por VPH.

� La esencia del proceso oncogénico, desde 

el punto de vista molecular, es que las proteínas E6 

y E7 se logran unir a dos proteínas supresoras de 

tumor del organismo humano. La proteína E6 se 

una a la proteína p53 que es una proteína celular 

supresora de tumores, induciendo el desarrollo tu-

moral y la destruye, y la E7 se une a p105Rb, 

proteína del retinoblastoma y supresora de tumo-

res, y la neutraliza e impide que ejerza su efecto, 

alterando adicionalmente el control del ciclo celu-

lar normal.(19)

� El evento crucial en el proceso oncogénico 

ocurre cuando el genoma viral se integra al geno-

ma del huésped. En este proceso de integración se 

produce una alteración del gen E2 que a su vez 

modula los dos genes virales asociados a carcino-

génesis: el E6 y E7, los cuales se expresarían en 

forma desregulada (25).

� Las proteínas E6 y E7 se expresan conti-

nuamente en los cánceres asociados a VPH, y pose-

en gran capacidad de promover la inestabilidad 

genética a través de la inducción de la proliferación 

celular, disrupción del control del ciclo normal e 

inhibición de la apoptosis (25)

� Normalmente la proteína p53 activada es 

requerida para detener el ciclo celular en la faseG1 

como resultado de la estimulación directa a 

p21cip1. Una ausencia o inhibición de esta propie-

dad conduce a inestabilidad genómica. Alternativa-

mente, cuando los daños en el ADN son más 

severos o cuando hay una gran replicación viral, 

p53 puede activar la vía apoptótica (27).
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� La génesis del cáncer cervicouterino y el 

papel de los protooncogenes, tienen acción anta-

gónica sobre la proteína p53, de manera tal que 

impiden la reparación del DNA y constribuyen a la 

aparición de los oncogenes. Las células  que 

contienen al virus integrado, adquieren ventajas de 

crecimiento sobre las que contienen episomas 

virales, lo cual provoca la expansión clonal de estas 

células. Estas células tienen inestabilidad genómica 

lo que conduce a la progresión de la maligniza-

ción.(28)

� Este virus no produce viremia, por lo que 

pasa inadvertido por el sistema inmune. Además, al 

igual que todos los ADN virus, tiene mecanismos 

para inhibir la síntesis de interferón por la célula 

huésped. Estas estrategias virales generan infe-

cciones crónicas por largos periodos de tiempo sin 

que el huésped se entere (26)

� Más de 100 genotipos de este virus han 

sido descritos hasta la fecha y se han identificado 

aproximadamente 40 tipos de VPH que pueden 

infectar la mucosa genital. De estos, solo 15 poseen 

potencial oncogénico, constituyéndose en un co-

factor necesario para el desarrollo delesiones neo-

plásicas intraepiteliales (NIE) pre-cancerosas y 

cáncer de cuello uterino (25).

� Si junto con los datos anteriores, se estu-

dia la epidemiología de las infecciones por VPH, 

esposible observar algunas condiciones particula-

res. Se aprecia entonces que en mujeres sanas 

menores de 20 años las infecciones genitales por 

VPH son extraordinariamente frecuentes en una 

proporción del 25 a 30 %, las cuales se resolverán en 

un periodo de seis meses; en aquellas mujeres 

entre 20 a 24 años, las infecciones disminuyen a 

alrededor de 18 %; entre los 25 a 49 años disminuyen 

aún más, pero nunca hasta el valor nulo. No obsta-

nte, a partir de los 50 años, vuelven a aumentar las 

infecciones, lo que coincide con la menopausia y 

con los cambios hormonales, cuya explicación 

reside en que los VPH tienen dentro de su genoma 

una secuencia que no codifica para proteínas vira-

les, pero sí es una secuencia blanco para recep-

tores de estrógeno, por lo tanto, el estrógeno con-

diciona la infección viral y, sumado al rol que tiene 

la inmunidad en el tracto genital, aparece una 

reactivación de infecciones en el periodo de la post 

menopausia (19)

� Se considera que las fumadoras tienen 

doble riesgo de lesión intraepitelial con respecto a 

las no fumadoras. Experimentalmente se ha de-

mostrado la presencia de nicotina, cotinina y otros 

mutágenos derivados del tabaco, en mujeres fuma-

doras con lesión intraepitelial. Además, es bien 

conocido el daño molecular del ácido desoxirribo-

nucleico (ADN) del tejido cervicouterino en muje-

res que fuman. El tabaco induce un efecto inmuno-

supresor local. Diferentes estudios sugieren un 

efecto carcinogénico directo, aunque no es posible 

separar el hecho de las conductas de riesgo para 

adquirir VPH que se asumen con más frecuencia 

entre las mujeres fumadoras. Otro mecanismo 

atribuido a este factor es la inducción indirecta de 

inmunosupresión y la reducción de antioxidantes 

provenientes de la dieta (29,30)

� Mujeres portadoras del ADN del VPH, con 

7 o más embarazos a término, tienen un riesgo de 

padecer la enfermedad de 4 veces más que 

mujeres nulíparas o con menor número de hijos. La 

puerta de entrada del VPH es el epitelio erosio-

nado, lo cual es muy frecuente tras los partos. Sin 

embargo, solo en aquellas mujeres con menos de 

16 años, donde el epitelio está en fase de transición 

este es más susceptible a las lesiones. En los emba-

razos a término y partos naturales la probabilidad 

de traumas en la zona de transición en el cuello 

uterino no es frecuente, por lo que la influencia de 

este factor es cuestionable (27).

� Ha sido reportado que el uso de anticon-

ceptivos orales por más de 5 años es un cofactor 

que incrementa 4 veces el riesgo de padecer cáncer 

de cérvix en mujeres portadoras de VPH. Otro 

hallazgo de las investigaciones epidemiológicas 

expone que tras un diagnóstico de displasia, en 

aquellas mujeres que consumen anticonceptivos 

orales, la progresión a carcinoma, in situ, es más 

rápida. Existen varios mecanismos por los cuales 

las hormonas sexuales (estrógeno y progesterona) 

pueden catalogarse como factores que favorecen 

los efectos celulares de la persistente infección por 

el VPH. Estas hormonas inhiben la transactivación 

transcripcional mediada por p53 de genes involu-

crados en el arresto del ciclo celular y la apop-

tosis.(30)
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� CONCLUSIONES

� La infección por VPH es un factor de riesgo 

para padecer cáncer de cérvix. Varios estudios 

epidemiológicos han resaltado su importancia en 

la biología molecular e historia natural del cáncer 

de cuello uterino. Se ha demostrado que un por-

centaje de mujeres infectadas con VPH onco-

génicos no desarrollan lesiones cervicales aso-

ciadas con cáncer, lo cual indica que existen fac-

tores del propio huésped que lo predisponen o lo 

protegen al desarrollo del cáncer de cérvix.
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  La Leishmaniasis es causada por un protozoo parásito del género Leishmania y transmitida 

por la picadura de flebótomos hembras infectadas. Tiene gran incidencia en poblaciones pobres. Es 

una de las 18 enfermedades más desatendidas del mundo, según catalogó la Organización Mundial 

de la Salud (OMS).Se estima que cada año se producen entre 700.000 y un millón de nuevos casos y 

entre 26. 000 y 65.000 defunciones a nivel mundial. Es clara la necesidad de estar más actualizados 

sobre esta patología es por eso que le presentamos en siguiente trabajo de investigación.

Estandarización y validacion de pruebas de elisa tipo indirecto 
para la determinación de los niveles de anticuerpos IgG e IgE 
anti- leishmania, como método complementario para el diag-
nóstico y seguimiento de la respuesta al tratamiento.
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� RESUMEN

� La leishmaniasis cutánea se caracteriza 

por la inducción de una respuesta inmune celular y 

humoral, siendo los niveles de anticuerpos IgG e 

IgE indicadores serológicos del diagnóstico, la 

progresión y resolución de la enfermedad. En el 

presente estudio se estandarizaron dos pruebas 

de ELISA indirecto para determinar los niveles 

séricos de anticuerpos IgG o IgE contra antígeno 

soluble de Leishmania braziliensis (ASL). Se trabajó 

a partir de la cepa de L. braziliensis (MHOM/ 

BR/75/M2903).

� En el ELISA IgE se hizo un pre- tratamiento 

del suero con anticuerpos anti- IgG humano y 

Polietilenglicol (PEG); la dilución óptima de la 

muestra para ambos ELISA fue 1/21, la dilución del 

conjugado fue 1/500 para el ELISA IgG y 1/100 para 

el IgE.

� Para el ELISA IgG estandarizado se encon-

tró un índice de correlación de Kappa de 1 (p<0,05), 

frente al ELISA comercial r-Biopharm®. Con una 

sensibilidad del 100%; 100% de especificidad, 100% 

valor predictivo positivo y 100% valor predictivo 
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negativo. Sin embargo ambos test de ELISA 

presentaron reacciones cruzadas con anticuerpos 

anti-Trypanosoma. La validez de los resultados 

demuestran que los ELISAs estandarizados pue-

den ser utilizados como herramienta de diagnós-

tico y seguimiento al tratamiento leishmanicida. 

Palabras clave: Leishmaniasis, ELISA, IgG, IgE, 

Estandarización.

� INTRODUCCIÓN

� Las leishmaniasis son un grupo de enfer-

medades parasitarias producidas por protozoos 

flagelados del género Leishmania que infectan 

principalmente a los macrófagos del hospedero, y 

otras células como neutrófilos, eosinófilos, masto-

citos y fibroblastos del hombre y mamíferos como 

el perro, roedores y marsupiales. Se transmite por 

la picadura del insecto vector flebótomo en el viejo 

mundo y Lutzomyia en el nuevo mundo (familia 

Phlebotomidae).

� A nivel mundial existen alrededor de 12 

millones de casos reportados de leishmaniasis y se 

estima que 350 millones de mujeres, hombres y 

niños de 88 países están en riesgo de contraer la 

enfermedad, 72 de estos países están en vías de 

desarrollo y 13 de ellos son considerados los países 

más pobres del mundo (Ministerio de Salud Públi-

ca, 2011).

� En Bolivia, aproximadamente 800000 

personas que viven en zonas tropicales y subtro-

picales están riesgo contraer la de infección 

(Ibañez Calero, 2008) y se calcula que existen 2 500 

nuevos casos por año con una incidencia de 32.7% 

(Ministerio de Salud, 2012), Los parásitos asocia-

dos con leishmaniasis en nuestro país son: L. 

braziliensis, L. amazonensis, L. chagasi y L. 

guyanensis; siendo las regiones endémicas para 

estas especies los departamentos de La Paz, 

Cochabamba, Santa Cruz, Beni, Pando y Tarija 

(Ministerio de Salud, 2012).
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� La defensa del organismo infectado con 

Leishmania involucra tanto la inmunidad celular 

como la humoral. En la primera intervienen macró-

fagos, neutrófilos, eosinófilos, células dendríticas 

y linfocitos T. La segunda esta mediada principal-

mente por anticuerpos IgG e IgE específicos contra 

Leishmania que son producidos gracias a las cito-

quinas generadas de la interacción entre linfocitos 

B y T. (Sousa, M.A. 2005). Un gran número de 

investigaciones han demostrado que en casos de 

una terapia leishmanicida exitosa especialmente 

con antimoniales pentavalentes, los niveles de 

anticuerpos IgG, IgM e IgE están significante-

mente reducidos con respecto a los niveles séricos 

antes del tratamiento (Atta, A.M. 2002).

� El diagnóstico inicialmente se realiza en 

base a la presentación clínica de la lesión y la 

observación microscópica de los promastigotes en 

el frotis de lesión. La inmunofluorescencia indire-

cta (IFI), la reacción en cadena de la polimerasa y el 

ELISA indirecto suelen ser herramientas que ayu-

dan al diagnóstico definitivo de la enfermedad en 

caso de parasitémias bajas. También son útiles 

para el seguimiento de la eficacia terapéutica y 

progresión de la enfermedad. (Salud O. M., 2010) 

(Oddone, R.;Canese, A., 2005). Por lo antes 

expuesto, en el presente estudio se estandarizó y 

validó dos test de ELISA indirecto que miden los 

niveles de anticuerpos de tipo IgG y tipo IgE contra 

antígeno soluble de Leishmania braziliensis.

� MATERIALES Y MÉTODO

Cultivo de Parásitos

� Los promastigotes de Leishmania (Vian-

nia) braziliensis (MHOM/BR/75/ M2903) fueron 

cultivados en medio Schneider´s suplementado 

con 10% de suero fetal bovino (SFB) y antibióticos 

(penicilina y estreptomicina al 0,5%) en una caja de 

cultivo de 25 cm3. 

� Los promastigotes fueron cultivados en 

estufa a 26 °C haciendo “pases” o cambios de 

medio cada 72 horas, para las pruebas in vitro 

fueron cosechados durante la fase estacionaria de 

crecimiento.

Obtención del antígeno soluble de Leishmania 

(ASL)

� Se recuperó el contenido de una caja de 

cultivo en un tubo Falcon de 15 ml, se realizaron 

tres lavados con tampón PBS (NaCl 130mM, 

Na HPO 8,1mM, KH PO 1,5 mM, pH 7,4 y 0,01M), ² 4 2 4 

luego, se centrifugó a 2500 rpm por 5 min, dese-

chando el sobrenadante. Luego del tercer lavado, 

se resuspendió el precipitado en un volumen de 6 

ml de PBS, se realizó el recuento de pará- sitos en 

cámara de Newbauer. Se realizó un protocolo de 

sonicación directa (100 watios y 3 pulsaciones por 

segundo), cumpliendo 10 ciclos alternos de 1 min. 

de sonicación y 30 seg. de reposo. A partir de la 

muestra total sonicada, se evaluaron dos proto-

colos, en el primero no se hizo ningún tratamiento 

adicional (Khairul, 1999), en el segundo protocolo 

se centrifugó la muestra a 6500g/15 min y se 

trabajó solo con el sobrenadante (Atta, 1998). En 

ambos casos la concentración de ASL fue evaluada 

por el método de Lowry obteniendo una concen-

tración de entre 18 y 235 µg/ml, finalmente se 

guardaron las alícuotas de ASL a -20ºC hasta el 

momento de su utilización.

� Preparación de las placas de microtitu-

lación de ELISA con ASL. Se tapizaron placas de 

poliestireno de 96 pocillos de fondo plano Greiner 

bioone (CELLSTAR®) por adsorción pasiva con la 

solución de ASL a las concentraciones de 20, 10 o 5 

µg/ml. Se evaluaron dos tampones diluyente de 

ASL: Tampón Carbonato-bicarbonato 0,1 M pH 9.6 

y el Tampón fosfato salino (PBS) 0,01 M pH 7.4, 

NaCl 1mM. Se sembraron 100 µl por pozo de la 

solución de ASL y se pre incubó por 30 minutos en 

agitación suave a 250 rpm y 37ºC. Luego, se 

incubaron las placas a 4ºC durante toda la noche. 

Para eliminar el antígeno no fijado o mal fijado a la 

superficie de los pocillos se realizaron tres la- 

vados con PBS–Tween 20 al 0,05%.

� En el pos tapizado se evaluaron dos solu-

ciones bloqueantes que son comúnmente emplea-

das en los test de ELISA (PBS–Albumina Sérica 

Bovina (BSA) al 0,1 % o PBS–Leche Morinaga al 5 %), 

se añadieron 200 µl de la solución de bloqueo 

respectiva y se dejó en incubación a 37ºC de una a 

dos horas. Esta acción se realizó para tapizar los 

sitios activos que no fueron recubiertas por el ASL 

(bloqueo de sitos activos de los micropozos). 
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Después, se procedió a lavar los pozos como se 

mencionó anteriormente y se guardaron las placas 

a -4 ºC hasta su utilización.

Estandarización de la técnica de ELISA indirecto 

para determinar anticuerpos IgG anti-leishmania

� Para la estandarización del ELISA IgG 

se evaluaron los protocolos por triplicado:

a. Determinación de la dilución óptima de los 

sueros: Se evaluaron las di- luciones 1/21, 1/51, 1/100 

y 1/500 de los sueros de referencia, control positivo 

(+) y negativo (-) en PBS–Tween-20 con BSA al 0,1 

%. Se añadió 100µl por pocillo en las placas de 

ELISA que contenían ASL a las concentraciones de 

5, 10 y 20 µg/ml, se evaluaron diferentes tempe-

raturas de incubación a 37ºC (30 minutos, 1 hora y 2 

horas), y se lavó las placas.

b. Determinación del tituló optimo del conju-

gado: se evaluaron las diluciones 1/100 y 1/500 de la 

anti-inmunoglobulina humana IgG conjuga- do con 

peroxidasa (Sigma-Aldrich, USA) en PBS–Tween-

20–BSA 0,1%, se añadieron 100µl de estas dilucio-

nes por pocillo, se incubó a 37ºC por 30 minutos o 1 

hora y se lavaron las placas.

c. Adición del cromógeno-sustrato: se añadieron 

100 µl por pocillo de una solución de OPD disuelto 

en tampón citrato-fosfato 0,05 M pH 5 y 18 gotas 

de H2O2 (minutos antes de sus uso) y se dejó en 

incubación a 37ºC por 30 min.

d. Parado de la reacción enzimática: se realizó 

añadiendo 50µl de H2SO4 3N por pocillo. Poste-

riormente se realizaron lecturas de las densidades 

ópticas a 490 con filtro de referencia a 630 nm en 

un lector de ELISA (Bio-teck Instruments Inc, 

USA).

Estandarización de la técnica de ELISA indirecto 

para determinar anticuerpos IgE anti-leishmania.

� Para eliminar la competencia por el sitio 

activo del determinante antigénico por las inmu-

noglobulinas de tipo IgG (Atta, 1998), se realizó un 
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pre-tratamiento a los sueros controles positivos 

(+) y negativos (-) con una solución de anticuerpos 

anti-IgG humano diluido 1/500 en solución salina 

fisiológica (SSF). Para ello se mezcló 200 µl de los 

sueros control con 25 µl del precipitan- te de IgG y 

se incubó por una hora a 26ºC en agitación 

constante a 250 rpm. Luego, se añadieron 160 µl de 

SSF y 60 µl de polietilenglicol al 12,5 % (PEG) se 

mezcló bien y se dejó en incubación por 30 min. a 

37ºC, se centrifugaron los tubos a 3500 rpm por 15 

min. El sobrenadante libre de IgG fue utilizado para 

estandarizar la prueba de ELISA.

a. Determinación de la dilución óptima de los 

sueros: Tomando en cuen- ta el factor de dilución 

previo, se hizo el ajuste a diluciones 1/10 y 1/21 de los 

sueros control positivo (+) y negativo (-), se 

empleó como dilu- yente PBS–Tween 20–BSA al 

0,1 %. Para evaluar la efectividad del proceso de 

precipitación de IgGs se evaluó sueros pre-

tratados y sueros sin pre-tratamiento, se añadió 

100µl por pocillo en las placas de ELISA con 

concentraciones de 10 y 20 µg/ml de ASL, se incubó 

a 37ºC por una hora y se lavaron las placas.

b. Determinación del título óptimo del conjugado: 

se evaluaron las diluciones 1/100 y 1/500 de la anti-

inmunoglobulina humana IgE conjuga- do con 

peroxidasa en PBS–Tween 20–BSA 0,1 %, se 

añadieron 100 µl por pocillo e incubó a 37ºC por 30 

min. Después se lavaron las placas tres veces.

c. Adición del cromógeno-sustrato: se añadieron 

100 µl por pocillo de la solución de OPD disuelto en 

tampón citrato-fosfato 0,05 M pH 5 y se dejó en 

incubación a 37ºC por 30 min.

d. Posteriormente, se detuvo la reacción enzimá-

tica mediante la adición de 50µl de H SO 3N por 2 4 

pocillo. La lectura de las densidades ópticas: se 

realizó de la misma manera que para el ELISA IgG.

Repetitividad y reproducibilidad de los datos de 

los test de ELISA estandarizados.

� Para determinar la repetitividad y repro-

ducibilidad de los ELISA estandarizados, se 

evaluaron mediante sueros control positivo y 

negativo que fueron tomados al azar de entre los 

sueros utilizados durante el proceso de estanda-

rización. Para ambos parámetros se procesó las 

muestras bajo las condiciones de trabajo esta-

blecidas como óptimas para cada ELISA. El 

proceso de re- producibilidad fue realizado de 

manera cegada por diferentes operadores.

Validación de los ELISA estandarizados

� Para los dos ELISA estandarizados se 

realizó el test diagnostico con un pa- nel de 15 

sueros positivos para leishmaniasis y 10 sueros 

negativos gentilmente cedidos por el laboratorio 

de Parasitología del Instituto Nacional de 

Laboratorios en Salud (INLASA). En el caso del 

ELISA IgG anti ASL se determinó la correlación de 

resultados frente a un kit ELISA comercial que 

determina anti- cuerpos IgG anti Leishmania (r-

biopharm, Alemania). En el caso del ELISA que 

mide anticuerpos IgE contra ASL, al no existir un 

kit comercial que mida este tipo de anticuerpos, se 

realizó la validación frente a la condición de sano o 

enfermo de los pacientes ya que estos mediante 

clínica y laboratorio de les había descartado o 

confirmado la enfermedad. Se realizaron los cál-

culos de sensibilidad, especificidad, valor pre-

dictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo 

(VPN) y el índice Kappa para determinar el grado 

de correlación entre los dos métodos utilizados.

� RESULTADOS

Obtención del antígeno soluble de Leishmania 

(ASL).- No se encontró di- ferencias notables a 

nivel de la cantidad de ASL obtenido entre los dos 

protocolos evaluados, se evidenció que existía 

proporcionalidad entre las concentraciones de 

ASL obtenidas (p> 0,05): Sin embargo en la 

práctica, se obtuvieron mejores resultados con el 

protocolo de obtención de ASL a partir del sobre-

nadante de los promastigotes sonicados. Este 

protocolo de obtención de ASL permitía obtener 

una concentración de antígenos proteicos en el 

rango de rango de 180 a 230 µg/ml.

Condiciones óptimas de trabajo de las pruebas 

de ELISA estandarizadas

� Se determinó que para lograr un tapizado 

óptimo de los pocillos de ELISA tipo IgG, se deben 

sembrar por pozo 100 µl de ASL a la concentración 

de 10 µg/ml diluido en tampón carbonato/bicar-
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bonato 0,01M, pH 9,6; el post tapizado debe 

realizarse con 200 µl de PBS–BSA al 0,1%. Se deben 

sembrar 100 µl de los sueros o controles diluidos 

1/21 en PBS–Tween-20 con BSA al 0,1% e incubarse 

por una hora. El lavado de la placa se debe realizar 

tres veces con 300µl de PBS-Tween 20 al 0,05%. Se 

adiciona 100 µl de conjugado diluido 1:500 y se 

incuba por 30 minutos. Se repite el proceso de 

lavado y se añade 100 µl por pocillo de una solución 

de 2,2 mg/ml de OPD y 1,8 µl /ml de H O , 2 2

incubándose por 30 minutos. La reacción debe ser 

detenida con la adición de 50µl de H SO 3N por 2 4 

pocillo. Y las densidades ópticas deben leerse a las 

longitudes de onda de 490-630 nm. Todos los 

procesos de incubación se realizaron a 37ºC.

� En el caso del ELISA que mide niveles de 

anticuerpos IgE, se estableció que el tapizado de 

ASL debe realizarse en las mismas condiciones que 

para IgG con la salvedad de que el antígeno debe 

estar a la concentración de 20 µg/ml. En este ELISA 

todos los tiempos de incubación, el proceso de 

lavado de las placas, y de dilución de: muestras, 

controles y conjugado fueron realizados en las 

mismas condiciones que en el ELISA mencionado 

en el párrafo anterior. Se estableció que debe 

sembrarse 100 µl suero libre de anticuerpos IgG a la 

dilución 1/21 e incubar por una hora, debe 

sembrarse 100 µl del conjugado a la dilución 1/100 e 

incubarse por 30 minutos; sembrar 100 µl del 

cromógeno/sustrato (OPD/H O ) e incubar por 2 2

otra media hora, la parada de la reacción y la 

lectura de las densidades ópticas se realizó como 

en el ELISA antes mencionado.

Determinación de las líneas de corte de los dos 

ELISAs estandarizados

� La línea de corte de cada test de ELISA se 

obtuvo procesando 50 muestras negativas para 

leishmaniasis por clínica y laboratorio. Para el 

ELISA IgG anti Leishmania el valor promedio de las 

DO de las muestras fue 0,203 (p<0,05),con 

desviación estándar de 0,019, la línea de corte se 

estableció sumando 3 veces la desviación estándar 

(3 x 0,019) al valor promedio, estableciéndose un 

valor de corte de 0,260. Para el ELISA IgE anti 

Leishmania el valor pro- medio de las DO de las 

muestras negativas fue 0,114 (p<0,05), desviación 

estándar 0,017, estableciéndose un valor de línea 

corte una valor de DO de 0,155. Durante la 

determinación de la línea de corte a manera de 

control de calidad se evaluaron 15 muestras 

positivas para leishmaniasis diferentes a las 

utilizadas en el proceso de estandarización antes 

mencionado (figuras 1 y 2).

 Figura 1. Determinación de la línea de 

corte del ELISA IgG anti-Leishmania braziliensis 

estandarizada procesando 50 muestras negativas. 

 Figura 2. Determinación de la línea de 

corte del ELISA IgE anti-Leishmania braziliensis 

estandarizada procesando 50 muestras negativas. 

Repetitividad y reproducibilidad de los datos de 

los test de ELISA estandarizados.

� Los resultados de repetitividad de los 

ELISA IgG o IgE anti-Leishmania es- tandarizados 

en el laboratorio se muestras en las tablas 1 y 2. Se 

destaca en el caso del ELISA IgG que las 

desviaciones estándar (DS) son ≤ a 0,008 unida- 

des de D.O y que los coeficientes de variación (CV) 

tanto de muestras positivas como negativas 

fueron menor al 1%. En el caso del ELISA IgE los 

hallazgos fueron similares siendo las DS igual a 

0,002 y los CV ≤ 2,1%.
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correlación de resultados de los ELISA 

estandarizados.

� En la tabla 3, se muestra los resultados del 

test diagnóstico, en el que se determinó un 100% de 

correlación de resultados entre el ELISA estan-

darizado que mide anticuerpos IgG anti ASL frente 

al kit de referencia comercial ; se determinaron 

valores de Sensibilidad del 100%, Especificidad 

100%, VPP y VPN del 100% respectivamente, el 

índice de correlación de Kappa encontrado fue de 

1,00 (p< 0,05). Para el ELISA que mide anticuerpos 

IgE anti ASL los valores encontrados de sensibi-

lidad, especificidad VPP y VPN fueron del 100% 

para cada caso, el índice de correlación de Kappa 

también fue de 1,00 (p< 0,05).

 Tabla 3. Resultados de los paneles de 

sueros positivo y negativo según los ELISAs estan-

darizados frente a un kit comercial en el caso de la 

determinación de anticuerpos IgG o pacientes 

sanos y enfermos en el caso de la determinación de 

anticuerpos IgE. 

� DISCUSIÓN

� La bibliografía científica plantea dife-

rentes métodos para la obtención de antígeno 

soluble de Leishmania, cada uno con caracte-

rísticas peculiares, Khairul (1999) plantea que los 

promastigotes deben estar en fase estacionaria de 

crecimiento, y se debe realizar la “cosecha ” 

después del tercer o cuarto “pase de cultivo” 

luego, se deben lisar los parásitos y cuantificar para 

determinar la concentración de proteínas. Otro 

método plantea que después del sonicado de la 

muestra, esta debe ser centrifugada a 4300 g 

(6800 rpm) para obtener el antígeno soluble de 

Leishmania a partir del sobrenadante (Khairul, 

1999). En el presente trabajo se evidenció que 

cuando se tapiza los micropo- zos de ELISA con el 

ASL proveniente directamente del sonicado, las 

impurezas contenidas en el ASL son reconocidas 

de manera inespecífica (reacción cruzada) por 

anticuerpos IgG, favoreciendo resultados falsos 

positivos en el ensayo. Al centrifugar el ASL y 

trabajar con el sobrenadante se eliminan estas 

uniones inespecíficas de los anticuerpos.

� Los resultados demostraron que no existe 

diferencia significativa al utilizar uno u otro tam-

pón (Carbonato/Bicarbonato y Fosfato Salino), 

(Iniesta, 2007) como diluyente del ASL en el 

tapizado. Sin embargo en el postapizado, cuando 

se utilizó la solución de PBS–Leche Morinaga al 5%, 

se pudo evidenciar que las absorbancias tanto de 

las muestras positivas como negativas eran 

elevadas (DO mayor) en relación al tampón PBS-

BSA al 0,1%, tanto de las muestras positivas como 

de las negativas.

� Si bien los investigadores S. Iñiguez y K. 

Anam, trabajaron con métodos de obtención de 

ASL similares al nuestro, la concentración de ASL 

que utilizaron en sus estudios fueron de 2,5 µg/ml y 

20 µg/ml para IgG e IgE, respectivamente, lo cual 

difiere de los resultados obtenidos en el presente 

estudio que fueron de 10µg/ml y 20 µg/ml 

respectivamente.

� Para determinar la dilución de suero y del 

conjugado, se evaluaron 4 protocolos de trabajo 

(Choquehuanca, 2011) con diferentes tiempos de 

incubación y diluciones, tanto del suero como del 

conjugado (dato no mostrado). Estas diferencias 

se hicieron en base a estudios previos publicados 

(Ministerio de Salud Pública, 2011) (Iniesta, 2007) 

(Khairul, 1999) (Sousa A. A., 1999) y la experiencia 

de nuestro laboratorio en la realización de ELISA 

para diagnóstico de otras patologías, encontrando 

el segundo protocolo el más apto para nuestro 

estudio, con tiempos de incubación de los sueros 

control de 1 hora, 30 minutos del conjugado y del 

sustrato y a una dilución del conjugado de 1/500, se 

obtuvieron los mejores resultados, mayor discrimi-

nación entre los resultados de sueros positivos y 

negativos, los valores de absorbancia estuvieron 

dentro de los rangos que nos habíamos propuesto 

de >0,800 para los positivos y <0,300 para los 

controles negativos.

>>

>>>



55



56 Revista Bioanálisis I Septiembre 2020 l 105 ejemplares

� El pre-tratamiento realizado para eliminar 

la competencia por el sitio activo del determinante 

antigénico del ASL por los anticuerpos tipo IgG 

anti- Leishmania, demostró que, a diferencia de 

Souza, y Atta, que utilizaron para este fin anticuer-

pos IgG anti IgG-humana y reactivo absorbente de 

factor reumatoideo (RF), existe una disminución 

promedio de los niveles de DO de IgG del 43,24% en 

caso de los sueros positivos y 18,50% para los 

negativos.

� En el estudio realizado por Atta se mues-

tra que existe una disminución del 39,2% de dismi-

nución para los sueros positivos, en relación con 

otro método de eliminación que solo alcanza el 11% 

(Atta, y otros, 2002). En nuestro estudio, también 

se muestra que, el pre-tratamiento elimina la 

interferencia producida por estos anticuerpos y se 

observa un porcentaje promedio de disminución 

de las DO de IgE de 61,93% para las muestras 

positivas y 32,0% para las muestras negativas.

� Basado en experiencias anteriores de 

estandarización de ELISA, al procesar 50 muestras 

negativas se encontró un valor promedio de 0,203 

(p<0,05) y una desviación estándar de 0,019, 

sumando 3 veces la desviación estándar (3DS=-

0,057) al promedio, se determinó que, el valor de la 

línea de corte era de 0,260, esta sumatoria de 3 DS 

al promedio de DO también fue utilizada por 

Souza, M.L.B.. Iniesta, V y de Sousa, M.A.

� Para determinar la línea de corte del ELI-

SA IgE anti-Leishmania estandarizado se procedió 

de la misma forma que para el ELISA IgG, encon-

trando un valor de línea de corte de 0,155. En la 

determinación de anticuerpos IgE realizado por 

AM Atta, se encontraron valores promedio de 

sueros positivos DO=0,108 y de DO=0,104 en el 

estudio realizado por M.L.B. Souza, cabe re- saltar 

que ambos estudios fueron realizados para la 

determinación de leish- maniasis visceral y al igual 

que para IgG anti-Leishmania no reportan los va- 

lores de línea de corte.

� Se encontró el 100% de concordancia al 

medir la repetitividad y la reproducibilidad de 

ambos ELISA estandarizados, tanto en sueros 

control positivo como negativo, en la repetitividad 

se presentó una diferencia promedio máxima del 

suero control positivo de DO=0,018 y de DO= 

0,008 en el suero control negativo para el ELISA 

IgG y de DO=0,004 y de DO= 0,004 respecti-

vamente para el ELISA IgE, al realizar ambos 

análisis a 5 tiempos diferentes con intervalos de 48 

horas y bajo las mismas condiciones.

� La validación del ELISA IgG estandarizado 

se hizo frente al ELISA comer- cial r-Biopharm®, se 

observó que las absorbancias obtenidas eran muy 

parecidas tanto de las muestras positivas como de 

las negativas no existiendo una diferencia mayor a 

0,180 unidades de DO en el caso de las muestras 

positivas y 0,100 en el caso de las muestras 

negativas, se observó también que existe un 100% 

de correlación de resultados verdaderos positivos 

y verdaderos negativos del 100% (índice de corre-

lación de Kappa de 1; p< 0,05), Sousa, M.A. (2005) 

demostró que existe una correlación positiva 

entre los niveles séricos de IgE anti-leishmania y la 

reacción de Montenegro, lo cual sugiere que estos 

anticuerpos participan en el proceso de la inmuno-

rregulación de la leishmaniasis cutánea. En el 

presente estudio al no contar con un kit comercial 

que mida IgE anti-Leishmania que esté validado 

para uso en diagnóstico, realizamos la validación 

frente a la condición de sano o enfermo de los 

pacientes establecida mediante parámetros clíni-

cos y de laboratorio, este kit casero también 

demostró una eficiencia diagnóstica del 100% e 

índice de de Kappa de 1,00 (p< 0,05). Sin embargo, 

se observó que el ELISA tipo IgG da un100% de 

reacción cruzada con sueros de pacientes que 

cursan enfermedad de Chagas; en el caso del 

ELISA IgE se determinó un 93,3% de reacciones 

cruzadas (datos no mostrados). A este respecto, 

Atta, A.M. y Souza, M.L.B. (2002) estandarizaron 

estos tipos de ELISA, demostrando para sus test 

valores de sensibilidad y especificidad 100%, 

ninguno de los investigadores muestran datos 

acerca de las posibles reacciones cruzadas de sus 

ELISA frente a parásitos de la familia Trypano-

somatidae

� Otro  aspecto a resaltar de los dos ELISA 

estandarizados es el hecho de que en las evalua-

ciones de precisión intra e inter ensayo demostra-

ron coeficientes de variación menores al 2,1%. Con 

todos los datos obtenidos se ha demostrado que la 

rigurosidad empleada para estandarizar los ELISA, 
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ha permitido demostrar la validez de los kits case-

ros para ser utilizados como pruebas de diagnós-

tico de laboratorio y de seguimiento de la respues-

ta al tratamiento en pacientes con Leishmaniasis. 

� No menos importante es también el he-

cho de que el análisis de costo permite disminuir en 

un 65% el costo que implica la realización de un 

ELISA mediante kits comerciales, esto permitiría 

que pacientes de bajos recursos económicos pue-

dan a bajo costo acceder al laboratorio para el 

diagnóstico y seguimiento de su enfermedad.
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brindando 100% de sensibilidad y 100% de especi-

ficidad. Segundo, facilitar la operatoria de los 

profesionales de los laboratorios de detección que 

están en el frente contra la pandemia. Por ese 

motivo, el kit cuenta con todos los reactivos listos 

para usar, no requiriendo preparaciones previas y 

posee controles a fin de asegurar la calidad del 

ensayo. En el diseño del producto también se tuvo 

en cuenta que pueda utilizarse en la mayoría de los 

aparatos de PCR en tiempo real de formato simple 

y económico, ya que requiere del uso de un solo 

canal de detección.

� El desarrollo contó con el apoyo del Fondo 

Nacional de Desarrollo Productivo del Ministerio 

de Desarrollo Productivo de la Nación.

� Para el desarrollo y elaboración del kit se 

recurrió a una cadena de proveedores nacionales, 

posibilitando la reducción de los costos de produ-

cción, promoviendo el fortalecimiento de las capa-

cidades de la industria sanitaria nacional y contribu-

yendo a una mayor autonomía para asegurar el 

derecho a la salud. Esto además consolida a la firma 

y al país como jugadores activos en la economía del 

conocimiento a nivel internacional.

� El kit Schep SARS-CoV-2 RT-PCR Duo está 

orientado a organizaciones del ámbito público, 

semipúblico, privado y del tercer sector, incluyen-

do ministerios, hospitales, obras sociales, labora-

torios privados y fundaciones, para lograr un acce-

so rápido y a un costo significativamente menor 

que el de los kits que se encuentran actualmente 

disponibles. El kit será comercializado a un precio 

casi al costo de producción, para transformarlo en 

un insumo accesible a todas las instituciones de 

salud.

� De esta manera, Biocientifica S.A., empre-

sa biotecnológica argentina con más de 35 años en 

el mercado de reactivos de diagnóstico, contribuye 

a la lucha contra la pandemia desde una perspec-

tiva solidaria, en la que los argentinos podamos 

estar unidos para enfrentar los grandes desafíos.

 CONTACTO: 

Tel.: (54 11) 4857 5005

Prensa: comunidad@biocien�fica.com.ar

Ventas: ventas@biocien�fica.com.ar

Soporte técnico: 
technicalassistance@biocien�fica.com.ar
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oportunas y validadas clínicamente en todos los 

ámbitos de atención médica.

 Datos de contacto

Productos Roche S.A.Q. e I.

Rawson 3150 - Ricardo Rojas – Tigre, Buenos Aires - 

Argentina

www.roche.com.ar

Seguinos en Linkedin Roche Argentina
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 EDUCACIÓN A DISTANCIA

Actualización en Hemostasia y 
Coagulación
Inscripción: permanente
Organiza: UNL (Universidad Nacional del 
Litoral)
E-mail: 
formacioncontinua@�cb.unl.edu.ar
Web: www.�cb.unl.edu.ar

Líquidos de punción: Laboratorio 
Bioquímico-clínico
Inscripción: Permanente
Organiza: UNL (Universidad Nacional del 
Litoral)
Lugar: Santa Fe, Argentina
Tel: 54-342-4575216 int. 122
E-mail: 
formacioncontinua@�cb.unl.edu.ar
Web: www.�cb.unl.edu.ar

Monitoreo Terapéutico de drogas
Inscripción: Permanente
Organiza: UNL (Universidad Nacional del 
Litoral)
Lugar: Santa Fe, Argentina
E-mail: 
formacioncontinua@�cb.unl.edu.ar
Web: www.�cb.unl.edu.ar/app/cursos

Bioquímica Clínica de los Líquidos y 
Electrolitos
Inscripción Permanente
Organiza: UNL (Universidad Nacional del 
Litoral)

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

Especialización en Bioquímica Clínica en 
área de Microbiología  
Modalidad: online
Organiza: Universidad Nacional de La 
Rioja
Email: posgrado.dacefyn@unlar.edu.ar 

Temas de Perinatología
Modalidad: online
Organiza: Colegio Bioquímico de la 
Provincia de Córdoba 
Email: cobico@cobico.com.ar 

Laboratorio de Urgencias – Pautas de 
Gestión 
Fecha: a definir
Modalidad: online
Organiza: Colegio Bioquímico de la 
Provincia de Córdoba 
Email: cobico@cobico.com.ar 

Bioquímica: Derechos del Paciente 
Modalidad: online
Organiza: Colegio Bioquímico de la 
Provincia de Córdoba 
Email: cobico@cobico.com.ar 

BIOQUÍMICA FORENSE “EL ROL DEL BIOQUÍMICO 
FORENSE EN LA INVESTIGACIÓN CRIMINAL”

Fecha: 7 de septiembre
Modalidad: online
Organiza: ABA 
Email: cursos@aba-online.org.ar

FORMACIÓN DE POSGRADO 
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INMUNOLOGÍA - Histocompatibilidad
Fecha: 14 de septiembre
Modalidad: Online
Organiza: ABA
Email: cursos@aba-online.org.ar 

El rol del Laboratorio en la Seguridad del 
paciente
Fecha: 28 de septiembre
Modalidad: Online
Organiza: ABA
Email: cursos@aba-online.org.ar

Atención Bioquímica: el Nuevo Ejercicio 
Profesional
Fecha: Octubre 2020 
Modalidad:Online  
Organiza UBA (Universidad de Buenos 
Aires) 
Email: posgrado@ffyb.uba.ar

Fundamentos de qPCR y RT-qPCR y sus 
aplicaciones en ecología microbian
Fecha: Septiembre 2020 
Modalidad: Online  
Organiza Organizado por DiMAyA (División 
de Micro 
Email: registro@aam.org.ar

 PRESENCIALES NACIONALES

ExpoMedical 2020

Fecha: 2021

Lugar: El predio de exposiciones Centro 

Costa Salguero está ubicado en el barrio 

de Palermo de la Ciudad de Buenos Aires 

Modalidad: REPROGRAMADO 2021

Email: info@expomedical.com.ar

Tel: 4791-8001

Web: expomedical.com.ar

XXIV JORNADAS BIOQUÍMICAS del 

NOA

Fecha: 2021

Lugar: La Rioja

Modalidad: REPROGRAMADO 2021

Web: www.jornadasbioquimicasnoa.org

E-mail: 

jornadasbioqNOA2020@gmail.com

CALILAB 2020

Fecha: 2021

Lugar: Mar del Plata - Bs As

Modalidad: REPROGRAMADA 2021

Web: www.calilab.�a.org.ar

 INTERNACIONALES

XXV IFCC-EFLM WorldLab-Euro Medlab 

Rome

Fecha: 21 al 25 de mayo 2023

Lugar: Rome, Italia

>>>
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 AADEE S.A.
Av. Triunvirato 4135 5° Piso (1431)
Ciudad Autónoma de Buenos Aires
Te: 54-11-4523-4848  
Fax: 54-11-4523-2291
www.aadee.com.ar

 Abbott Laboratories Argentina S.A. 
Ing. Butty 240, piso 12 (1001) 
Ciudad Autónoma 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
Bahía Blanca: Perú 150 (8000)
Tel. (54 291) 455-1794
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

 B.G. Analizadores  S.A.
Aráoz 86 (1414)
Ciudad Autónoma de Buenos Aires
Tel. (54 11)  4856 2024 / 2876 / 5734
Fax/Cont: (54 11) 4856 5652
bga@bganalizadores.com.ar
www.bganalizadores.com.ar

 BIOARS S.A.
Estomba 961 (1427) 
Ciudad Autónoma de Buenos Aires 
Tel./Fax (54 11) 4771-7676/ 3783
pl@bioars.com.ar
www.bioars.com.ar

 Biocientífica S.A.
Iturri 232 ( 1427)
Ciudad Autónoma 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 Autónoma 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 Autónoma de Buenos Aires
Tel: (54 11) 4552 2929
info@diagnosmed.com
www.diagnosmed.com

      ETC Internacional S.A. 
Allende 3274 (1417) 
Ciudad Autónoma de Buenos Aires 
Tel: (54 11) 4639 3488 (líneas rotativas) 
Fax: (54 11) 4639 6771 
etcventa@etcint.com.ar 
www.etcint.com.ar 

BIOAGENDA  // EMPRESAS
>>>

>>>

>>>

>>>

>>>

>>>

>>>

>>>

>>>

>>>

>>>

66 Revista Bioanálisis I Septiembre 2020 l 105 ejemplares



 Gematec S.R.L.
Avalos 3651 (1605)
Munro -  Buenos Aires
Tel: (54 11)  4794 7575 / 7676
Fax: (54 11) 4794 3184
info@gematec.com.ar
ventas@gematec.com.ar

 Genetrics S.A. - NextLAB
Av. del Libertador 8630 6to piso Of. 1 y 2 (1429 
entrar así a baja cdad) - Ciudad de Buenos Aires
Tel. (54 11) 5263 0275 rotativo
E-mail: info@nextlab.com.ar
web: www.nextlab.com.ar

 GLYM SOFTWARE S.R.L
Piedras 519 - 8- A, Capital Federal, República 
Argentina  
Tel: Capital : +54 (011) 43314512  -- Mendoza  + 54 
(261) 4762331  - Córdoba +54 (351) 5685715 - Bahia 
Blanca + 54 (291) 4851101
administracion@glyms.com
 
 JS Medicina Electrónica 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

 IACA LABORATORIOS
- San Martín 68, Galería Plaza (8000) 
Bahía Blanca - Buenos Aires
Tel: (54 291) 459 9999
Fax: (54 291) 459 9996 / 8
- Suipacha 1322 PB “B” 
Ciudad Autónoma de Buenos Aires
Tel/Fax: (54 11) 4327 2602 / 4326 1806
laboratorios@iaca.com.ar
www.iaca.com.ar

 Laboratorio de Medicina
Olaya 1644 (1414) 
Ciudad Autónoma de Buenos Aires
Tel: (54 11 ) 4514 9370 al 76
info@labmedicina.com
www.labmedicina.com

 Laboratorio Bacon
Uruguay 136 (1603)
Villa Martelli, Buenos Aires
Tel: (54 11) 4709 0171

bacon@bacon.com.ar
www.bacon.com.ar

 MANLAB
Marcelo T. de Alvear 2263 (1122) 
Ciudad Autónoma 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
Administración:
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
Tel/fax: (54 11) 4858 0636
info@montebio.com.ar
www.montebio.com.ar

 Productos Roche S.A.Q.e I.
Rawson 3150
B1610BAL Ricardo Rojas
Buenos Aires, Argentina
argentina.diagnostics@roche.com
www.roche.com.ar

 Siemens Healthineers 
Julián Segundo Agüero N° 2830 (1605)
Munro, Buenos Aires
Tel.: +54 11 5432 6000
siemenshealthineers.ar.team@siemens-healthineers.com

Web: siemens-healthineers.com/ar/
Twitter: @SiemensHealthES

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

 Avan 
Padre M. Ashkar N°688 - (CP 1672) Gral San Martin, 
Bs As - Argentina
Tel: (54 11) 47542168 rot - Wpp: +54 911 6228 4796
Web: www.avan.com.ar - info@avan.com.ar 
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 Proveedores generales por 
especialidades bioquímicas

Autoinmunidad

Abbott Rapid Diagnostics

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

Biocientífica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.

Bacteriología

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

Biología Celular 

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

BIOARS S.A.

Biocientífica S.A.

ETC Internacional S.A.

Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Biología Molecular 

Abbott Rapid Diagnostics

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Biocientífica 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.

Birología

B.G Analizadores S.A

Bromatología

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

B.G Analizadores S.A

Clínica General 

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A. 

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

Biodiagnostico S.A.

JS Medicina Electrónica SRL

Montebio S.R.L.

Roche Diagnostics Argentina

Siemens Healtcare 

Cultivo Celular

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

ETC Internacional S.A.

Endocrinología 

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A. 

Abbott Rapid Diagnostics

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Biodiagnóstico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

Laboratorios Bacon S.A.I.C.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Roche Diagnostics Argentina

Siemens Healtcare 

Genética

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

Biocientífica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Gas en sangre y electrolitos

B.G Analizadores S.A

Hematología 

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A. 

Abbott Rapid Diagnostics

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Biocientífica S.A.

Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.

Gematec S.R.L.

Instrumental Bioquímico S.A.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Roche Diagnostics Argentina

Siemens Healtcare 

Tecnolab s.a.

Histocompatibilidad

Biocientífica S.A.

Biodiagnostico S.A.

B.G Analizadores S.A

Inmunología 

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Abbott Rapid Diagnostics

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Biocientífica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Roche Diagnostics Argentina

Siemens Healtcare 

Tecnolab s.a.

Marcadores Neoplásicos 

Abbott Laboratories Argentina S.A. 

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Biocientífica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Micología

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

Biodiagnostico S.A.

Parasitología

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Biocientífica S.A.

Biodiagnostico S.A.

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

Tecnolab s.a.

Pediatría y Neonatología

AADEE S.A.

Abbott Rapid Diagnostics

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Biocientífica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.

Laboratorios Bacon S.A.I.C.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Toxicología y Forense

Abbott Laboratories Argentina S.A. 

Abbott Rapid Diagnostics

Biocientífica S.A.

Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Virología

Abbott Laboratories Argentina S.A. 

Abbott Rapid Diagnostics

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Biocientífica S.A.

Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Roche Diagnostics Argentina

Siemens Healtcare 

Tecnolab s.a.

 Equipamiento e Insumos 
para Laboratorios 

Acreditación de Laboratorios

Biodiagnostico S.A.

Agitadores

BIOARS S.A.

ETC Internacional S.A.

Instrumental Bioquímico S.A.

Aparatos de Medición

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Laboratorios Bacon

Roche Diagnostics Argentina

Autoanalizadores 

Abbott Laboratories Argentina S.A. 

Abbott Rapid Diagnostics

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Biocientífica S.A.

Biodiagnostico S.A.

B.G Analizadores S.A

JS Medicina Electrónica SRL

Montebio S.R.L.

Roche Diagnostics Argentina

Siemens Healtcare 

Balanzas

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

ETC Internacional S.A.

Centrífugas

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

ETC Internacional S.A.

Citómetros

Abbott Rapid Diagnostics

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

Cromatógrafos

Tecnolab s.a.

Coagulómetro

AADEE S.A.

BIOARS S.A.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

ECLIA

Roche Diagnostics Argentina

Espectrofotómetros

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.

B.G Analizadores S.A

Gematec S.R.L.

JS Medicina Electrónica SRL

Montebio S.R.L.

Roche Diagnostics Argentina

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.

Avan Tecnologias IVD

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-ISO 15189:2010 y 
el estándar MA2 de la Fundación 
Bioquímica)

Meganalizar

Laboratorio receptor de 
derivaciones en Biología Molecular

IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma ISO 15.189)

MANLAB
(Acreditado en Biología Molecular 
en Fundación Bioquímica Argentina)

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la 
norma IRAM-NM-ISO 15189:2010 y 
el estándar MA2 de la Fundación 
Bioquímica)

Laboratorio receptor de 
derivaciones en Inmunología

MANLAB

Meganalizar

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la 
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norma IRAM-NM-ISO 15189:2010 y 
el estándar MA2 de la Fundación 
Bioquímica)

Laboratorio receptor de 
derivaciones en Inmunoserología

IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma ISO 15.189)

MANLAB

Meganalizar

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la 
norma IRAM-NM-ISO 15189:2010 y 
el estándar MA2 de la Fundación 
Bioquímica)

Laboratorio receptor de 
derivaciones en 
Histocompatibilidad e 
Inmunogenética

MANLAB
(Laboratorio habilitado según 
Resolución Nº 252-253/12 del 
INCUCAI, para la Tipificación de 
Receptores y Donantes para 
Trasplantes de Órganos)

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la 
norma IRAM-NM-ISO 15189:2010 y 
el estándar MA2 de la Fundación 
Bioquímica)

Laboratorio receptor de 
derivaciones en Medicina 
Genómica

MANLAB
(Acreditado en Biología Molecular 
en Fundación Bioquímica Argentina)

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la 
norma IRAM-NM-ISO 15189:2010 y 
el estándar MA2 de la Fundación 
Bioquímica)

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.

B.G Analizadores S.A

ETC Internacional S.A.

Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Genómica - Microarrays

Biocientífica 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.

B.G Analizadores S.A

BIOARS S.A.

Biocientífica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.

Montebio S.R.L.

Roche Diagnostics Argentina

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 Bioquímico 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.

Roche Diagnostics Argentina

GLYM SOFTWARE S.R.L

Avan Tecnologias IVD

Test Rápidos

Abbott Laboratories Argentina S.A. 

Abbott Rapid Diagnostics

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BG. Analizadores S.A

BIOARS S.A.

Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.

Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare 
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