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Pruebas moleculares diagndsticas
de SARS-COV-2: fundamentos

En nuestra edicidn N®105 de Revista Bio-
analisis les presentamos una revision de las técnicas
de PCR para el diagndstico de SARS-COV-2: sus usos
y fundamentos de los kits disponibles y aprobados
hasta el momento porla ANMAT. Es necesario estar
actualizados sobre todo en este tema que nos tiene
como protagonistas. El cancer representa un gran
reto para la sociedad contemporanea; el de cuello
uterino constituye la segunda causa de muerte enla
mujer a nivel mundial. Aspectos bioquimicos y
factores de riesgo asociados con el cancer cervi-
couterino son abordados en otro interesante tra-
bajo. La estandarizacidn y validacién de pruebas de
elisa tipo indirecto para la determinacion de los
niveles de anticuerpos IgG e IgE anti- leishmania,
como método complementario para el diagndsticoy
seguimiento de la respuesta al tratamiento es otro
de los trabajos presentados. Laboratorios Manlab
nos trae una revision sobre Autoanticuerpos anti
ZnT8 en pacientes con Diabetes Mellitus. Y como
cada mes toda la formaciéon de postgrado, bio-
agenday soluciones paranuestralabor 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”

Dr.Ramon Carrillo

Biog. Evelina Rosales Guardia
Directora de Contenidos
info@revistabioanalisis.com

Las ideas u opiniones expresadas en las notas son responsabilidad de sus autores y no representan el pensamiento de Lamy Daniela y Bordin Elda S.H. y las firmas anunciantes, quienes deslindan cualquier
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Pruebas moleculares diagndsticas de
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>>> Desde el comienzo de la pandemiahasta laactualidad existen 134 kits aprobados
por el ANMAT para el diagnéstico molecular para SARS-CoV-2, de los cuales el 48% son

pruebas moleculares con deteccion de genes codificados por el RNA viral y los
restantes son test serolégicos. En la siguiente revision se analizan las técnicas de
biologia molecular utilizadas y sus fundamentos.
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RESUMEN

Introduccidn: en cuestion de semanas estuvieron
disponibles pruebas de diagndstico molecular
para SARS-CoV-2 aplicando técnicas usadas en
investigacion basica.

Metodologia: Larevision de la literatura se realizd
a través de busquedas en la Base de Datos
Cochrane y PubMed-MEDLINE, LitCovid, CDC y
paginas oficiales del ANMAT hasta el 8 de agosto
de202o0.

Resultados: hay 134 kits aprobados por el ANMAT
de los cuales el 48% son pruebas moleculares con
deteccidon de genes codificados por el RNA viral y
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los restantes son test seroldgicos. Se analizaron
los fundamentos de las técnicas moleculares que
estansiendo usadas.

Conclusiones: Existen una serie de técnicas de
amplificacidnisotérmica que sonusadas enlos test
de diagndstico asociados a ensayos de CRISP-Cas
y/o a ensayos de difusidn lateral.

Palabras claves: Amplificacion Isotérmica, RT-
LAMP, ensayo de difusién lateral, CRISP-Cas
>>> INTRODUCCION

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 porla OMS al 3 de agosto de 2020

(1)-

En nuestro pais 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 cientificos, universi-
dades y empresas para desarrollar y producir kits
diagndsticos de fabricacién nacional, que sumado
a docenas de kits extranjeros constituyen una
respuestarapida para el diagndstico del COVID-19.
El acceso a las pruebas de diagndstico permite:
deteccion de pacientes con enfermedad activa,
deteccion de portadores asintomdticos, control
dela propagaciony contagio a personas de riesgo,
seguimiento y encapsulamiento de brotes. Los
enfoques de las pruebas actuales se dividen en dos
categorias: deteccién del acido nucleico viral o
pruebas seroldgicas. Las pruebas de acido nuclei-
co sondean directamente el ARN de los virus
extraidos de la garganta o del conducto nasal de
un paciente, mientras que las pruebas seroldgicas
detectan anticuerpos presentes en el suero del
paciente. Durante los primeros dias de infeccidn,
los titulos virales de los pacientes son altos y un
solo hisopo nasofaringeo puede albergar cerca de
1 millén de particulas virales de SARS-CoV-2. Sin
embargo, la produccidén de anticuerpos IgG e IgM
del paciente, denominada seroconversion, gene-
ralmente ocurren 5 a 10 dias después del inicio de
los sintomas. Por lo tanto, las pruebas de acido
nucleico ofrecen la deteccién mds tempranay mds

Revista Bioanalisis | Septiembre 2020 | 105 ejemplares

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 "estandar de oro" para el diagndstico
clinico, perorequiere reactivos, equiposy personal
especializados (3), con lo cual han surgido otras
técnicas para su diagndstico (4). Por lo antes
expuesto el objetivo de este trabajo es analizar los
fundamentos de las pruebas de deteccién de
acidos nucleicos para esta enfermedad volcados
en los kits utilizados en los laboratorios de andlisis
clinicos.

Estructuradelvirus

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

> > FiguraN°1: Esquemadelaestructura SA-RS-CoV-2

Proteina M

RNA simple
cadena

Proteina S

Proteina N

Proteina E

0l6 proteina nsp: nspl-nsp16




Ensayos moleculares para la deteccién de acidos
nucleicos virales

Desde que la secuencia genética comple-
ta del virus SARS-CoV-2 se cargd en la plataforma
GISAID (Global Initiative on Sharing All Influenza
Data) (7), la disponibilidad de la secuencia comple-
ta del virus permitié el disefio de cebadores y
sondas necesarias para el desarrollo de pruebas
especificas de SARS-CoV-2. Algunas de las cuales
detallaremos a continuacion.

1- RT-PCR en tiempo real (Retrotranscripcion
seguida de amplificacién por reaccién en cadena
delapolimerasa).

El proceso de disefio de una prueba de
acido nucleico para SARS-CoV-2 implicd dos pasos
principales: (i) eleccidén de la regién a amplificar y
disefo del cebadory (ii) optimizacién y prueba del
ensayo. Corman y col. (8) analizaron varias secuen-
cias del genoma viral relacionadas con el SARS y

descubrieron tres regiones que tenian secuencias
conservadas: el gen RdRP, el gen E'y el gen N. Los
genes RdRP y E tenian una alta sensibilidad anali-
tica para la deteccidn (limite técnico de deteccidon
de 3,6 y 3,9 copias por reaccién), mientras que el
gen N presentaba una sensibilidad analitica mas
baja (8,3 copias porreaccion).

Las etapas para las pruebas de RT-PCR,
como el aprobado por los CDC y la OMS (9)
incluyen tres pasos principales: recolecciény trans-
porte de muestras, lisis y purificacion del ARN y
amplificacién. Por lo general, se recolecta la
muestra con hisopo nasofaringeo-orofaringeoy se
las transfiere a un vial conteniendo unos pocos
mililitros de medio de transporte viral. De esta
forma se transporta al laboratorio para su andlisis.
Luego, el ARN viral se purifica a partir de una
fraccion de la muestra usando kits de purificacion
de ARN basados en columnas o perlas magnéticas.

El ARN purificado eluido se amplifica
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utilizando una mezcla maestra de unsolo paso que
contiene RTy ADN polimerasa, contres cebadores
dirigidos a regiones especificas 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,
extraccion de RNA y amplificacion. Los productos
amplificados se pueden detectar utilizando sonda
TagMan o colorantes que seintercalan con el ADN
y se establece un ciclo umbral de amplificacion
para distinguir los resultados positivos de los
negativos. El resultado de una prueba general-
mente se considera positivo si se observa amplifi-
cacion para dos o mas target virales, mientras que
se considera negativo si se observa amplificacién
para el ARN control, pero no para ninguno de los
targetvirales.

Las pruebas de diagndstico molecular que
utilizan la tecnologia RT-PCR en tiempo real
avalada por la OMS, van dirigidas a amplificar y
detectar diferentes regiones gendmicas de SARS-
CoV-2.Engeneral, loslaboratorios dereferenciaen
nuestro pais estdn determinando los genes E,
RdRPyRNAsaP porestametodologia.

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 reaccidon de RT-PCR y es, generalmente, el
enfoque preferido parala deteccién de SARS-CoV-
2; por ser rapido de configurar e implica un manejo
limitado de la muestra, disminuyendo las posibili-
dades de errores de pipeteo y contaminacion
cruzadaentrela RTylos pasos de PCR. Existenala
fecha, 65 kits basados en acidos nucleicos aproba-
dosenla ANMAT, para detectar el SARS-CoV-2, en
donde el método mas utilizado es la RT-PCR,
usando muestras respiratorias (10).

El progreso en los ensayos de RT-PCR
para la deteccion de SARS-CoV-2 se ha mejorado
en forma expeditiva. Los ensayos iniciales tenian
algunas limitaciones como lo que ocurria con la
tasa de deteccidon positiva, la misma era baja y
rondaba en alrededor del 30 a 60%, lo que sugeria
una alta tasa de falsos negativos (11). Se especula-
ron sobre varios factores que podian dar lugar a
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estaaltatasadefalsos negativos, como: erroresen
el muestreo, seleccidn inapropiada de muestras
clinicas, variaciones individuales en la carga viral,
entre otras, (12).

2- Amplificacién Isotérmica de acidos nucleicos

La amplificacidn isotérmica de los acidos
nucleicos es una alternativa que permite la amplifi-
cacion 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: amplificacién
isotérmica mediada por bucle (LAMP), amplifi-
cacion de la recombinasa polimerasa (RPA), am-
plificacién dependiente de helicasa (HDA), amplifi-
cacion mediada por transcripcién (TMA), entre
otras (13).

2.1- Amplificacién de la recombinasa polimerasa
(RPA): En RPA, la amplificacién isotérmica de
fragmentos de ADN especificos se logra mediante
la unién de cebadores oligonucleotidicos comple-
mentarios al ADN molde y la extensidon por una
ADN polimerasa (14).La fusién o melting de la
cadena no es necesaria porque RPA emplea com-
plejos primer-recombinasa ideados para escanear
ADN bicatenario y facilitar la unién a la cadena en
sitios complementarios. Las estructuras resultan-
tes se estabilizan mediante proteinas de unidn al
ADN simple cadena que interactdan con la hebra
desplazada, evitando asi la expulsidn del cebador
por migracién a la cadena ramificada.El desmon-
taje de la recombinasa deja el extremo 3' del
oligonucledtido accesible para el acceso de la Bsu-
ADN polimerasa del Bacillus subtilis y se produce la
extension del cebador.La amplificacién exponen-
cial se logra mediante la repeticion ciclica de este
proceso, figura N°3. Laclave de RPA es el estableci-
miento de un entorno de reaccién dindmico 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
nucleoproteina resultante hidroliza ATP favo-
reciendo el desmontaje espontaneo de la reco-
mbinasa. Esto conduce a su reemplazo por una
proteina de unién al ADN monocatenario (T4
gp32), necesaria paralareaccion.



PORQUE UN DIAGNOSTICO PRECISO
NECESITA RESULTADOS CONFIABLES.

Nuestro laboratorio integral esta al servicio del profesional, brindando resultados confiables y asesoramiento
en su interpretacion, facilitando informacién precisa para colaborar en el diagnéstico, seguimiento y
prevencion de las enfermedades.

Nuestro compromiso: brindar un servicio personalizado a través de un equipo de especialistas, cumplir
con los mas exigentes estandares de calidad, y garantizar confiabilidad y exactitud en los resultados.

/ Biologia Molecular  / Hematologia y Hemostasia / Microbiologia / Endocrinologia
/ Citometria de Flujo / Inmunoserologia / Quimica Clinica /Virologia

@V CAT RIQAS PROGBA

pppppp . w4 CEMIC

de Asegur

Consultar alcance en = ’ FOUNDATION A

Www.oaa.org.ar

PLANTA DE LABORATORIO @ 2206-6000

U Av. Scalabrini Ortiz 676
DPTO. COMERCIAL WWW.STAMBOULIAN.COM.AR ST/_\ M B O U |—| /‘\ N

48587061 al 63 SERVICIOS DE SALUD

LABORATORIO laboratorio@stamboulian.com.ar




= > Figura N°2: La prueba estandar de oro: RT-
PCR. La mayoria de las pruebas que se estan imple-
mentando contra COVID-19 se basan en la reaccién en
cadena de la polimerasa con retrotranscripcion (RT-
PCR). La RT-PCR crea una copia de ADNc de un seg-
mento especifico del ARN viral, que se convierte en
ADN doble cadena que se amplifica exponencialmente.
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> > Figura N°3: Las proteinas recombinantes
forman filamentos de recombinacién con cebadores 'y
los insertan en sitios complementarios en la doble
hélice del ADN mediante la creacidn de un bucle de
desplazamiento o bucle D. Las proteinas de unidén a
ADN monocatenario (SSB) estabilizan la aperturadela
estructura de doble hélice y el bucle D. EI 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 amplificacion exponencial se produce sin la
necesidad deladesnaturalizacién

1- En presencia de ATP, se forman los complejos Primers-Recombinasay se unen al ADN complementario
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de amplificacién de 2 etapas, denominado RAMP.
Los cebadores LAMP externos pueden usarse
para la amplificacion de RPA y luego combinarse
con los cebadores LAMP adicionales para una
amplificacién adicional en un solo tubo o dispo-
sitivo (15).

2.2- Amplificacion mediada por transcripcidn
(TMA): es una técnica de tubo Unico y es mas
eficiente que la RT-PCR. Esta prueba de diagnds-
tico molecular es utilizada en el sistema Panther
Fusién de Hologic que permite un procesamiento
inmediato y totalmente automatizado de mues-
tras, incluidalaextraccion de ARN, laamplificacién
de secuencias target y deteccion en tiemporeal de
la presencia del virus (16). El sistema automatiza
los pasos complejos involucrados en el diagnods-
tico molecular lo que acelera el diagndstico y
reduce las posibilidades de error en comparacion
con la configuracion de un laboratorio que tenga
muchos procesos manuales; esto lleva a que
mejore el flujo de trabajo y lo que es mas importa-
nte, el riesgo de contaminacidn del personal y del
propio laboratorio. Utiliza una retrotrancriptasa
reversa (actividad ADN polimerasay nucleasa)yla
T7 RNA polimerasa, se observan dos fases, figura
N°4.

> > Figura N°4: Después de la sintesis 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
nuevosamplicones de ARN luego vuelvenaentrarenel
proceso de TMA permitiendo que este proceso de
amplificacién exponencial genere miles de millones de
amplicones de ARN.

Algunos grupos han demostrado una alta
sensibilidad y especificidad de la amplificacién del
target combinando RPA y LAMP en un protocolo
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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 ADNg,
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 (-). Poraccién dela RT copiael ADN da
una ADN doble cadena. Posee el promotor T7 que
serd reconocido por T7 RNA polimerasa. Que dara
lugar a cientos de copias de RNA antisentido. EN
LA FASE 2 se repite el ciclo generando gran
cantidad 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
entiemporeal.

2.3- Retrotranscripcion seguida de reacciéon de
amplificacién isotérmica mediada por bucle (RT-
LAMP): Varios laboratorios y empresas han
desarrollado y probado clinicamente pruebas de
RT-LAMP para SARS-CoV-2, (3, 17). La reaccion de
amplificacidn isotérmica mediada por bucle
(LAMP), ya sea a partir de ADN o RT-LAMP
usando RNA es una técnica de amplificacién
rapida de una secuencia target de un 4acido
nucleico utilizando oligos o cebadores especificos,
(figura N°5) y dos enzimas: una RT y una ADN
polimerasa con capacidad de desplazamiento de
cadena, como la Bst pol. En las pruebas de
diagndstico de LAMP el producto amplificado se
detecta por turbidez (detectando un subproducto
de la reaccién), por color (adicién de un colorante
sensible al cambio del pH) o por fluorescencia
(adicién de unmarcador fluorescente).

Proceso de Amplificacién: La amplificacién de los
ADN se realiza a través de repeticiones de
reacciones de elongacién que ocurren a través de
las regiones de asa que se forman en la estructura
original para la amplificacién de LAMP. En la
primera etapa de la reaccién se utilizan los
cebadoresinternos (FIPy BIP)yexternos(F3yB3)

Cada uno de los cebadores internos tiene
una secuencia complementaria a una de las
cadenas de amplificacién de la region terminal 3
idénticos alaregioninterna delamismacadenaen

el extremo 5'-terminal (figura 6A). La reaccién 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 quedd entre la secuencia blanco
y Fic, la Bst desplaza la cadena y el primer F3 se
alinea en su secuencia complementaria y a partir
de aqui 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
polimerasasintetizalacadenay B3 sealineaeinicia
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 poseelos bucles o asas
en ambos extremos (forma de pesas) (figura 6B).
De esta forma, los primers continian alinedndose
con las regiones complementarias con reacciones
de elongacidn que se repiten secuencialmente por
la actividad de desplazamiento de cadena a una
temperatura constante, formando diferentes es-
tructuras de maneraazarosa(figura7), (18).

> > Figura N°5: 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 extension produce una estructura con formade
pesas, compuesta de dos bucles en cada extremo.
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- BLP: primer de loop Antisentido

F: Forward y B: Backward
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F1c F2 B2 Bic
- c representa una secuencia complementaria, asi la secuencia Flc es
complementaria a la secuencia F1y Blc lo es a B1.
-FIP (BIP) es un cebador hibrido que consiste en la secuencia Flc (Blc) y la
secuencia F2 (B2).




>> Figura N°6: RT-LAMP: (A): Paso 1: en el
extremo 3' del ARN viral, la transcriptasainversay
el cebador BIP inician la conversién de ARN a
ADNc. Paso 2: En el mismo extremo, la ADN
polimerasa y el cebador B3 continlian generando
la segunda cadena de ADNc para desplazar y
liberar la primera cadena de ADNc. Paso 3: el
cebador FIP se une ala cadenade ADNcliberaday
la ADN polimerasa genera la cadena complemen-
taria. Paso 4: el cebador F3seuneal extremo3'yla
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 5y 7) de
varios tamafos

e viral > - ;
@
-RT @ % BIP Prime
A ¥3 F2 Fi Bic Bac Bse
R s e z

F3c Fa Fic B B2
El cebador B3 se une a la region B3c en el ADNCy tiene lugar la sintesis de ADN de desplazamiento de cadena. La cadena de ADN alargada
de BIP se reemplaza y se libera. La individual Il 3(estructura 3).

2-Generacion de 2°hebra de ADNc
mientras libera la 1° hebra de ADN¢

ia del ADNc liberado
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* Bst DNA Polimerasa
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i6n generan una mezcla de productos estructurados en forma de "coliflor”.

> > Figura N°7: Productos finales de RT-LAM-
P. Se generan distintas estructuras en forma de
bucle o loop de distinto tamafo. La estructura s da
origen 6,9 y11ylaestructura 7 daorigenalas estru-
cturas 8,10y 12,

Proceso de Deteccidn: 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 Calceina, un complejo de fluoresceina, (22). La
fluorescencia de la Calceina se inhibe inicialmente
cuando se une al manganeso. Los pirofosfatos
generados a partir de las reacciones de amplifica-
ciéon de ADN secuestran el manganeso y liberan la
calceina. La calceina libre puede unirse a los iones
de magnesio, aumentando la intensidad de su
emision de fluorescencia. Usando Calceina, Yan et
al.(20) desarrollaron un ensayo RT-LAMP para la
deteccién 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
requirié unaincubaciénde 60 minutosa 63°C.(b).

Las lecturas colorimétricas para técnicas
de amplificacién que utilizan polimerizacién enzi-
matica también se pueden lograr utilizando
indicadores de pH. Durante la sintesis de ADN,
cada adicién de un dNTP (desoxirribonucledsido
trifosfato) libera unién de hidrégeno que disminu-
ye el pH de la solucidn. La disminucion del pH es
proporcional a la sintesis 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 aparicién de
amplificacion. Después de una amplificaciéon de 30
minutos a 65°C, RT-LAMP logré la deteccién de
200 copias de ARN de SARS-CoV-2 extraido de
muestras de pacientes con COVID-19. El kit Covid
19-Neokit usa una RT-LAMP. Lareacciéon de LAMP
dacomoresultado, grandes cantidades de subpro-
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ducto de iones pirofosfato que reaccionan con los
iones Mg”" para formar el producto insoluble
pirofosfato de magnesio. Dado que la concentra-
cién de iones Mg disminuyen a medida que
avanza lareaccion de LAMP se mide la concentra-
cion deiones de Mg como medidadel progreso de
la reaccidn. Para ello se utiliza azul de hidroxina-
ftol, en donde una reaccién positiva se indica
mediante un cambio de color de violeta a azul
cielo(23).

Ventajas: LAMP es altamente especifico porque
usa unmayor nimero de cebadores.

Lareaccidn es rapida (1-2h) a 60-65°Ccon
un limite analitico de deteccién de 75 copias por
uL. El enfoque es simple de operar, facil de
visualizar para la deteccidn, tiene menos sefial de
fondoyno necesitauntermociclador. Losinconve-
nientes de LAMP son los desafios de optimizar los
cebadoresylas condiciones dereaccion.

Algunos de los ensayos moleculares dis-
ponibles actualmente para detectar SARS-CoV-2
utilizan tecnologia RT-LAMP en tiempo real, como
la prueba ID NOW COVID-19 de Abbott. Y los kits
de produccion nacional ELA CHEMSTRIP COVID-
19 y COVID-19 NEOKIT con tecnologia RT-LAMP
asociado a ensayos de flujo lateral.

3-Ensayos basados en Repeticiones Palindromicas
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 delos virus que han
atacado alas bacterias en el pasado, de esta forma
les permite reconocer lainfecciény asi defenderse
cortando el ADN de los invasores. En caso de una
segunda infeccion CRISPR se transcribe y se
procesaa ARN CRISPR (ARNcr), se acoplaconCas
y reconoce el transcrito del patégeno 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 disefiar y
sintetizar un ARN guia, podemos usar la enzima
Cas9 para cortar en un lugar especifico de un
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genoma. Esta capacidad es significativa ya que
abre la posibilidad de la edicion directa del geno-
ma, dentro de una célula. Dos tipos de proteinas
Cas, Cas12 y Cas13 son particularmente utiles para
desarrollar plataformas simples, portatiles y
econdémicas para detectar de manera confiable los
acidos nucleicos a nivelmolecular (24).

Las técnicas CRISPR, que utilizan Cas12 'y
Cas13, se hanincorporado alos enfoques de ampli-
ficacidon isotérmica para la deteccién de SARS-
CoV-2, figura n° 8. La secuencia de direcciona-
miento CRISPR debe incluirse al disefiar ceba-
dores para la amplificacion de ARN de SARS-CoV-
2. La secuencia de reconocimiento CRISPR esta
dentro del amplicén amplificado y entre los ceba-
dores. El complejo crRNA-Cas escanea amplicones
y se une especificamente a aquellos con la secuen-
ciadiana complementaria. Al detectar el target, las
proteinas Cas se activan para cortar la cadena de
RNA porCas130de DNApor Cas12(25).

Las zonas de reconocimiento para CRISPR,
son segmentos de acidos nucleicos cortos, mono-
catenarios marcados doblemente con un fluoré-
foro y un quencher, que pueden usarse como
sustratos (26). La escisidn de esta sonda separa el
quencher del fluoréforo 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
deteccidn en tiras reactivas (ensayo de flujo
lateral). Las nanoparticulas de oro (AuNP) en la
tira de flujo lateral estan 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 linea de con-
trol, lo que resulta en una acumulaciéon 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 proteina
Cas para escindir los indicadores de sefial, lo que
permite que se libere FAM y los AuNP adjuntos
viajanalalineade prueba, produciendo otrabanda
roja que indica una prueba positiva. Las sondas
marcadas intactas que estdn en exceso también
son capturadas enlalinea de control. La deteccién
basada en CRISPR verifica las secuencias de los
productos a partir de la amplificacién isotérmica y



solo produce sefal cuando existen las secuencias
correctas, lo que proporciona una mayor especifi-
cidad analitica que el uso de fluoréforos no
especificos 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 amplificacién isotér-
mica logra una amplificaciéon exponencial en un
corto periodo de tiempo, lo que supera esta limita-
cién de la tecnologia CRISPR en términos de
sensibilidad analitica.

Una de las plataformas de diagndstico
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 extraido, lo que condujo a la gene-
racion de productos de dsDNA. Los productos de
dsDNA se detectaron usando la escision colateral
dereporteros por Cas12y las tiras de flujo lateral se
utilizaron para producir sefales de lectura. El

método fue capaz de detectar 10 copias de ARN de
SARS-CoV-2 por microlitro de extracto de ARN. La
amplificacion y deteccidon se puede lograr en 30
minutos, lo cual es particularmente valioso paralas
pruebasrapidas.

Otradelas 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 deteccién de SARS-CoV-2,
(28). Después de la extraccién 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-
cién de RPA a 42 °C durante 25 min, se usa una
alicuota de la solucién de RPA. Como Cas13
detecta target de ARN agregaron un paso para
transcribir dsDNA a ARN, (utilizando la ARN
polimerasa T7). Através del corte de Cas13 escinde
un indicador y los productos se detectan por LFA,
asi se detectan hasta 10 copias / yL. La amplifi-
cacion y deteccion se puede completar en aproxi-
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madamente1h.
4-Ensayo deflujo lateral (LFA)

Los LFA consisten en cuatro membranas
diferentes que estanincrustadas lateralmente. Las
cuatro membranas son: almohadilla de muestra,
almohadilla de liberacién de conjugado, membra-
na de nitrocelulosa y almohadilla absorbente. El
producto de la amplificacién se aplica sobre la
almohadilla de muestra(29).

La almohadilla de liberaciéon del conju-
gado proporciona una membrana para el asen-
tamiento de sustancias inductoras de color. Las
nanoparticulas 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
oligonucledtido.

Al aplicar la muestra, las fuerzas capilares
transfieren el liquido de la muestra a la almohadilla
absorbente a través de la almohadilla de liberacién
del conjugado y la membrana de nitrocelulosa. La
migracion lateral del liquido de muestra a la
membrana de nitrocelulosa desplaza los conju-
gados hacia las "moléculas de captura" en las
lineas de control y prueba. Las moléculas de
captura son especies inmovilizadas en la membra-
na de nitrocelulosay estan disefiadas para acoplar-
seaconjugados antela presencia del target.

Las moléculas de captura en las lineas de
control estan disefiadas para formar una intera-
ccién estable con los conjugados y formar una
linea roja sin tener en cuenta la presencia o
ausenciadeltarget.

Finalmente, el exceso de conjugado y
muestra de liquido son llevados a la almohadilla
absorbente porfuerzas capilares, figuraN°9g (30).

> > Figura N°8: Esquema de CRISPR para la
deteccion de SARS-CoV-2. EI ARN del SARS-CoV-2
se extrae primero de las muestras de pacientes. El
ARN purificado luego se transcribe inversamente
aADNcyseamplificaatravés de técnicasisotérmi-
cas, por ejemplo, RT-RPA o RT-LAMP. Los ampli-
cones de ADNc se agregan directamente al siste-
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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 sefiala para el corte del ssADN de la
sonda marcada. Cas13 reconoce secuencias de
ARN que contiene secuencias que sefiala el corte
de sonda de RNA marcadas. El corte de la sonda
separa el fluoréforo del quencher y permite su
cuantificacidon. En un ensayo de fluorescencia, la
escision de la sonda marcada en forma doble,
genera fluorescencia. En un ensayo de flujo lateral
(LFA), conduce a la aparicién de una linea en la
zonadel test.

Sitio de reconocimiento CRISPR
RNA viral>
iy
[m— ]
[— D0

DNA l Amplificacién Isotérmica

RNA

\L CAS activacion

ENZIMA Cas12

Deteccién Fluorescente: H
Deteccién Tira : _e
Test (-) Test (+)

> > FiguraN°9: Ensayo deflujo lateral.
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En resumen, por ejemplo, los pasos en un
test rapido, seria una combinacion de distintas
técnicas como las que mostramos en la figura N°
10.

>> Figura N°10: Diagrama de flujo de los
pasosinvolucrados enuntestrapido.

Paso 1: 62°C, Paso 2: 379C, Paso 3: TA,
20 minutos 10 minutos 2 minutos
Extraccion

RNA > | RT-LAMP - - —> | Flujo Lateral
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>>> CONCLUSION

Como lo discutimos en esta revision exis-
ten métodos de amplificaciéon que son competi-
tivos con la PCR y que se benefician de la simplifi-
cacién proporcionada por el enfoque isotérmico
(31). Los métodos isotérmicos son particular-
mente adecuados para el desarrollo de una nueva
generacion de dispositivos de diagndstico para
aplicaciones de medicina de precision, como
también en entornos con recursos limitados. Se
observa un gran potencial con el desarrollo de
técnicas y dispositivos aplicados a nuevos test de
diagndsticos de uso enlaboratorios de bioquimica.
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>>> La presencia de autoanticuerpos en pacientes adultos define un subtipo de
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la sensibilidad de detecciéon de autoinmunidad en pacientes con DM1.
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INTRODUCCION

La autoinmunidad frente a la célula beta
pancreatica es caracteristica de la DM1y diversos
autoanticuerpos se utilizan como marcadores para
el diagndstico: IAA (anti-insulina), GAD (anti-
descarboxilasa del acido glutdmico) e 1A-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

Laisoforma 8 del ZnT8 es especifico de las
células pancreaticas, es una proteina de 369
aminodcidos codificada por el gen SLC30A8
localizado en el cromosoma 8 enla posicion g24.11.
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
unelamoléculade zinc).

Su sobreexpresion en cultivos de islotes
de células conduce a la secrecién de insulina.
Luego se ha demostrado la presencia de anti-
cuerpos anti-ZnT8 en el 60-80% de los pacientes
con diabetes mellitus tipo | (DM1) de reciente
diagndstico, 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 granulo de
secrecion de insulina. La presencia del cation es
esencial para el almacenamiento de la insulina, y
para la secrecién de la hormona frente al estimulo
deglucosa.(3,4)

Lainsulina se sintetiza en el reticulo endo-
plasmico de las células betas de los islotes pan-
credticos como una preprosinsulina, con la cadena
A, el péptido de conexidn, la cadena By un péptido
sefal, el cual va ser hidrolizado, transformandose
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 Ay B. La proinsulina luego de pasar por el
aparato de Golgi, ingresa al granulo de secrecidon
de insulina, alli 6 moléculas de proinsulina se unen
con dos iones Zing, para formar el hexamero de
proinsulina.

Esta proinsulina hexamérica se convierte
en el hexamero deinsulina por escision del péptido
Cporlaaccion de enzimas proteoliticas, conocidas
como PCi1/3 (prohormona convertasa 1/3), PC2
(prohormona convertasa 2) y CPE (Exoproteasa
CarboxipentidasaE).(5)

En relacidn con los epitopes reconocidos
por los anticuerpos anti-ZnT8, se ha descripto que
el 80% de los sueros de pacientes con DM tipo 1y
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 poblacién
humana en el codén del aminoacido 325 lleva a la
expresion de tres variantes proteicas: Arginina (R)
325, triptéfano (W) 325 y muy raramente gluta-
mina (R)325.(6)

La ausencia experimentalmente provo-
cada del ZnT8 en ratones knock out produce dis-
minucion de las concentraciones del cation en la
célula B, generando granulos de almacenamiento
atipicos, vacios e inmaduros y un aumento de la
relacion plasmatica proinsulina/insulina. En efecto,
el ZnT8 es la principal herramienta con la que
cuenta la célula 3 pancreatica para proveer el zinc
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destinado al procesamiento, maduracion y alma-
cenamiento de la insulina, y en consecuencia,
presenta un rol activo en la regulaciéon de la
homeostasis de la glucosa.(7)

En contraste con otros anticuerpos, los
anti-ZnT8 no parecen estar asociados con el anti-
geno leucocitariohumano (HLA) declase Il yporlo
tanto, podrian ser de especial valor en las personas
con bajo riesgo genético en aquellos donde el
perfil de otros autoanticuerpos es negativo .(8)

Diagrama esquematico de ZnT8 que muestra los
seis dominios transmembrana que forman el poro
delamembrana.(9)

Zinc Transporter 8

Figure 2 — Schematic diagram of ZnT8 showing the six transmembrane domains
forming the membrane pore. This is flanked by N- and C-terminal domains and a
histidine loop, which binds zinc ions3

Autoinmunidad en los distintos tipos de Diabetes
Mellitus

La diabetes mellitus (DM) comprende una
serie de enfermedades metabdlicas caracteri-
zadas por hiperglucemia como consecuencia de
defectos en la secrecién y/o accién de la insuling;
cuando no es tratada puede derivar en complica-
ciones a largo plazo, disfuncién y falla de dife-
rentes drganos, especialmente ojos, riflones, ner-
vios, corazény vasos sanguineos.

La DM y sus complicaciones constituyen
la tercera causa de muerte en los paises industriali-
zados, después de las enfermedades cardio-
vasculares y el cancer. Alrededor del 5-6% de la
poblacién mundial padece alguna de las formas de
estaenfermedad, lacual muestraunatendenciade



continuo crecimiento.

Se distinguen dos tipos principales de la
enfermedad: la DM tipo 1y la DM tipo 2, aunque
existen otras categorias, 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, condiferentes cargas genéticas etc.

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

La diabetes tipo 1, en cambio, es una en-
fermedad autoinmune mediada por una combi-
nacion de factores genéticos ( principalmente a
través del sistema HLA ) y desencadenantes
ambientales (probablemente relacionado con
virus, toxicos, eventos gestacionales, factores
dietéticos: déficit de vitamina Ay D o sobrepeso en
adolescentes), resultando en la infiltracion linfo-
citica de los islotes pancredticos, desarrollo de
autoinmunidad humoral, con aparicion de auto-

anticuerpos, destruccion de las células beta y
dependencia deinsulinaexdgenade porvida.(12)

En la patogénesis de la Diabetes tipo 1
(DM1) se puede diferenciar tres fases importan-
tes: la fase |, caracterizada por la presencia de
infiltrados mononucleares en los islotes pancreati-
cos; la Fase Il denominada comunmente pre-
diabetes, en donde se observa la presencia de
diversos anticuerpos dirigidos contra las células
del islote pancredtico y que son detectables en
alrededor del 70 al 90% de los pacientes en el
momento del diagndstico y que corresponde a las
primeras sefiales del comienzo del proceso autoin-
mune, cuando lamasa de células betas cae al 50%, y
lo Unico que se observa es una intolerancia a la
glucosaounaglucosaalteradaenayunas.

Y laFaselll, 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-
creatica, es cuando la masa de células betas dismi-
nuye al 10%, y tenemos el comienzo clinico de la
enfermedad (DM tipo1).

Elinicio del proceso autoinmune esta mar-
cado por la presentacion de un péptido diabeto-
génico al sistema inmune el cual puede tener
diversos origenes y de los cuales se pueden men-
cionar algunos antigenos virales, antigenos dieta-
rios o la propia presentaciéon de autoantigenos.
Este fendmeno produce una respuesta inmu-
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noldgica 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 pancreatico, en donde los linfocitos T ad-
quieren fundamental protagonismo. Es una enfer-
medad tejido-especifica, en la cual la autoinmu-
nidad se limitaaunaserie de moléculas expresadas
en las células B pancreaticas. La identificacion de
esas moléculas, blanco del sistema inmune, pro-
porciona informacidn relevante acerca del meca-
nismo patogénicoy abre el panorama para el desa-
rrollo de futuros agentes terapéuticos.

Utilidad de la determinacion de los distintos auto-
anticuerpos

Los antigenos reconocidos por estos anti-
cuerpos incluyen: ICA (islet cell antibodies), GAD
(acido glutdmico descarboxilasa), 1A-2 (proteina
tirosina fosfatasa), e insulina (IAA) .La incorpo-
racion de ZnT8A, en combinacidn con los marca-
dores clasicos, incrementa la sensibilidad diagnds-
tica de autoinmunidad de un 84% a un 93%, ratifi-
cando que ZnT8A constituye un marcador humoral
adicional a la triada ya existente. Ademas, a dife-
rencia de lo que ocurre con GAD e |A-2,ZnT8 esun
antigeno especifico de célula beta por lo que la
deteccion de ZnT8A pone en evidencia un dafio
especifico de dichas células.(14)

Cabe destacar que es de sumo interés la
inclusion de la determinacidon de ZnT8A en pacien-
tes con comienzo dudoso de DM tipo 1 ya que
permite disminuir el porcentaje de DM tipo 1B o
idiopatica. Asimismo, lainclusion de este marcador
enindividuos de riesgo (familiares en primer grado
de pacientes con DM tipo 1) es esencial, en los
ensayos terapéuticos de predi-ccion y prevencion
delaDMtipo1.(15)

En la actualidad se sabe que alrededor del
90% de los pacientes con diagndstico reciente de
DM1 poseen autoanticuerpos positivos para al
menos uno de los cuatro antigenos antes mencio-
nados. A pesar de que existe variabilidad en el
patron de la inmunidad, los anti-IAA son mas
frecuentes en nifios pequefos, en cambio los auto-
anticuerpos para IA-2 a menudo disminuyen
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después del diagndstico y los anti-GAD tienden a
persistirmayormente en el tiempo.(16)

Se ha debatido sila 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 significé el advenimiento de nuevos
conceptos fisiopatoldgicos, clinicos y terapéu-
ticos.

Los resultados de los estudios en general
han demostrado que los pacientes diabéticos
adultos con autoinmunidad positiva: 1) son mas
jovenes que los diabéticos tipo 2 (DM2) con auto-
anticuerpos negativos; 2) presentan un menor
indice de masa corporal; 3) tienen un deterioro
mds rapido delamasa R celular; 4) mayor presencia
de otras enfermedades autoinmunes especial-
mente hipotiroidismo; 5) mas elevada prevalencia
de complicaciones microangiopaticas.

El tipo y el titulo de autoanticuerpos tam-
bién se vincularian con las caracteristicas de Ila
enfermedad, ya que la presencia de mdas de un
autoanticuerpo o el alto titulo de alguno de ellos se
asocia a una situacion clinica similar a la diabetes
tipo 1 (DM1) mientras que la presencia de un sélo
anticuerpo vy titulos bajos cercanos al punto de
corte se relacionan a una situacion clinica similar a
laDMa.

La interpretacion de la autoinmunidad en
pacientes diabéticos adultos mayores es compleja
y la evolucién de la DM luego del diagndstico
puede ayudar a identificar grupos cuya presenta-
cidnfisiopatoldgicay clinica es diferente.

Para identificar a pacientes referidos
potencialmente como LADA se han propuesto
tres criterios diagndsticos: - Edad mayor a 30 afios
almomento del diagndstico.

- 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 determinacidn del anticuerpo contra
ZnT8 realizada en gran cantidad de estudios ha
demostrado que su frecuencia es alta en pacientes
con DM1y que este puede ser considerado como
un marcador adicional para utilizarse en la pes-
quisa y progresion de la enfermedad. La deter-
minacidn de anticuerpos anti-ZnT8 junto con otros
marcadores clasicos como GAD e IA-2 debiera
aumentar la sensibilidad de deteccidn de autoin-
munidad enla DM1.(18)

En nuestro pais, Ridner et al.(19), estudia-
ronuna posible subpoblacidn de pacientes diabéti-
cos con caracteristicas fisiopatoldgicas y clinicas
particulares, y concluyeron que la presencia de
autoanticuerpos en la poblacién adulta mayor con
diabetes de inicio posterior a los 65 afios no obesa
parece ser sustancialmente superior ala esperada.
No solamente existe, sino que tiene una prevalen-
cia alta. Por primera vez se incluye la determina-
cion de cuatro anticuerpos, especialmente ZnT8.
El autoanticuerpo mds frecuentemente hallado
fue el PAA, seguido del GADA y luego el ZnT8. El
IA2A parece ser un marcador de menor utilidad. La
utilizacion de los cuatro anticuerpos aumento
considerablemente el diagndstico 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%
GADAH+, el 53% IA-2A+ y el 65% fue ZnT8A+ para al
menos alguna de las variantes antigénicas emplea-
das (fig. 1A). Asimismo se analizé 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 inclusidon de
dicho marcador disminuyd el porcentaje de pacie-
ntes que dieron negativo para los 4 autoanti-
cuerpos a solo un 7%, reduciendo el nimero de
casosde DM tipo 1B oidiopatica.

>> Figura 1 - A) Histograma de prevalencias
relativas paralos marcadores IAA/PAA, GADA, |A-
2Ay ZnT8A empleando los respectivos RBA en 100
muestras de pacientes argentinos con DM tipo 1.
B) Sensibilidad conjunta de los marcadores. Las
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regiones de interseccion indican el porcentaje de
pacientes positivos para las diferentes combina-
ciones de autoanticuerpos. (14)
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Cabe destacar que la determinacion 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 razon que los
autores sugieren que los anticuerpos contra ZnT8
podrian ser marcadores utiles de autoinmunidad
para distinguir subgrupos de pacientes con DM2y
diabetes LADA que anteriormente eran negativos
paraotros marcadores.

El fendmeno de autoinmunidad que cara-
cteriza a la mayoria de los casos nuevos con DM1
ha encontrado una fuerte evidencia en una recien-
te publicacién de Dang et al.(21), donde, ademds
de la alta frecuencia descrita del anti-cuerpo anti-
ZnT8 en DM1, se describe la asociacidon de este
transportador con el proceso autoinmune media-
doporcélulasT.




>>> CONCLUSION

Todos los estudios demuestran que la de-
terminacion de este autoanticuerpo mejora la
prediccion de la enfermedad, proporcionando
evidencia de autoinmunidad y estableciendo una
medida mas sensible de este fendmeno cuando se
combina con otros autoanticuerpos como anti-
GADyanti-1A-2.
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Aspectos bioquimicos y factores de riesgo asociados
con el cancer cervicouterino

>>> El cancer 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 lainfecciéon
por el virus del papiloma humano. La lenta evoluciéon de la enfermedad, la

accesibilidad del cérvix para su estudio y conocer los aspectos bioquimicos en su
génesis podria contribuir a la busqueda de métodos de deteccién y tratamiento mas
eficaces.
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RESUMEN

El cancer 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
epidemioldgico que su principal factor deriesgo es
lainfeccidn por el virus del papiloma humano.

Existen otros factores del propio huésped
que lo predisponen al desarrollo del cancer de
cérvix. La lenta evolucion 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
bioquimicos en su génesis podria contribuir a la
busqueda de métodos de deteccién y tratamiento
mas eficaces en las lesiones malignas de cuello
uterino. Se realizé una revisién bibliografica con el
objetivo de describir un panorama general sobre
los aspectos bioquimicos y los factores de riesgo
asociados con este tipo de cancer. Fueron con-
sultadas las bases de datos cientificas: Pubmed,
Biomed Central, Medline, Scielo y Google Aca-
démico.

Palabras clave: cancer de cuello uterino, virus del
papilomahumano, causas de muerte, mujer.

>>> INTRODUCCION

El cancer de cérvix es una alteracion
celular que se origina en el epitelio del cuello del
Utero y se manifiesta inicialmente a través de
lesiones precursoras, de lenta y progresiva evolu-
cion, que suceden en etapas de displasia leve,
moderada y severa, que evolucionan a cancer, in
situ, en grado variable cuando esta se circunscribe
alalesion epitelial y luego a cancer invasor cuando
el compromiso traspasaalamembranabasal (1).

El cdncer representa un gran reto para la
sociedad contemporanea; 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-
ciéon Mundial de la Salud (OMS) calcula que cada
afio se diagnostican 500 000 nuevos casos de
cancer cervicouterino (CCU) y mueren mas de 550
000 mujeres, y que de estas, el 80% proceden de
paises subdesarrollados (2-4).

Se conoce que previo a la aparicién del
cancer, existe un periodo de algunos afios en que
se producen cambios celulares que llevan a la
aparicion de displasias epiteliales, que de ser
detectadas y tratadas a tiempo, evitarian lamentar
lesiones de mayor gravedad (5).

Las neoplasias malignas de aparato repro-
ductor seincluyen dentro de las 10 primeras causas
de cancer en la mujer. Las neoplasias de cérvix
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constituyen el 21,4 % del total de las neoplasias
malignas y el 85 % entre las ginecoldgicas. En los
paises latinoamericanos, mas de 30 000 mujeres
mueren anualmente por cancer de cérvix. Los
registros de cancer obtenidos por la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) muestran que hay
una incidencia relativamente alta en Brasil, Para-
guay y Perd; tasas inferiores muestran Cuba y
Puerto Rico, no asi Canada, que a escala mundial
presenta la tasa de mortalidad mas baja por esta
enfermedad (3,6,7).

En Cuba, el cdncer ocupa el segundo lugar
entre las diez primeras causas de muerte, solo
precedido por las enfermedades cardiovasculares,
y es la primera causa de afios de vida potenciales
perdidos (AVPP) en el pais. Las provincias de Pinar
del Rio, Artemisa, Sancti Spiritus, Ciego de Avila,
Camagtiey, Holguin, Las Tunas y la Isla de la
Juventud, sonterritorios donde esa enfermedad se
ha convertido en la primera causa de muerte. En el
pais, el cancer 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
afios que el ndmero de pacientes con CCU ha
tenido una visible tendencia al aumento; en el afio
1985 sereportaron solo 780 casos, para el afio 1990
ascendié este nimero a 1123, 1386 en el an02000,
hasta1645enel2009y paraelafio 2015 llegarona+
461 casos registrados, en los ultimos dos afio ha
disminuido la incidencia discretamente en 1 060 y
1024,en2017y2018 respectivamente (8,9).

En la provincia Cienfuegos del total de
mujeres examinadas en el Programa de Deteccion
Precoz del Céncer Cervicouterino, se diagnosti-
caron 73casos en el 2012y 15 casos en 2013, ademas
fallecen por esta causa 15 mujeres para una tasa de
7,6 por 100 000 habitantes del sexo femenino. No
se han publicado datos mas recientes en la provin-
cia.(10)

Los autores de este trabajo consideran
que los aspectos bioquimicos y moleculares de los
factores deriesgos constituyenun elemento esen-
cial para lograr mayor entendimiento de la enfer-
medad, para contrarrestar las estadisticas letales



de estapatologia.

Por ello, el fin de esta investigacién es
realizar una revisiéon bibliogrifica que permita
describir un panorama general de los conocimi-
entos actuales sobre las bases bioquimicas y los
factores de riesgo de padecer cancer cervicoute-
rino.

>>> DESARROLLO

El cancer se inicia cuando una célula
escapa alos controles de division y muerte celulary
comienza a proliferar descontroladamente. Todas
las células de un organismo multicelular complejo
estan sometidas a un riguroso control que abarca
tanto su potencial de proliferacion y diferencia-
cién, como la muerte celular por senescencia o
apoptosis. El tridngulo que se establece entre los

constituye la base sobre la cual se asienta la
homeostasiade érganosy tejidos (11)

La proliferacién y diferenciaciéon celular
son esenciales para la formacién reparacién y
mantenimiento de la adecuada funcionalidad de
todoslos tejidosy érganos en el organismo.

Cuando un tejido en desarrollo alcanza
cierto tamafio y organizacion, 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 divisidon. Desequilibrios de
este control conducen a trastornos de prolifera-
ciény junto a ciertas mutaciones convierten genes
reguladores de proliferacién y diferenciacion en
oncogenes desencadenantes de cancer (11).
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El cdncer es una enfermedad caracteri-
zada por el crecimiento anormal y diseminado de
células, que al desarrollarse en formaincontrolada,
avanzan entre los tejidos normales y los destruyen,
alterandose asi 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 histoldgicos: 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 cilindrico que tapiza el canal
endocervical. (3)

El desarrollo del cancer cervical, general-
mente, es muy lento y comienza como una afe-
ccion precancerosa llamada displasia, que se pue-
de detectar por medio de un citodiagndstico
vaginal y es 100 % tratable; por esta razdn, 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
diagndstico oportuno y tratamiento apropiado.

(312)

Las células cancerosas se distinguen de las
normales por presentar una multiplicacion incon-
trolada, a una velocidad mayor de lo habitual, que
no responden a los mecanismos que controlan la
multiplicacidon celular en el organismo. Tiene un
comportamiento invasivo que no respeta los limi-
tes de los drganos, con un metabolismo muy acele-
rado, alto consumo de energia, que obtiene por via
anaerobia, se afecta el tamafio y forma de la célula.
Presentan ademas modificaciones en los mecanis-
mos de reconocimientointercelular. (13)

La irrupcion del virus del papiloma huma-
no (HPV) como "factor necesario' para la génesis
del cancer cervical a partir de lesiones preinva-
soras, presente en el 99,7 %, motivé un cambio enla
concepcidn global de la enfermedad. Las constan-
tes investigaciones desplazaron la mirada futura
de la problematica desde una visién morfoldgica
hacia una concepcién molecular en pleno avance
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(14)

Se ha asumido que otros factores actdan
en conjunto con el VPH, influenciando el riesgo de
transicion de la infeccién VPH cervical a maligni-
dad. Estos factores son: comenzar las relaciones
sexuales aunaedadtemprana, elembarazo precoz
y la multiparidad, tener parejas sexuales multiples
o contacto sexual con alguien que ha tenido
parejas sexuales multiples; el empleo de anticonce-
ptivos orales por largos periodos, contraer el virus
deinmunodeficienciahumana (VIH), que debilita el
sistema inmunoldgico de la mujer y la hace mas
vulnerablealainfecciénporel PVH.(7,12)

Se hansefialado ademas entre otros facto-
res predisponentes, poseer antecedentes familia-
res de primera linea de cancer cervicouterino, el
habito de fumar y el bajo estado socioecondmico;
las tasas de mortalidad e incidencia son mas
elevadas entre mujeres pobres, ya que ellas no
tienen acceso alos servicios de diagndstico y trata-
miento (7,15-17)

Aspectos bioquimicos relacionados con la apari-
ciéndel cancer cervicouterino

Los componentes celulares guardan un
equilibrio desde el nacimiento de la célula pasando
por su etapa de alta actividad metabdlica hasta su
muerte, una Unica mutacién no es suficiente para
transformar una célula sana en cancerosa, deben
confluir varias mutaciones poco frecuentes. La
morfologianuclear es undatoimportante enel que
se basan los anatomopatdlogos para diagnosticar
un cancery se correlaciona conla desestabilizacion
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 ala pérdida,
duplicacién o translocacién (18)

El cancer de cuello uterino aparece en la
zona detransicion epitelial, la cual consta de
células troncales (células madre) desde donde se
originan lamayor parte de los cdnceres. De manera
que algunas células madre sufren la transforma-
cion y se convierten en displasia o adenoma pro-
ducto de la infeccién por VPH, luego otras altera-
ciones genéticas condicionan que la expresion 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 permitiran que la célula destru-
ya la [dmina basal entre al estroma en lo que se
conoce como transicidn 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 transicion maligna en
el cancer cervicouterino. Después de los cambios
previos se inicia el proceso de extravasacion (atra-
vesar vasos linfaticos o sanguineos) por donde las
células se diseminardn para dar origen a las
metastasis. (19)

Dentro de los aspectos bioquimicos en la
génesis del cancer 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
cancerdemamaentreel60yel80%y parael cancer
deovarioentreel10yel 40 % respectivamente (20).

Existen otros oncogenes que se relacio-
nan con la aparicidon 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 cancer en seres humanos.

A pesar de estudiarse el efecto de estos
genes en el ciclo celular, no existian claras eviden-
cias de su papel en el metabolismo de la célula
tumoral. Los cambios metabdlicos se veian como
unasimplerespuestaalas necesidades energéticas
de las células en proliferacion, desestimando el
papel de los oncogenes y proto-oncogenes en la
reprogramacion metabdlica. En la actualidad
existen evidencias que sustentan el concepto de
que la reprogramacion metabdlica en el cancer se
debe, primariamente a mutaciones de supresores
detumoresy 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 parala carcinogénesis. (21)

Revista Bioanalisis | Septiembre 2020 | 105 ejemplares

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 evolucién como componentes de
los mecanismos de regulacion metabdlica.
Consistente con esta hipdtesis, la activacion del
p53 como gen supresor de tumor, es critica para la
supervivencia de la célula y el balance entre
glucdlisis y respiracion aerdbica. En tumores, la
pérdida de p53 puede incrementar la sintesis
anabdlica a partir de intermediarios de la via
glucolitica, siendo critico en el reprogramado
metabdlico de células cancerosas. El tratamiento
con la droga antidiabética metformina, un supre-
sor de complejo 1 de la cadena de transporte del
electréon en la mitocondria, es especialmente
toxico para células tumorales con pérdida de p53

(20).

Las mutaciones en proto-oncogenes
pueden ser criterios para la seleccién de pobla-
ciones con tumores sujetos a estrés metabdlico.
Los clones de células con expresion de HIF1-a
mostraron aumento de la actividad del transpor-
tador de glucosa, y aumento de la glucdlisis y la
actividad de la enzima lactato deshidrogenasa. El
aumento de la glucdlisis es mediado por Ras y no
pordefectos enlamitocondria.

Elpapeldel Rasenlatumorogénesisyenla
reprogramacion del metabolismo mitocondrial
escomprobada, in vivo. La expresion de isoformas
de enzimas que garantizan el metabolismo
anabdlico en células tumorales, pueden ser conse-
cuencia de oncogenesy genes supresores (22)

Los oncogenes ligados al Ras inducen la
expresion de isoformas de enzimas que sustentan
las alteraciones metabdlicas en las células tumo-
rales. Tal es el caso de laisoforma M2 de la piruvato
kinasa (PKM2) la cual tiene menor actividad que la
isoformas M1 expresada en las células diferen-
ciadas. Esta enzima catalizala conversion del fosfo-
enolpirdvico en piruvato. La isoforma M2 provoca
una acumulaciéon de los metabolitos corriente
arriba en la ruta metabdlica, que pueden ser
derivadosaotros procesos biosintéticos (20)

La activacion de rutas de sefiales vincula-
das a oncogenes contribuye al reprogramado



metabdlico. La activacion de las vias de trans-
duccién de sefales del PI3K/AKT es quizds la
alteracion mdas comun en canceres humanos
espontdneos. Cuando se activa PI3K/AKT se eleva
la tasa de utilizacion de la glucosay se activa la via
glucolitica. Este efecto esta justificado por el
aumento en la expresion del transportador de glu-
cosa, la activacion ademas de la glucdlisis através
de lasobreexpresion de la hexoquinasa, conlo que
aumenta la capacidad de convertir la glucosa en
glucosa 6 fosfatos y de esta manera queda
atrapadaenelinterior celular.

Adicionalmente la sefializacion de AKT
induce la expresién de fosfofructoquinasa Il en
lugar de la fosfofrutoquinasa |, lo cual induce un
aumento delavia glucolitica (20).

Con el desarrollo de herramientas mole-
culares se ha logrado una mejor comprension de

las bases moleculares del cancer. En general se
presenta por la produccidn de defectos en genes
especificos, que llevan a una proliferacién celular
incontrolada. Las alteraciones genéticas que
jueganun papelimportante sonlasinvolucradasen
ganancia y pérdida de funcién de proteinas que
regulan el ciclo de proliferacién celular (23).

Los autores coinciden con lo descrito por
Cardelld donde deja claro que, la transformacién
de la primera célula a otra anormal, es el evento
desencadenante del resto de la historia natural del
cancer. Esta célula anormal al multiplicarse man-
tiene su naturaleza anormal en su descendencia.

(13)

La integridad de la molécula de ADN es la
principal sefial reguladora de la progresidn del ciclo
celular. El conocimiento del ciclo celular tiene im-
portancia en la practica médica por su vinculacién
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conlagénesisdel cancer.(24)

Las nuevas mutaciones en las células
iniciadas y promovidas conducen a que proliferen
de modo auténomo, sin la necesidad del concurso
de agentes promotores, luego pasa a la fase
decrecimiento incontrolado. La capacidad de inva-
sién de un tumor esta vinculada a cambios adicio-
nales en el comportamiento celular. Se ha compro-
bado que los tumores cancerosos suelen producir
factores angiogénicos, como el factor basico de
crecimiento de fibroblastos, los cuales a su vez,
estimulan el desarrollo de los vasos sanguineos
que nutrenlamasatumoral.

Adicionalmente las células cancerosas
producen colagenasa y otras proteasas que
degradan las membranas basales, lo cual posibilita
la invasidon a los tejidos. Los cambios inmuno-
I6gicos posibilitan que las células cancerosas del
tumor original y de la metdstasis escapen a la
vigilancia del sistemainmunoldgico (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
gendémico del VPH tipo 16 (el mas relevante en su
potencial oncogénico) se destaca por tener una
region temprana (E), una regién tardia (L), en
dependencia del momento en que se expresan
durante el ciclo de vida viral, una regién de control
largo (LCR) y 8 regiones de lectura abierta (ORF).
El gen L1 de la region tardia, codifica proteinas
estructurales de la capside similares en todos los
tipos de VPH. Los genes E6 y E7 de la region
temprana codifican proteinas importantes para la
transformacion neopldsica de la célula epitelial
humanainfectada.(25)

El origen del cancer cervicouterino se
relaciona con la infeccion del virus del papiloma
humano de alto riesgo (tipos 16 y 18). Una vez que
logra penetrar a la célula huésped inicia la expre-
sion de sus genes. Las moléculas criticas en la
replicaciénviral 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
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oncogenes inducen la proliferacién, inmorta-
lizaciény transformacién maligna de las(26)células
infectadas.

DeteccidondelaproteinaE6.

Las proteinas E6 y E7 actian como marca-
dores proteicos de este proceso, los cuales pueden
ser detectados por medio de anticuerpos fluores-
centes mientras estan unidas a sus respectivas
proteinas.

Transformacién maligna por VPH.

La esencia del proceso oncogénico, desde
el punto de vista molecular, es que las proteinas E6
y E7 se logran unir a dos proteinas supresoras de
tumor del organismo humano. La proteina E6 se
una a la proteina p53 que es una proteina celular
supresora de tumores, induciendo el desarrollo tu-
moral y la destruye, y la E7 se une a p105Rb,
proteina del retinoblastoma y supresora de tumo-
res, y la neutraliza e impide que ejerza su efecto,
alterando adicionalmente el control del ciclo celu-
larnormal.(19)

El evento crucial en el proceso oncogénico
ocurre cuando el genoma viral se integra al geno-
ma del huésped. En este proceso de integracion se
produce una alteracidn del gen E2 que a su vez
modula los dos genes virales asociados a carcino-
génesis: el E6 y E7, los cuales se expresarian en
forma desregulada(25).

Las proteinas E6 y E7 se expresan conti-
nuamente enlos canceres asociadosaVPH, y pose-
en gran capacidad de promover la inestabilidad
genética através de lainduccién dela proliferacion
celular, disrupcidn del control del ciclo normal e
inhibiciéon delaapoptosis (25)

Normalmente la proteina p53 activada es
requerida para detener el ciclo celular en la faseG1
como resultado de la estimulacién directa a
p21cip1. Una ausencia o inhibicidn de esta propie-
dad conduce ainestabilidad genédmica. Alternativa-
mente, cuando los dafos en el ADN son mas
severos o cuando hay una gran replicacion viral,
p53 puede activar la viaapoptdtica (27).
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La génesis del cancer cervicouterino y el
papel de los protooncogenes, tienen accién anta-
gonica sobre la proteina p53, de manera tal que
impiden la reparacion del DNA y constribuyen a la
aparicion de los oncogenes. Las células que
contienenalvirusintegrado, adquieren ventajas de
crecimiento sobre las que contienen episomas
virales, lo cual provocala expansion clonal de estas
células. Estas células tieneninestabilidad gendmica
lo que conduce a la progresion de la maligniza-
cion.(28)

Este virus no produce viremia, por lo que
pasainadvertido por el sistemainmune. Ademas, al
igual que todos los ADN virus, tiene mecanismos
para inhibir la sintesis de interferén por la célula
huésped. Estas estrategias virales generan infe-
cciones cronicas por largos periodos de tiempo sin
queelhuéspedse entere (26)

Ma3s de 100 genotipos de este virus han
sido descritos hasta la fecha y se han identificado
aproximadamente 40 tipos de VPH que pueden
infectarlamucosa genital. De estos, solo 15 poseen
potencial oncogénico, constituyéndose en un co-
factor necesario para el desarrollo delesiones neo-
pldsicas intraepiteliales (NIE) pre-cancerosas y
cancer de cuello uterino (25).

Si junto con los datos anteriores, se estu-
dia la epidemiologia de las infecciones por VPH,
esposible observar algunas condiciones particula-
res. Se aprecia entonces que en mujeres sanas
menores de 20 afios las infecciones genitales por
VPH son extraordinariamente frecuentes en una
proporcidondel 25a30%, las cuales seresolveran en
un periodo de seis meses; en aquellas mujeres
entre 20 a 24 afios, las infecciones disminuyen a
alrededor de 18 %; entre los 25 a 49 afos disminuyen
aun mas, pero nunca hasta el valor nulo. No obsta-
nte, a partir de los 50 afos, vuelven a aumentar las
infecciones, lo que coincide con la menopausia y
con los cambios hormonales, cuya explicacién
reside en que los VPH tienen dentro de su genoma
una secuencia que no codifica para proteinas vira-
les, pero si es una secuencia blanco para recep-
tores de estrégeno, por lo tanto, el estrégeno con-
diciona la infeccién viral y, sumado al rol que tiene
la inmunidad en el tracto genital, aparece una
reactivacion deinfecciones en el periodo de la post
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menopausia(19)

Se considera que las fumadoras tienen
doble riesgo de lesidn intraepitelial con respecto a
las no fumadoras. Experimentalmente se ha de-
mostrado la presencia de nicotina, cotininay otros
mutdgenos derivados del tabaco, en mujeres fuma-
doras con lesidn intraepitelial. Ademas, es bien
conocido el dafio molecular del acido 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 mas frecuencia
entre las mujeres fumadoras. Otro mecanismo
atribuido a este factor es la induccidn indirecta de
inmunosupresion y la reduccidon de antioxidantes
provenientes deladieta(29,30)

Mujeres portadoras del ADN del VPH, con
7 0 mas embarazos a término, tienen un riesgo de
padecer la enfermedad de 4 veces mds que
mujeres nuliparas o con menor numero 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 afios, donde el epitelio estd en fase de transicién
este es mas susceptible a las lesiones. En los emba-
razos a término y partos naturales la probabilidad
de traumas en la zona de transicidn en el cuello
uterino no es frecuente, por lo que la influencia de
estefactores cuestionable (27).

Ha sido reportado que el uso de anticon-
ceptivos orales por mas de 5 afios es un cofactor
queincrementa4 veces elriesgo de padecer cancer
de cérvix en mujeres portadoras de VPH. Otro
hallazgo de las investigaciones epidemioldgicas
expone que tras un diagndstico de displasia, en
aquellas mujeres que consumen anticonceptivos
orales, la progresion a carcinoma, in situ, es mas
rapida. Existen varios mecanismos por los cuales
lashormonas sexuales (estrégenoy progesterona)
pueden catalogarse como factores que favorecen
los efectos celulares de la persistente infeccién por
el VPH. Estas hormonas inhiben la transactivacion
transcripcional mediada por p53 de genes involu-
crados en el arresto del ciclo celular y la apop-
tosis.(30)



>>> CONCLUSIONES

Lainfeccidnpor VPH es unfactor deriesgo
para padecer cancer de cérvix. Varios estudios
epidemioldgicos han resaltado su importancia en
la biologia molecular e historia natural del cancer
de cuello uterino. Se ha demostrado que un por-
centaje de mujeres infectadas con VPH onco-
génicos no desarrollan lesiones cervicales aso-
ciadas con cancer, lo cual indica que existen fac-
tores del propio huésped que lo predisponen o lo
protegenal desarrollo del cancer de cérvix.
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Estandarizacién y validacion de pruebas de elisa tipo indirecto
para la determinacion de los niveles de anticuerpos IgG e IgE
anti- leishmania, como método complementario para el diag-
ndstico y seguimiento de la respuesta al tratamiento.

Y

>>> LaLeishmaniasis es causada por un protozoo parasito del género Leishmania y transmitida
por la picadura de fleb6tomos hembras infectadas. Tiene gran incidencia en poblaciones pobres. Es
una de las 18 enfermedades mas desatendidas del mundo, segun catalogé la Organizacién Mundial

de la Salud (OMS).Se estima que cada aio se producen entre 700.000 y un millén de nuevos casos y
entre 26. 000 y 65.000 defunciones a nivel mundial. Es clara la necesidad de estar mas actualizados
sobre estapatologia es por eso que le presentamos en siguiente trabajo de investigacion.
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RESUMEN

La leishmaniasis cutdnea se caracteriza
por lainduccién de unarespuesta inmune celulary
humoral, siendo los niveles de anticuerpos IgG e
IgE indicadores seroldgicos del diagndstico, la
progresién y resolucion de la enfermedad. En el

presente estudio se estandarizaron dos pruebas
de ELISA indirecto para determinar los niveles
séricos de anticuerpos 1gG o IgE contra antigeno
soluble de Leishmania braziliensis (ASL). Se trabajé
a partir de la cepa de L. braziliensis (MHOM/

BR/75/M2903).

Enel ELISAIEE se hizo un pre-tratamiento
del suero con anticuerpos anti- IgG humano y
Polietilenglicol (PEG); la dilucién Sptima de la
muestra para ambos ELISA fue 1/21, la dilucién del
conjugado fue 1/500 para el ELISA IgG y 1/100 para
el IgE.

Parael ELISA 1gG estandarizado se encon-
tré un indice de correlacion 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



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 diagnds-
ticoy seguimiento al tratamiento leishmanicida.

Palabras clave: Leishmaniasis, ELISA, 1gG, IgE,
Estandarizacion.

INTRODUCCION

Las leishmaniasis son un grupo de enfer-
medades parasitarias producidas por protozoos
flagelados del género Leishmania que infectan
principalmente a los macréfagos del hospedero, y
otras células como neutréfilos, eosindfilos, masto-
citos y fibroblastos del hombre y mamiferos como
el perro, roedores y marsupiales. Se transmite por
la picadura delinsecto vector fleb6tomo 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
nifos de 88 paises estan en riesgo de contraer la
enfermedad, 72 de estos paises estdn en vias de
desarrollo y 13 de ellos son considerados los paises
mds pobres del mundo (Ministerio de Salud Publi-
ca,2011).

En Bolivia, aproximadamente 800000
personas que viven en zonas tropicales y subtro-
picales estan riesgo contraer la de infeccidn
(Ibafiez Calero,2008)y se calcula que existen 2 500
nuevos casos por afo con una incidencia de 32.7%
(Ministerio de Salud, 2012), Los parasitos asocia-
dos con leishmaniasis en nuestro pais 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 lahumoral. En la primeraintervienen macro-
fagos, neutrdfilos, eosindfilos, células dendriticas
y linfocitos T. La segunda esta mediada principal-
mente por anticuerpos IgG e IgE especificos contra
Leishmania que son producidos gracias a las cito-
quinas generadas de lainteraccién entre linfocitos
B y T. (Sousa, M.A. 2005). Un gran numero de
investigaciones han demostrado que en casos de
una terapia leishmanicida exitosa especialmente
con antimoniales pentavalentes, los niveles de
anticuerpos 1gG, IgM e IgE estdn significante-
mente reducidos con respecto alos niveles séricos
antes del tratamiento (Atta, A.M.2002).

El diagndstico inicialmente se realiza en
base a la presentacion clinica de la lesién y la
observaciéon microscépica delos promastigotes en
el frotis de lesidn. La inmunofluorescencia indire-
cta(IFl),lareaccidonen cadenadelapolimerasay el
ELISA indirecto suelen ser herramientas que ayu-
dan al diagndstico definitivo de la enfermedad en
caso de parasitémias bajas. También son Uutiles
para el seguimiento de la eficacia terapéutica y
progresién de la enfermedad. (Salud O. M., 2010)
(Oddone, R.;Canese, A., 2005). Por lo antes
expuesto, en el presente estudio se estandarizd y
validd dos test de ELISA indirecto que miden los
niveles de anticuerpos de tipo IgG y tipo IgE contra
antigeno soluble de Leishmania braziliensis.

>>5> MATERIALESY METODO
Cultivo de Parasitos

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 antibidticos
(penicilina'y estreptomicina al 0,5%) en una caja de
cultivode25cms.

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.

Obtencidn del antigeno soluble de Leishmania
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(ASL)

Se recuperd el contenido de una caja de
cultivo en un tubo Falcon de 15 ml, se realizaron
tres lavados con tampdén PBS (NaCl 130mM,
Na.HPO, 8,1mM, KH,PO, 1,5 mM, pH 7,4 y 0,01M),
luego, se centrifugd a 2500 rpm por 5 min, dese-
chando el sobrenadante. Luego del tercer lavado,
se resuspendid el precipitado en un volumen de 6
ml de PBS, se realizé el recuento de para- sitos en
camara de Newbauer. Se realizé un protocolo de
sonicacién directa (100 watios y 3 pulsaciones por
segundo), cumpliendo 10 ciclos alternos de 1 min.
de sonicacién y 30 seg. de reposo. A partir de la
muestra total sonicada, se evaluaron dos proto-
colos, en el primero no se hizo ningun tratamiento
adicional (Khairul, 1999), en el segundo protocolo
se centrifugd la muestra a 6500g/15 min y se
trabajo solo con el sobrenadante (Atta, 1998). En
ambos casosla concentracién de ASL fue evaluada
por el método de Lowry obteniendo una concen-
tracion de entre 18 y 235 pg/ml, finalmente se
guardaron las alicuotas de ASL a -20°C hasta el
momento de su utilizacidn.

Preparacion de las placas de microtitu-
lacion de ELISA con ASL. Se tapizaron placas de
poliestireno de 96 pocillos de fondo plano Greiner
bioone (CELLSTAR®) por adsorcidén pasiva con la
solucién de ASL alas concentracionesde 20,1005
pg/ml. Se evaluaron dos tampones diluyente de
ASL: Tampdn Carbonato-bicarbonato 0,1 M pH 9.6
y el Tampén fosfato salino (PBS) 0,01 M pH 7.4,
NaCl 1mM. Se sembraron 100 pl por pozo de la
solucidon de ASL y se pre incubd por 30 minutos en
agitacion suave a 250 rpm y 37°C. Luego, se
incubaron las placas a 4°C durante toda la noche.
Para eliminar el antigeno no fijado o mal fijado ala
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 cominmente emplea-
das en los test de ELISA (PBS-Albumina Sérica
Bovina(BSA)alo,1% 0 PBS-Leche Morinagaal 5 %),
se afiadieron 200 pl de la solucién de bloqueo
respectiva y se dejé en incubaciéon a37°Cde unaa
dos horas. Esta accidn se realizd para tapizar los
sitios activos que no fueron recubiertas por el ASL
(bloqueo de sitos activos de los micropozos).



Después, se procedid a lavar los pozos como se
menciond anteriormente y se guardaron las placas
a-4°Chastasuutilizacion.

Estandarizacion de la técnica de ELISA indirecto
para determinar anticuerpos IgG anti-leishmania

Para la estandarizacion del ELISA 1gG
se evaluaronlos protocolos portriplicado:

a. Determinacion de la dilucion éptima de los
sueros: Se evaluaron las di- luciones 1/21, 1/51, 1/100
y1/500 delos sueros de referencia, control positivo
(+) y negativo (-) en PBS-Tween-20 con BSA al 0,1
%. Se afadid 1oopl por pocillo en las placas de
ELISA que contenian ASL alas concentraciones de
5, 10 y 20 pg/ml, se evaluaron diferentes tempe-
raturas de incubacién a 37°C (30 minutos, 1horay 2
horas), yselavédlasplacas.

b. Determinacion del titulé6 optimo del conju-
gado: se evaluaron las diluciones 1/100y 1/500 de la
anti-inmunoglobulina humana IgG conjuga- do con

peroxidasa (Sigma-Aldrich, USA) en PBS-Tween-
20-BSA 0,1%, se afiadieron 100pl de estas dilucio-
nes por pocillo, se incubé a 37°C por 30 minutos o 1
horayselavaronlasplacas.

c. Adicidondel cromdgeno-sustrato: se afiadieron
100 pl por pocillo de una solucidn de OPD disuelto
en tampdn citrato-fosfato 0,05 M pH 5y 18 gotas
de H202 (minutos antes de sus uso) y se dejé en
incubaciéna37°Cpor30 min.

d. Parado de la reaccion enzimatica: se realizd
afiadiendo 5opul de H2SO4 3N por pocillo. Poste-
riormente se realizaron lecturas de las densidades
Opticas a 490 con filtro de referencia a 630 nm en
un lector de ELISA (Bio-teck Instruments Inc,
USA).

Estandarizacion 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 realizé un
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pre-tratamiento a los sueros controles positivos
(+) y negativos (-) con una solucién de anticuerpos
anti-IgG humano diluido 1/500 en solucidén salina
fisiolégica (SSF). Para ello se mezcld 200 pl de los
sueros control con 25 pl del precipitan- te de IgG y
se incubd por una hora a 26°C en agitacion
constantea250rpm. Luego, se afadieron 160 pl de
SSF y 60 pl de polietilenglicol al 12,5 % (PEG) se
mezcld bien y se dejé en incubacién por 30 min. a
37°C, se centrifugaron los tubos a 3500 rpm por 15
min. El sobrenadante libre de IgG fue utilizado para
estandarizarlapruebade ELISA.

a. Determinacién de la dilucién dptima de los
sueros: Tomando en cuen- ta el factor de dilucién
previo, se hizo el ajuste a diluciones 1/10 y 1/21delos
sueros control positivo (+) y negativo (-), se
empled como dilu- yente PBS-Tween 20-BSA al
0,1 %. Para evaluar la efectividad del proceso de
precipitacion de IgGs se evalud sueros pre-
tratados y sueros sin pre-tratamiento, se anadio
100pl por pocillo en las placas de ELISA con
concentracionesde10y20 pg/mlde ASL, seincubd
a37°Cporunahorayselavaronlasplacas.

b. Determinacidn del titulo dptimo 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
afiadieron 100 pl por pocillo e incubd a 37°C por 30
min. Después selavaronlas placas tres veces.

c. Adicion del cromdgeno-sustrato: se afiadieron
100 pl por pocillo de la soluciéon de OPD disuelto en
tampdn citrato-fosfato 0,05 M pH 5y se dejd en
incubaciéna37°Cpor30 min.

d. Posteriormente, se detuvo la reaccién enzima-
tica mediante la adicion de 50ul de H,SO, 3N por
pocillo. La lectura de las densidades Opticas: se
realizé delamismamaneraqueparael ELISAIgG.

Repetitividad y reproducibilidad de los datos de
los testde 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-
rizacion. Para ambos pardmetros se proceso las
muestras bajo las condiciones de trabajo esta-

Revista Bioanalisis | Septiembre 2020 | 105 ejemplares

blecidas como dptimas para cada ELISA. El
proceso de re- producibilidad fue realizado de
manera cegada por diferentes operadores.

Validacion de los ELISA estandarizados

Para los dos ELISA estandarizados se
realizé el test diagnostico con un pa- nel de 15
sueros positivos para leishmaniasis y 10 sueros
negativos gentilmente cedidos por el laboratorio
de Parasitologia del Instituto Nacional de
Laboratorios en Salud (INLASA). En el caso del
ELISA IgG anti ASL se determind la correlacién de
resultados frente a un kit ELISA comercial que
determina anti- cuerpos 1gG 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
realizé la validacidn frente ala condicién de sano o
enfermo de los pacientes ya que estos mediante
clinica y laboratorio de les habia descartado o
confirmado la enfermedad. Se realizaron los cal-
culos de sensibilidad, especificidad, valor pre-
dictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo
(VPN)y el indice Kappa para determinar el grado
de correlacién entrelos dos métodos utilizados.

>>> RESULTADOS

Obtencién del antigeno soluble de Leishmania
(ASL).- No se encontré di- ferencias notables a
nivel de la cantidad de ASL obtenido entre los dos
protocolos evaluados, se evidencid que existia
proporcionalidad entre las concentraciones de
ASL obtenidas (p> 0,05): Sin embargo en la
practica, se obtuvieron mejores resultados con el
protocolo de obtencidn de ASL a partir del sobre-
nadante de los promastigotes sonicados. Este
protocolo de obtencidn de ASL permitia obtener
una concentracion de antigenos proteicos en el
rango derangode180a230 pg/ml.

Condiciones dptimas de trabajo de las pruebas
de ELISA estandarizadas

Se determind que paralograr un tapizado
dptimo de los pocillos de ELISA tipo IgG, se deben
sembrar por pozo 100 pyl de ASL ala concentracién
de 10 pg/ml diluido en tampdn carbonato/bicar-



)

Revista

ENCUARENTENA ,
AUMENTA TUS VENTAS Y POSICIONA TU MARCA

M&m: con hosothos
>y

» PROMOCIONA TUS PRODUCTOS EN TODO EL PAIS.

PP Contamos con mds de 26.000 mails de profesionales del
area, suscriptos a nuestra edicion on-line. Tenemos convenios
con varios colegios y asociaciones del pais, para distribuir entre
sus asociados nuestro formato digital. Y seguimos continuamente
trabajando para mejorar nuestro alance, maximizando la llegada
a lectores de todo el territorio Argentino y paises limitrofes.

PP NUESTROS LECTORES DISFRUTAN LOS EJEMPLARES DESDE
CUALQUIER PLATAFORMA, CON LA OPCION DE DESCARGAR
LA REVISTA COMPLETA EN PDF.

www.revistabioanalisis.com



bonato 0,01M, pH 9,6; el post tapizado debe
realizarse con 200 pl de PBS-BSA al 0,1%. Se deben
sembrar 100 pl 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 300pl de PBS-Tween 20 al 0,05%. Se
adiciona 100 pl de conjugado diluido 1:500 y se
incuba por 30 minutos. Se repite el proceso de
lavadoy se afiade 100 pl por pocillo de una solucién
de 2,2 mg/ml de OPD y 1,8 pl /ml de H,0,,
incubandose por 30 minutos. La reaccién debe ser
detenida con la adicion de 5oul de H,SO, 3N por
pocillo. Y las densidades dpticas deben leerse a las
longitudes de onda de 490-630 nm. Todos los
procesosdeincubacidnserealizarona37°C.

En el caso del ELISA que mide niveles de
anticuerpos IgE, se establecié que el tapizado de
ASL deberealizarse enlas mismas condiciones que
para IgG con la salvedad de que el antigeno debe
estaralaconcentracidonde 20 ug/ml. En este ELISA
todos los tiempos de incubacién, el proceso de
lavado de las placas, y de dilucion de: muestras,
controles y conjugado fueron realizados en las
mismas condiciones que en el ELISA mencionado
en el parrafo anterior. Se establecid que debe
sembrarse 100 pl suero libre de anticuerposigGala
dilucién 1/21 e incubar por una hora, debe
sembrarse 100 pl del conjugado aladilucién 1/100 e
incubarse por 30 minutos; sembrar 100 pl del
cromégeno/sustrato (OPD/H,0,) e incubar por
otra media hora, la parada de la reaccion y la
lectura de las densidades dpticas se realizé como
enel ELISAantes mencionado.

Determinacion de las lineas de corte de los dos
ELISAs estandarizados

La linea de corte de cada test de ELISA se
obtuvo procesando 50 muestras negativas para
leishmaniasis por clinica y laboratorio. Para el
ELISA 1gG anti Leishmania el valor promedio de las
DO de las muestras fue 0,203 (p<0,05),con
desviacion estandar de 0,019, la linea de corte se
establecié sumando 3 veces la desviacién estandar
(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), desviacién
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estandar 0,017, estableciéndose un valor de linea
corte una valor de DO de 0,155. Durante la
determinacién de la linea de corte a manera de
control de calidad se evaluaron 15 muestras
positivas para leishmaniasis diferentes a las
utilizadas en el proceso de estandarizacion antes
mencionado (figuras1y2).

> > Figura 1. Determinacién de la linea de
corte del ELISA IgG anti-Leishmania braziliensis
estandarizada procesando 50 muestras negativas.
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> > Figura 2. Determinacién de la linea de
corte del ELISA IgE anti-Leishmania braziliensis
estandarizada procesando 50 muestras negativas.
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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 [aboratorio se muestras en las tablas 1y 2. Se
destaca en el caso del ELISA 1gG que las
desviaciones estdndar (DS) son < a 0,008 unida-
des de D.Oy que los coeficientes de variacion (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
0,002ylos CV <2,1%.



Tabla1. Resultados de determinacidndela Enla tabla 2, se muestra los resultados de
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correlacion de resultados de los ELISA
estandarizados.

Enlatabla 3, se muestralosresultados del
test diagndstico, en el que se determind un100%de
correlacion 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
indice de correlacion 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 indice de correlacion de Kappa
también fue de 1,00 (p< 0,05).

> > Tabla 3. Resultados de los paneles de
sueros positivo y negativo seguin los ELISAs estan-
darizados frente a un kit comercial en el caso de la
determinacion de anticuerpos IgG o pacientes
sanosy enfermos en el caso de ladeterminaciénde
anticuerpos IgE.

ELISA 19G ELISA IgE

MUESTRAS PROCESADAS POR
EL ELISA COMERCIAL
RIDASCREEN-BIOPHARM®

CONDICION DEL PACIENTE
SANO / ENFERMO

POSITIVOS [NEGATIVOS | TOTAL | ENFERMO | SANO TOTAL
g POSITIVOS 15 0 15 15 0 15
< o

2«2

S23

£ ;g NEGATIVOS 0 10 10 0 10 10
8 2 o 15 10 25 15 10 25
=

>>> DISCUSION

La bibliografia cientifica plantea dife-
rentes métodos para la obtencidn de antigeno
soluble de Leishmania, cada uno con caracte-
risticas peculiares, Khairul (1999) plantea que los
promastigotes deben estar enfase estacionaria de
crecimiento, y se debe realizar la “cosecha ”
después del tercer o cuarto “pase de cultivo”
luego, se debenlisarlos parasitosy cuantificar para
determinar la concentracién de proteinas. Otro
método plantea que después del sonicado de la
muestra, esta debe ser centrifugada a 4300 g
(6800 rpm) para obtener el antigeno soluble de
Leishmania a partir del sobrenadante (Khairul,
1999). En el presente trabajo se evidencié que
cuando se tapiza los micropo- zos de ELISA con el
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ASL proveniente directamente del sonicado, las
impurezas contenidas en el ASL son reconocidas
de manera inespecifica (reaccién cruzada) por
anticuerpos 1gG, favoreciendo resultados falsos
positivos en el ensayo. Al centrifugar el ASL y
trabajar con el sobrenadante se eliminan estas
unionesinespecificas de los anticuerpos.

Losresultados demostraron que no existe
diferencia significativa al utilizar uno u otro tam-
pon (Carbonato/Bicarbonato y Fosfato Salino),
(Iniesta, 2007) como diluyente del ASL en el
tapizado. Sin embargo en el postapizado, cuando
se utilizé la solucién de PBS-Leche Morinaga al 5%,
se pudo evidenciar que las absorbancias tanto de
las muestras positivas como negativas eran
elevadas (DO mayor) en relacién al tampdn PBS-
BSA al 0,1%, tanto de las muestras positivas como
delasnegativas.

Si bien los investigadores S. lfiguez y K.
Anam, trabajaron con métodos de obtencidn de
ASL similares al nuestro, la concentracion de ASL
que utilizaron en sus estudios fueron de 2,5 pg/mly
20 pg/ml para IgG e IgE, respectivamente, lo cual
difiere de los resultados obtenidos en el presente
estudio que fueron de 1opg/ml y 20 pg/ml
respectivamente.

Para determinar la dilucion de suero y del
conjugado, se evaluaron 4 protocolos de trabajo
(Choquehuanca, 2011) con diferentes tiempos de
incubacidn y diluciones, tanto del suero como del
conjugado (dato no mostrado). Estas diferencias
se hicieron en base a estudios previos publicados
(Ministerio de Salud Publica, 2011) (Iniesta, 2007)
(Khairul, 1999) (Sousa A. A., 1999) y la experiencia
de nuestro laboratorio en la realizacion de ELISA
paradiagndstico de otras patologias, encontrando
el segundo protocolo el mas apto para nuestro
estudio, con tiempos de incubacidn de los sueros
control de 1 hora, 30 minutos del conjugado y del
sustratoy a unadilucién del conjugado de 1/500, se
obtuvieronlos mejoresresultados, mayor discrimi-
nacion entre los resultados de sueros positivos y
negativos, los valores de absorbancia estuvieron
dentro de los rangos que nos habiamos propuesto
de >0,800 para los positivos y <0,300 para los
controles negativos.
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El pre-tratamiento realizado para eliminar
la competencia por el sitio activo del determinante
antigénico del ASL por los anticuerpos tipo 1gG
anti- Leishmania, demostrdé 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 disminucidn
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 disminucién del 39,2% de dismi-
nucién para los sueros positivos, en relacién con
otro método de eliminacidn 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 anticuerposy se
observa un porcentaje promedio de disminucion
de las DO de IgE de 61,93% para las muestras
positivasy 32,0% paralas muestras negativas.

Basado en experiencias anteriores de
estandarizacion de ELISA, al procesar 50 muestras
negativas se encontré un valor promedio de 0,203
(p<0,05) y una desviacién estdndar de 0,019,
sumando 3 veces la desviacién estandar (3DS=-
0,057) al promedio, se determind que, el valor de la
linea de corte erade 0,260, esta sumatoriade 3 DS
al promedio de DO también fue utilizada por
Souza, M.L.B.. Iniesta, Vyde Sousa, M.A.

Para determinar la linea de corte del ELI-
SA IgE anti-Leishmania estandarizado se procedio
de la misma forma que para el ELISA IgG, encon-
trando un valor de linea de corte de 0,155. En la
determinacion 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
determinacion de leish- maniasis visceral y al igual
que para IgG anti-Leishmania no reportan los va-
loresdelineade corte.

Se encontré el 100% de concordancia al
medir la repetitividad y la reproducibilidad de
ambos ELISA estandarizados, tanto en sueros
control positivo como negativo, en larepetitividad
se presentd una diferencia promedio maxima del
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suero control positivo de D0O=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
andlisis a 5 tiempos diferentes conintervalos de 48
horasy bajo las mismas condiciones.

La validacion del ELISA IgG estandarizado
se hizo frente al ELISA comer- cial r-Biopharm®, se
observé 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 observd también que existe un 100%
de correlacion de resultados verdaderos positivos
y verdaderos negativos del 100% (indice de corre-
lacién de Kappa de 1; p< 0,05), Sousa, M.A. (2005)
demostré que existe una correlacion positiva
entre los niveles séricos de IgE anti-leishmania y la
reaccion de Montenegro, lo cual sugiere que estos
anticuerpos participan en el proceso de lainmuno-
rregulaciéon de la leishmaniasis cutdnea. En el
presente estudio al no contar con un kit comercial
que mida IgE anti-Leishmania que esté validado
para uso en diagndstico, realizamos la validacion
frente a la condicién de sano o enfermo de los
pacientes establecida mediante parametros clini-
cos y de laboratorio, este kit casero también
demostré una eficiencia diagndstica del 100% e
indice de de Kappa de 1,00 (p< 0,05). Sin embargo,
se observd que el ELISA tipo I1gG da un100% de
reaccion cruzada con sueros de pacientes que
cursan enfermedad de Chagas; en el caso del
ELISA IgE se determind 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 pardsitos de la familia Trypano-
somatidae

Otro aspecto a resaltar de los dos ELISA
estandarizados es el hecho de que en las evalua-
ciones de precision intra e inter ensayo demostra-
ron coeficientes de variacién menores al 2,1%. Con
todoslos datos obtenidos se hademostrado quela
rigurosidad empleada para estandarizarlos ELISA,
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ha permitido demostrar la validez de los kits case-
ros para ser utilizados como pruebas de diagnds-
tico de laboratorio y de seguimiento de larespues-
taaltratamiento en pacientes con Leishmaniasis.

No menos importante es también el he-
cho de que el andlisis de costo permite disminuiren
un 65% el costo que implica la realizaciéon de un
ELISA mediante kits comerciales, esto permitiria
que pacientes de bajos recursos econdmicos pue-
dan a bajo costo acceder al laboratorio para el
diagndsticoy seguimiento de suenfermedad.
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COVID-19: NUEVO DESARROLLO ARGENTINO
Biocientifica SA desarrolla un nuevo kit de RT-PCR

para SARS-CoV-2 de alta sensibilidad.

v

>>> La ANMAT aprobé el test desarrollado y elaborado 100% en Argentina por la
firma Biocientifica SA para la deteccidn cualitativa del virus SARS-CoV-2 basado en

tecnologia RT-PCR en tiempo real como ayuda para el diagnéstico de COVID-19.

El jueves 6 de agosto la Administracion
Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecno-
logia Médica (ANMAT) aprobé el kit de diagnds-
tico in vitro Schep SARS-CoV-2 RT-PCR Duo. El test
fue desarrollado y es elaborado por la firma Bio-
cientifica SA, empresa argentina de biotecnologia,
destinado a la deteccidn del virus SARS-CoV-2 por
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
con transcripciéninversa (RT-PCR) en tiempo real,
el método de referencia a nivel mundial para la
deteccidn de este virus.

El producto fue desarrollado integra-
mente por el equipo de investigacion, desarrollo e
innovacion (1+D+i) de Biocientifica SAy serd manu-
facturado en la planta de la misma empresa en
Buenos Aires, bajo estandares internacionales de
Buenas Practicas de Manufactura (GMP). Se prevé

una produccidn inicial 20000 determinaciones
mensuales, escalable en meses préximos.

El kit Schep SARS-CoV-2 RT-PCR Duo
permite la deteccidn especifica del virus SARS-
CoV-2 a partirde ARN (acido ribonucleico) viral con
alta sensibilidad, debido a que detecta simulta-
neamente 2 secuencias diana (target) del SARS-
CoV-2. Por unlado, laregion del gen E, comun alos
virus del género Sarbeco, lo cual permite un ensayo
de tamizaje (screening). Por el otro, la regién del
gen RdRp, especifica del SARS-CoV-2, porlo que se
constituye alavez enun ensayo confirmatorio, que
arrojaresultados en 9o minutos.

El kit Schep SARS-CoV-2 RT-PCR Duo fue
disefiado con una doble premisa: primero, brindar



brindando 100% de sensibilidad y 100% de especi- >>2> CONTACTO:

ficidad. Segundo, facilitar la operatoria de los

profesionales de los laboratorios de deteccidn que Tel.: (54 11) 48575005

estdn en el frente contra la pandemia. Por ese Prensa: comunidad @biocientifica.com.ar
motivo, el kit cuenta con todos los reactivos listos Ventas: ventas@biocientifica.com.ar
para usar, no requiriendo preparaciones previas y Soporte técnico:

posee controles a fin de asegurar la calidad del  technicalassistance@biocientifica.com.ar
ensayo. En el disefio del producto también se tuvo

en cuenta que pueda utilizarse en la mayoria de los

aparatos de PCR en tiempo real de formato simple ‘

y econdmico, ya que requiere del uso de un solo g BiOCientiﬁca

canal de deteccidn. Calidad en Reactivos, Excelencia en Biotecnoloala,

El desarrollo contdé con el apoyo del Fondo
Nacional de Desarrollo Productivo del Ministerio
de Desarrollo Productivo de la Nacion.

Para el desarrollo y elaboracion del kit se
recurrié a una cadena de proveedores nacionales,
posibilitando la reduccion de los costos de produ-
ccién, promoviendo el fortalecimiento de las capa-
cidades delaindustria sanitaria nacional y contribu-
yendo a una mayor autonomia para asegurar el
derechoalasalud. Esto ademas consolidaalafirma
y al pais como jugadores activos enla economia del
conocimiento a nivelinternacional.

El kit Schep SARS-CoV-2 RT-PCR Duo esta
orientado a organizaciones del dambito publico,
semipublico, privado y del tercer sector, incluyen-
do ministerios, hospitales, obras sociales, labora-
torios privados y fundaciones, para lograr un acce-
so rapido y a un costo significativamente menor
que el de los kits que se encuentran actualmente
disponibles. El kit sera comercializado a un precio
casi al costo de produccidn, para transformarlo en
un insumo accesible a todas las instituciones de
salud.

De esta manera, Biocientifica S.A., empre-
sa biotecnoldgica argentina con mas de 35 afios en
el mercado de reactivos de diagndstico, contribuye
a la lucha contra la pandemia desde una perspec-
tiva solidaria, en la que los argentinos podamos
estarunidos para enfrentar los grandes desafios.



Profesionalizar el manejo del paciente

anticoagulado

>>> En septiembre comienza la segunda edicién del Posgrado en Gestién Efectiva

de la Clinica de Anticoagulacién, en modalidad virtual este afio y abierto a toda la
comunidad.

>>> Se abre nuevamente este afio la segunda
edicion del Posgrado en Gestion Efectiva de la
Clinica de Anticoagulacién, un programa educa-
tivo que cuenta con el apoyo de Roche, y el aval
cientifico de la la Universidad Catdlica Argentina
(UCA).

La direcciéon del programa estd a cargo del
Dr. José Ceressetto y Dra. Cristina Duboscq y la
coordinadora académica es la Dra. Maria Cristina
Ferrari.

El programa comenzara el 18 de septiem-
bre y finalizara el 30 de octubre. Las clases serdn
semanales, se dictaran de manera virtual y serdn
asincroénicas (se grabaran dando la flexibilidad de
que puedan verlas/asistir fuera del horario medi-
ante la plataforma virtual de UCA). Esta dirigido a
los profesionales de la salud que participan en el

monitoreo delosantagonistas delavitaminak.

El posgrado cuenta con 6 médulos donde
se incluyen temas como: el rol del laboratorio de
hemostasia en el control del nivel de anticoagula-
cioén, la importancia de la Gestion de Calidad en la
Salud, las herramientas para la educacién del pa-
ciente anticoagulado, oportunidades en la trans-
formacién de una institucidon que realiza controles
de anticoagulacion, los desafios practicos en el
manejo del paciente anticoagulado, la relevancia
de AVK como motivo de consulta en emergenciay
de toxicidad medicamentosa, entre otros puntos
deinterés.

El objetivo de este programa es brindar
herramientas que permitan a los profesionales de
la salud optimizar la atencién a los pacientes
anticoagulados, propiciando la toma de decisiones



oportunas y validadas clinicamente en todos los
ambitos de atencion médica.

>>> Datosdecontacto

ProductosRocheS.A.Q.el.
Rawson 3150 - Ricardo Rojas - Tigre, Buenos Aires -
Argentina

www.roche.com.ar

Seguinos en Linkedin Roche Argentina

FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS

POSGRADO EN GESTION EFECTIVA
DE LA CLINICA DE ANTICOAGULACION

Directores: Dr. Jose Ceresetto y Dra. Cristina Duboscq Modalidad a distancia

Coordinadora académica: Dra. Maria Cristina Ferrari

DIRIGIDO A: Profesionales de la salud que participan en el
monitoreo de los antagonistas de la vitamina K.

CONTENIDO ACADEMICO

Indicacion y uso de los distintos anticoagulantes

Antagonistas de la Vitamina K y manejo del paciente.
Inicio del tratamiento anticoagulante.
Tiempo en rango - Herramientas para su evaluacion

Gestion del cambio. Medicion RIN - Método tradicional y POC.
Importancia de los sistemas informaticos

Clinicas de anticoagulacion: requisitos generales y especificos.
Modelo de gestion standard, manejo profesional ambulatorio y
manejo profesional institucional. Educacion del paciente.
Indicadores de calidad.

“ *Finalizacion: 30 de octubre 6 modulos académicos compuestos de
IN lc'°' 1 8’ 09/ 2020 encuentros a distancia en vivo y clases grabadas disponibles para el

alumno en la plataforma digital.

Informes e inscripciéon: mariac_ferrari@uca.edu.ar Actividad arancelada

‘ﬁ- FUNDACION ICEM A .
> Argentia




FORMACION DE POSGRADO

>>> EDUCACION A DISTANCIA

Actualizacion en Hemostasia y
Coagulacién

Inscripcidn: permanente

Organiza: UNL (Universidad Nacional del
Litoral)

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

Liquidos de puncién: Laboratorio
Bioquimico-clinico

Inscripcion: Permanente

Organiza: UNL (Universidad Nacional del
Litoral)

Lugar: Santa Fe, Argentina

Tel: 54-342-4575216 int. 122

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

Monitoreo Terapéutico de drogas
Inscripcion: Permanente

Organiza: UNL (Universidad Nacional del
Litoral)

Lugar: Santa Fe, Argentina

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

Bioquimica Clinica de los Liquidos y
Electrolitos

Inscripcién Permanente

Organiza: UNL (Universidad Nacional del
Litoral)

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

Especializacidon en Bioquimica Clinica en
area de Microbiologia

Modalidad: online

Organiza: Universidad Nacional de La
Rioja

Email: posgrado.dacefyn@unlar.edu.ar

Temas de Perinatologia
Modalidad: online

Organiza: Colegio Bioquimico de la
Provincia de Cérdoba

Email: cobico@cobico.com.ar

Laboratorio de Urgencias - Pautas de
Gestion

Fecha: a definir

Modalidad: online

Organiza: Colegio Bioquimico de la
Provincia de Cérdoba

Email: cobico@cobico.com.ar

Bioquimica: Derechos del Paciente
Modalidad: online

Organiza: Colegio Bioquimico de la
Provincia de Cérdoba

Email: cobico@cobico.com.ar

BIOQUIMICA FORENSE “EL ROL DEL BIOQUIMICO
FORENSE EN LA INVESTIGACION CRIMINAL”

Fecha: 7 de septiembre
Modalidad: online

Organiza: ABA

Email: cursos@aba-online.org.ar




INMUNOLOGIA - 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

Atencidén Bioquimica: el Nuevo Ejercicio
Profesional

Fecha: Octubre 2020

Modalidad:Online

Organiza UBA (Universidad de Buenos
Aires)

Email: posgrado@ffyb.uba.ar

Fundamentos de gPCR y RT-qPCR y sus
aplicaciones en ecologia microbian

Fecha: Septiembre 2020

Modalidad: Online

Organiza Organizado por DiMAyA (Division
de Micro

Email: registro@aam.org.ar

>>> PRESENCIALES NACIONALES

ExpoMedical 2020

Fecha: 2021

Lugar: El predio de exposiciones Centro
Costa Salguero esta 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 BIOQUIMICAS del
NOA

Fecha: 2021

Lugar: La Rioja

Modalidad: REPROGRAMADO 2021
Web: www.jornadasbioquimicasnoa.org
E-mail:
jornadasbiogNOA2020@gmail.com

CALILAB 2020

Fecha: 2021

Lugar: Mar del Plata - Bs As
Modalidad: REPROGRAMADA 2021
Web: www.calilab.fba.org.ar

>>> INTERNACIONALES

XXV IFCC-EFLM WorldLab-Euro Medlab
Rome

Fecha: 21 al 25 de mayo 2023

Lugar: Rome, Italia
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BIOAGENDA /[EMPRESAS

>>> AADEES.A.

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

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

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

Ciudad Auténoma de Buenos Aires

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

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

Ciudad de Buenos Aires

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

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

Vicente Lopez, Buenos Aires

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

www.bd.com

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

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

Fax. 54-291-451-4416

Buenos Aires:

Cbtes. Malvinas 3087 (1427)

Tel. (54 11) 4523-9901

Fax. (54 11) 4522-4322
Mendoza: Juan B. Justo 561 (5500)

Tel. (54 261) 425-2002

Fax. (54 261) 425-9966
Neuquén: Castelli 455 (8300)
Tel. (54 299) 442-9888

Fax. (54 299) 447-3556

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

Tel. (54 2965) 42-9790

Fax. (54 2965) 43-4277

>>> B.G.Analizadores S.A.
Ardoz 86 (1414)

Ciudad Auténoma 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 Auténoma de Buenos Aires
Tel./Fax (54 11) 47717676/ 3783
pl@bioars.com.ar
www.bioars.com.ar

>>> Biocientifica S.A.

Iturri 232 (1427)

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

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

>>> Biodiagnostico S.A.

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

>>2> Diagnos Med S.R.L.

Conesa 859 (1426)

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

>>2> ETC Internacional S.A.

Allende 3274 (1417)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel: (54 11) 4639 3488 (lineas rotativas)
Fax: (54 11) 4639 6771
etcventa@etcint.com.ar
www.etcint.com.ar




>>> Gematec S.R.L. bacon@bacon.com.ar

Avalos 3651 (1605) www.bacon.com.ar
Munro - Buenos Aires
Tel: (54 11) 4794 7575/ 7676 >>> MANLAB

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

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

>>> Genetrics S.A. - NextLAB

Av. del Libertador 8630 6to piso Of. 1y 2 (1429

entrar asi a baja cdad) - Ciudad de Buenos Aires >>> Meganalizar

Tel. (54 11) 5263 0275 rotativo Cede Laboratorio:

E-mail: info@nextlab.com.ar Montecaseros 2478 (5500) Mendoza

web: www.nextlab.com.ar Tel. (54 261) 4373241/42
mega@analizar-lab.com.ar

>>> GLYM SOFTWARE S.R.L Administracién:

Piedras 519 - 8- A, Capital Federal, Republica Belgrano 925 (5500) Mendoza
Argentina Tel. (54 261) 4236647/9125/9333
Tel: Capital : +54 (011) 43314512 - Mendoza + 54 gerencia@abm.org.ar

(261) 4762331 - Cérdoba +54 (351) 5685715 - Bahia

Blanca + 54 (291) 4851101
administracion@glyms.com

>>2> JS Medicina Electronica 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 Martin 68, Galeria Plaza (8000)
Bahia Blanca - Buenos Aires

Tel: (54 291) 459 9999

Fax: (54 291) 459 9996/ 8

- Suipacha 1322 PB “B”

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

>>> Laboratorio de Medicina
Olaya 1644 (1414)

Ciudad Auténoma 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

>>> Montebio S.R.L.

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

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

B1610BAL Ricardo Rojas

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

>2>2> Siemens Healthineers

Julidn Segundo Agliero N° 2830 (1605)

Munro, Buenos Aires

Tel.: +54 115432 6000
siemenshealthineers.ar.team@siemens-healthineers.com
Web: siemens-healthineers.com/ar/

Twitter: @SiemensHealthES

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

>>> 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




> > > Proveedores generales por
especialidades bioquimicas

Autoinmunidad

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

ETC Internacional S.A.
Bacteriologia

Abbott Rapid Diagnostics
Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Biodiagnostico S.A.
Britania S.A.

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

ONYVA SRL

Biologia Celular

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.

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

Tecnolab s.a.

Biologia Molecular

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

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

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

Siemens Healtcare
Tecnolab s.a.

Birologia

B.G Analizadores S.A
Bromatologia

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
B.G Analizadores S.A

Clinica General
AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

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

JS Medicina Electrénica SRL
Montebio S.R.L.

Roche Diagnostics Argentina
Siemens Healtcare

Cultivo Celular

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

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

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

Biodiagnodstico S.A.

Diagnos Med S.R.L.
Laboratorios Bacon S.A.l.C.
Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Roche Diagnostics Argentina
Siemens Healtcare

Genética

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

Tecnolab s.a.

Gas en sangre y electrolitos
B.G Analizadores S.A
Hematologia

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

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

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.
Gematec S.R.L.
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Instrumental Bioquimico S.A.
Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Roche Diagnostics Argentina
Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.
Histocompatibilidad
Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

B.G Analizadores S.A
Inmunologia

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

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

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

ONYVA SRL

Roche Diagnostics Argentina
Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

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

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Micologia

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

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

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.



Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Pediatria y Neonatologia
AADEE S.A.

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

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

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

ONYVA SRL

Toxicologia y Forense
Abbott Laboratories Argentina S.A.
Abbott Rapid Diagnostics
Biocientifica S.A.
Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Virologia

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

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

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

ONYVA SRL

Roche Diagnostics Argentina
Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

> > > Equipamiento e Insumos
para Laboratorios

Acreditacién de Laboratorios
Biodiagnostico S.A.

Agitadores

BIOARS S.A.

ETC Internacional S.A.

Instrumental Bioquimico S.A.

Aparatos de Medicion
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.

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

B.G Analizadores S.A

JS Medicina Electrénica SRL
Montebio S.R.L.

Roche Diagnostics Argentina
Siemens Healtcare

Balanzas

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

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

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

Tecnolab s.a.

Coagulémetro

AADEE S.A.

BIOARS S.A.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

ECLIA

Roche Diagnostics Argentina
Espectrofotémetros
BIOARS S.A.

Biodiagnostico S.A.
Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Gases en sangre y electrolitos
AADEE S.A.

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
B.G Analizadores S.A
Gematec S.R.L.

JS Medicina Electrénica 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 estdndar MA2 de la Fundacion
Bioquimica)

Meganalizar

Laboratorio receptor de
derivaciones en Biologia Molecular

IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma ISO 15.189)

MANLAB o
(Acreditado en Biologia Molecular

en Fundacién Bioquimica Argentina)

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la

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

Laboratorio receptor de
derivaciones en Inmunologia

MANLAB
Meganalizar

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la



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

Laboratorio receptor de
derivaciones en Inmunoserologia
IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma 1SO 15.189)

MANLAB
Meganalizar

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la

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

Laboratorio receptor de
derivaciones en
Histocompatibilidad e
Inmunogenética

MANLAB
(Laboratorio habilitado segtin

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

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la

norma IRAM-NM-ISO 15189:2010 y
el estdndar MA2 de la Fundacion
Bioquimica)

Laboratorio receptor de
derivaciones en Medicina
Gendmica

MANLAB o
(Acreditado en Biologia Molecular

en Fundacién Bioquimica Argentina)

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la

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

Luminiscencia

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
Biodiagnostico S.A.
Diagnos Med S.R.L.
Siemens Healtcare
Material Descartable
Becton Dickinson Argentina S.R.L
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

Material de Vidrio
Montebio S.R.L.

Material para Electroforesis

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

Biodiagnostico S.A.
ETC Internacional S.A.
Tecnolab s.a.

MEIA

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Micropipetas

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
B.G Analizadores S.A

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

Tecnolab s.a.

Gendmica - Microarrays
Biocientifica S.A.

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

Siemens Healtcare
Tecnolab s.a.

Reactivos

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

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

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

Tecnolab s.a.

Software

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

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

Roche Diagnostics Argentina
GLYM SOFTWARE S.R.L

Avan Tecnologias IVD

Test Rapidos

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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DISFRUTA NUESTROS EJEMPLARES
DESDE CUA _QJ_JEH PLATAFORMA DIGITAL
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Luego de realizar pruebas pilotos con Estudio
iversos métodos para obtener muestras de Docencia e Investig
hliva, el que resulté mas sencillo, higiénico, el Comité de Etica
doloro y confiable fue el reportado por E. 15/12/16) del Hosp
orelius et al. (20) que consistio en dos torundas Pirovano. Disposil
e algoddn (hisopos) unidos, que se pasaban por adhirié a la cony
boca del lactante durante un minuto, con la modificaciones dd
speccion previa minuciosa de eventuales restos trabajaron se com
e leche rosiones. Las muestras fueron Ley Nacional 253|
via 2diatamente al Laboratorio, donde Personales (Hal

rifugadas y congeladas a -20°C | rtimiento ing
samiento, mediante electroquimio- : Ld
scencia, equipo Roche Cobas e601. Coefi-
nte devariacioninterensayo del 6 %.

nalisis estadistico

Calculo de tamafo muestral: Asumiendo
rores a 0,05 y B 0,8, para estimar la media cd
itmética de cortisol salival en los nifios de 0 a 12 mare-
eses y teniendo en cuenta la ecuacion 4Z S’ /W7, excluido:
la que Z, = 1,96 (intervalo de confianza (IC del tricion; 6, po.
%), S (desvio estandar) = 7 nmol/l,W (precisién de drogas ilicitas'c
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