Afo VIII - Nimero 94 Nefropatia asociada a Implementacion del

Junio 2019 mutacion del gen MYH9 Laboratorio Clinico
www.revistabioreview.com Moderno
ISSN 2313-9919
Latindex: Folio 23062 Pag. 42 Pag. 58
—
- — g
5 | T -
: 4 ' o

REVISTA

revieuy

__..I___abqi’ﬁarib Clini@ﬁioquimica Molecular
— 'xj_ e

Eficacia diagnostica de anticuerpos
antipéptidos citrulinados de segunda y tercera
generaciones para la artritis reumatoide

. Pag. 06

Anticuerpos de Cadena Unica de Alpaca
para la deteccion de Antigenos de
Fasciola Hepatica

%




Editorial RW S. A.

A. Gonzalez 1351,Guaymallén.
Mendoza Argentina. CP: 5525
Tel. : +54 261 491 3211
Skype: revista.bioreview

Director General de Medios
Dr. Sergio A. Sainz
ssainz@rwgroup.com.ar

Directora de Contenidos
Dra. Griselda Basile
gbasile@rwgroup.com.ar

Agente Comercial de Cuentas
Maria Florencia Manino Roby
comercial@rwgroup.com.ar

Social Media Manager
Cyntia Perez
info@rwgroup.com.ar

Directora de Arte y Desarrollo Digital
Lucia Zandanel Teran
arte@rwgroup.com.ar

Sitios Web
www.revistabioreview.com
www.cubranews.com.ar
WWW.rwgroup.com.ar

Agradecimientos
Arias, Alejandra
Furlanoa, Médnica
Barreto, Teresa
Confederacion Unificada Bioquimica
de la RepUblica Argentina
Martinez Téllez, Goitybell
Revista Médica Clinica Condes
Revista Nefrologia
Tapia P., Cecilia

Registro de la Propiedad Intelectual N°: En tramite
Revista Bioreview® es propiedad
intelectual de RW S. A.

A. Gonzalez 1351,Guaymallén.

Mendoza Argentina.

Tel.: +54 261 4313686
Cel.: +54 261 3345353

La marca Revista Bioreview® es propiedad de RW S. A.

Revista Bioreview® en formato impreso es una publicacion mensual
de suscripcion paga.

Las ideas u opiniones expresadas en las notas son responsabilidad de
sus autores y no representan el pensamiento de RW S.A. y las firmas
anunciantes, quienes deslindan cualquier responsabilidad en ese sen-
tido. Se prohibe la reproduccion total o parcial del material incluido
en esta revista por cualquier medio conocido o por conocerse. El uso
del contenido de esta revista queda bajo exclusiva responsabilidad
del usuario.

Impreso en Artes Graficas BUSCHI S.A. Ferré 2250,1437 Buenos Aires,
Capital Federal, Argentina.

Revista Bioreview®



Director General de Medios

ssainz@rwgroup.com.ar

Directora de Contenidos

gbasile@rwgroup.com.ar

Agente Comercial de Cuentas

comercial@rwgroup.com.ar

Social Media Manager

info@rwgroup.com.ar

Directora de Arte y Desarrollo Digital

arte@rwgroup.com.ar

Afo VIII - Nimero 94 - Junio 2019




umario

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad
inflamatoria cronica y multisistémica de causa
autoinmune. Su diagnostico en Cuba se basa en
los criterios de la Asociacion Americana de Reu-

matologia (ARA), con el factor reumatoideo (FR)

como Unico criterio serologico. El FR no es es-
pecifico para la AR. Esta presente en individuos
sanos y en pacientes con otras enfermedades
autoinmunes.1,2 Recientemente las proteinas
citrulinadas han sido involucradas en los meca-
nismos patogénicos de la AR. La citrulinacion es
una modificacién postraduccional, donde ocurre
la conversion del aminoacido arginina en citru-
lina, capaz de activar la respuesta...

Bioquimica Molecular

Anticuerpos de Cadena Unica de Alpaca
para la deteccion de Antigenos de Fas-
ciola Hepatica

A nivel mundial, se estima que existen entre 5-17
millones de personas con fascioliasis; la infec-
cion es endémica en las zonas rurales de pai-
ses como Per(, Bolivia, Ecuador, Iran, Georgia,
Vietnam, Egipto, entre otros (1); donde, debido
a las condiciones inadecuadas de provision de
agua, salubridad, educacion y pobreza, el para-
sito no es contenido en su ciclo natural en anima-
les herbivoros, logrando infectar a los humanos
(2). A pesar que la fascioliasis es un problema
de salud publica y de sanidad animal (3), las in-
novaciones de nuevos agentes para el control y
tratamiento de la infeccion son limitadas, lo cual
contribuye a que la fascioliasis sea una enferme-
dad desatendida (2)... Pdgina 26
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Nefropatia asociada a mutacion del gen
MYH9

Las enfermedades relacionadas con mutaciones

del gen MYH9 son un grupo de patologias genéticas
raras. Su herencia sigue un patrén autosomico do-
minante en donde el gen MYH9, codifica la cadena
pesada de la miosina IIA no muscular que se expre-
sa en diferentes tejidos pero especialmente en los
podocitos y en las células mesangiales. Pdgina 42
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La implementacion de un laboratorio clinico
moderno es una necesidad actual debido a una
creciente solicitud de examenes, la necesidad
de nuevas prestaciones, mayores exigencias en
términos de la calidad y un mayor cuidado del
medioambiente. Pdgina 58
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Resumen

Introduccion: La artritis reumatoide es una enfermedad
autoinmune caracterizada por la presencia de anticuerpos
contra péptidos citrulinados, que constituyen indicadores
para el diagnodstico de la enfermedad. Es necesario deter-
minar la utilidad de diferentes métodos de determinacion
de estos anticuerpos para el diagnostico de pacientes cu-
banos con artritis reumatoide.

Objetivo: Determinar la eficacia de los ensayos de deter-
minacion de anticuerpos anti-CCP2 y anti-CCP3 para el
diagnostico de pacientes cubanos con artritis reumatoide.

Material y método: Participaron 101 pacientes con artritis
reumatoide, 58 pacientes con otras enfermedades reuma-
ticas e inflamatorias y 43 individuos sanos. Se determiné
la eficacia diagndstica de los anticuerpos factor reumatoi-
deo (FR), anti-CCP2 y anti-CCP3 medidos mediante ELISA,
con el calculo de la sensibilidad, especificidad, valores
predictivos positivos y negativos.

Resultados: El ensayo anti-CCP2 mostr6é un mejor balance
sensibilidad (48,5%) y especificidad (98,0%). Cuando se fijo
la especificidad a 98%, se observo la menor sensibilidad
para el FR (40,3%). Utilizar los ensayos anti-CCP2 y FR au-
mento la especificidad a 100%. Todos los autoanticuerpos
mostraron asociacion con la proteina C reactiva y correla-
cion con la velocidad de sedimentacion globular. Solamen-
te los anticuerpos anti-CCP2 no mostraron correlacion con
el indicador clinico de actividad DAS 28.

Conclusiones: Los anticuerpos anti-CCP2 son los de ma-
yor eficacia para el diagnostico de pacientes cubanos
con artritis reumatoide. La determinacion de FR permi-
te identificar pacientes con artritis reumatoide serone-
gativos de anticuerpos anti-CCP2, por lo que la combi-
nacion de ambos inmunoensayos produce una mejoria
en la eficacia diagnostica.

Palabras clave: Artritis reumatoide; péptido ciclico citrulinado; anti-

cuerpos; anti-CCP2; anti-CCP3; diagndstico.

Abstract

Introduction: Rheumatoid arthritis is an autoimmune disease
characterized by the presence of antibodies against citrullinated
peptides, which are one of the indicators for the diagnosis of a
disease. The usefulness of different methods for the determination of
these antibodies in the diagnosis of Cuban patients with rheumatoid

arthritis is necessary to be established.
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Objective: To establish the diagnostic effectiveness of the second (anti-
CCP2) and third (anti-CCP3) generation assays for the determination
these antibodies against citrullinated peptides in Cuban patients with

rheumatoid arthritis.

Material and method: 101 patients with rheumatoid arthritis, 58
patients with other rheumatic and inflammatory diseases, and 43
healthy persons participated in the study. The diagnostic efficiency
of rheumatoid factor (RF), anti-CCP2 and anti-CCP3 antibodies were
determined using ELISA test, by calculating sensitivity, specificity, and

positive and negative predictive values.

Results: The anti-CCP2 assay showed a better balance of sensitivity
(48.5 %) and specificity (98.0 %). The lower sensibility was observed for
RF (40.3%) when the specificity was set at 98 %. Specificity increased
to 100% when anti-CCP2 and RF assays were used. All autoantibodies
showed association with C-reactive protein and correlation with
erythrocyte sedimentation rate. Only anti-CCP2 antibodies showed no
correlation with the DAS28 clinical indicator.

Conclusions:  Anti-CCP2 antibodies are the ones of greater
effectiveness in the diagnosis of Cuban patients with rheumatoid
arthritis. RF identification allows to identify seronegative anti-CCP2
patients; therefore, the combination of both immunoassays leads to

an improvement in the diagnostic effectiveness.

Keywords: Rheumatoid arthritis; cyclic citrullinated peptide; antibo-

dies; anti-CCP2; anti-CCP3; diagnosis
Introduccién

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflama-
toria cronica y multisistémica de causa autoinmune. Su
diagnostico en Cuba se basa en los criterios de la Aso-
ciacion Americana de Reumatologia (ARA), con el factor
reumatoideo (FR) como Unico criterio serolégico. El FR no
es especifico para la AR. Esta presente en individuos sanos
y en pacientes con otras enfermedades autoinmunes."?

Recientemente las proteinas citrulinadas han sido involu-
cradas en los mecanismos patogénicos de la AR. La citruli-
nacion es una modificacion postraduccional, donde ocurre
la conversion del aminoacido arginina en citrulina, capaz
de activar la respuesta inmune.?

Los primeros anticuerpos antipéptidos citrulinados (an-
ti-PC) descritos fueron el factor perinuclear, los anticuer-
pos antiqueratina que reaccionan con epitopes de la profi-
lagrina, los anticuerpos antifilagrina.>#

En el tejido sinovial de pacientes con AR se han detectado
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distintas proteinas citrulinadas con alta especificidad, como fibrino-
geno, enolasa, fibronectina, vimentina y colageno tipo I1.34°

Algunos estudios para determinar anticuerpos anti-PC utilizaban
como antigeno distintas variantes lineales de filagrina. La sensibi-
lidad mejord con la introduccion de cambios ciclicos del péptido,
lo cual dio origen a la primera generacion de anticuerpos anti-PC.?

Para aumentar el valor diagnostico de estos métodos surgio la se-
gunda generacion de ensayos (anti-CCP2), basados en péptidos alta-
mente inmunogénicos, obtenidos de librerias proteicas.®”®° Los anti
CCP2 tienen una sensibilidad de 58 a 80% y una especificidad de 93
a 99% en pacientes con AR.7,8,9) La tercera generacion de ensayos
anti-PC (anti-CCP3) se designd mediante ingenieria de péptidos. No
se ha demostrado una mejoria de los ensayos anti-CCP3 ya que su
sensibilidad varia de 56 a 79% y mantienen una alta especificidad.®®°
Ambos ensayos son basados en mimotopos, ya que no son antigenos
naturales y se realizan mediante la técnica de inmunoabsorcion liga-
da a enzimas (ELISA).®"10

Durante la Ultima década varios estudios sugieren que los anti-CCP2
ademas de su alta especificidad, se presentan en etapas tempranas
y discriminan entre AR y otras artropatias.7,11) Por esta razon fueron
incluidos como criterios de clasificacion para la AR en el nuevo Cole-
gio Americano de Reumatologia/Liga Europea contra el Reumatismo
(ACR/EULAR)."

No existen estudios publicados sobre la evaluacion de la utilidad de
los anticuerpos anti-CCP2 y anti-CCP3 para el diagnostico de pacien-
tes cubanos con AR.

No todos los métodos de determinacion de anticuerpos anti-PC dis-
ponibles comercialmente tienen igual desempeio diagndstico. Ade-
mas, pueden existir variaciones en los determinantes antigénicos
presentes en pacientes con AR de diferentes poblaciones debido a
factores genéticos y medioambientales.?®"

La seleccion y evaluacion del método a utilizar en los pacientes
cubanos con AR es sumamente importante para obtener resul-
tados confiables para el diagnostico y tratamiento oportuno de
estos pacientes.

Objetivo

El objetivo de este estudio fue determinar la eficacia de los ensayos
de determinacion de anticuerpos anti-CCP2 y anti-CCP3 para el diag-
nostico de pacientes cubanos con AR.

Material y Métodos

Se realizdé un estudio casos controles en el Centro Nacional de

Revista Bioreview®
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Reumatologia y el Centro Nacional de Genética Médica en La
Habana, durante el periodo de enero de 2014 a julio de 2016.

Participaron 101 pacientes con AR provenientes del Centro Na-
cional de Reumatologia y 101 controles (58 pacientes con otras
enfermedades reumaticas e inflamatorias atendidos en el Cen-
tro Nacional de Genética Médica y 43 individuos sanos del Ban-
co de Sangre Provincial de La Habana). Los pacientes con AR
fueron diagnosticados de acuerdo con los criterios establecidos
por la ARA, donde cada paciente cumplié con 4 criterios de los
7 ya establecidos.2 (Anexo).

Los pacientes se agruparon en AR temprana cuando el tiempo
de diagnostico fue menor e igual a 1 afo y AR establecida cuan-
do fue mayor a 1 ano. El grupo de pacientes con otras enfer-
medades incluyd pacientes con artritis no diferenciada (n=16),
lupus eritematoso sistémico (n=12), esclerodermia (n=6), enfer-
medad mixta del tejido conectivo (n=10), espondilitis anquilo-
sante (n=5), artritis psoriasica (4), sindrome de Sjégren (n=1),
polimiositis (n=3), polimialgia reumatica (n=1). La artritis no
diferenciada fue definida para aquellos pacientes que no cum-
plieron todos los criterios diagnosticos de AR.

Los datos demograficos sexo, edad en anos y duracion de la
enfermedad en afos, se coleccionaron en planillas de recolec-
cion de datos mediante entrevistas individuales realizadas por
un reumatologo.

Se determind cuantitativamente la velocidad de sedimentacion
globular (VSG) en 2 mL de sangre anticoagulada con citrato de so-
dio 0,5 mol/L durante 1 hora. Se realizé ademas la determinacion
de la proteina C reactiva mediante un método cualitativo (posi-
tivo o negativo) de aglutinacion en latex (DiagnosticAutomation/
Cortez Diagnostics, EUA).

Un reumatologo realizé el conteo del nimero de articulaciones
dolorosas (NAD) y articulaciones inflamadas (NAI) de cada pa-
ciente. Se realizo la evaluacion global del paciente (EGP) en una
escala entre 0 (muy bien) y 10 (muy mal). Posteriormente se cal-
culé el indicador clinico cuantitativo: DAS 28 (Del inglés: Disease
activity Score) mediante la siguiente formula:12

DAS 28 = 0,56 ( NAD) + 0,28 ( NAI) + 0,70 (VSG) + 0,014 (EGP)

Se identificaron los pacientes con DAS 28 normal (<2,6), bajo
(>2,6 y <3,2), moderado (DAS 28>3,2 y <5,1) y elevado (>5,1).

Revista Bioreview®
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Se utilizaron ensayos tipo ELISA para determinar cuantitativa-
mente los anticuerpos FR del isotipo inmunoglobulina (Ig) M
(Orgentec Diagnostika, Germany), anti-CCP2 IgG (IBL Interna-
tional, Germany) y anti-CCP3 IgG (INNOVA Diagnostic INC, USA).
Para el ensayo anti-CCP2 el valor de corte recomendado por el
fabricante fue 30 U/mL y para los ensayos anti-CCP3 y FR fue
20 U/mL. Se analizé ademas la presencia o no de estos autoan-
ticuerpos en cada paciente de manera cualitativa (positivo o
negativo).

Las variables cualitativas sexo, proteina C reactiva, DAS 28 se
expresaron como frecuencia y porcentajes. Las variables cuan-
titativas edad, duracion de la enfermedad, DAS 28, VSG y con-
centraciones de los anticuerpos no siguieron una distribucion
normal y se expresaron como mediana y rangos intercuartiles.
La comparacién entre las medianas de las concentraciones de
anticuerpos se realizo mediante la prueba no paramétrica U
de Mann Whitney. Para cada ensayo de determinacion de anti-
cuerpos se calcularon los parametros de evaluacion diagnosti-
ca: sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivos y
negativos, para lo cual se tuvo en cuenta como regla para la
identificacion de pacientes y controles, el diagndstico de AR,
segln los criterios establecidos por la ARA.2 Se determiné el
indice de Youden (1Y) y el area bajo la curva de las curvas de
caracteristica operacionales del receptor (ROC). El analisis de
correlacion se realizd mediante el método de Spearman. Se
calcul6 el estadigrafo Chi-Cuadrado y se estimé el Odd Ratio
(OR) como magnitud de asociacion. El nivel de significacion
estadistica fue 0,05.

Para el desarrollo de la investigacion se cumplieron los princi-
pios enunciados en la Declaracion de Helsinki de la Asociacion
Médica Mundial.14 El consentimiento informado de participa-
cion fue entregado a los pacientes en la consulta antes de las
extracciones de sangre. La investigacion fue aprobada por el
Comité de ética del Centro Nacional de Genética Médica y del
Centro Nacional de Reumatologia.

Los pacientes con AR incluidos en el estudio tuvieron una me-
diana de la edad de 51 anos (43-61), con una mediana de la
duracion de la enfermedad de 3 afos (1-8). Se observd una
frecuencia elevada del sexo femenino (81,2%).

La mayor parte de los pacientes fueron positivos de proteina C
reactiva (60,4%). La mediana de la VSG fue de 31 mm/h (16-55).
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Tabla 1 Caracteristicas clinicas de los pacientes con artritis reumatoide utilizando el DAS 28.

AR temprana (33 pacientes)

N° %
Normal 1 3,0
Bajo 5 15,2
Moderado 10 30,3
Elevado 17 5|85

AR establecida (68 pacientes)

Total (101 pacientes)

% N° %
6 8,8 7 6,9
7 : 10,3 12 1,9
23 33,8 33 32,7
32 47,1 49 48,5

AR: artritis reumatoide. DAS 28: indice de actividad de la enfermedad basado en el conteo de 28 articulaciones.™

Los pacientes con AR temprana y establecida tuvieron
en su mayoria una actividad de la enfermedad entre
moderada y elevada (Tabla 1), con una mediana del
DAS 28 de 5,1 (3,7-6,0).

Al analizar la positividad de los autoanticuerpos en
los pacientes estudiados con AR, se observan fre-
cuencias similares para los ensayos anti-CCP2 y an-
ti-CCP3, mientras que en los pacientes con otras
enfermedades reumaticas e inflamatorias no se de-

tectaron anticuerpos anti-CCP2 (Tabla 2). Los anti-
cuerpos FR fueron los mas frecuentes en los contro-
les tanto sanos como enfermos.

Las medianas de las concentraciones de los anticuer-
pos fueron superiores en los pacientes con AR que en
los pacientes con otras enfermedades y en los indivi-
duos sanos (Tabla 2).

De los pacientes con AR, 40 fueron positivos y 13 fue-
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Tabla 2. Positividad y concentracién de anticuerpos en los pacientes con artritis reumatoide, con otras.

Anti-CCP 2+
% C (U/mL)
874,7 *
AR Total 49 48,5 (305,3- 950,0) <&
891,4
AR temprana 12 36,4 (551,8-1124,3) 1
AR establecida 37 54,4 R 37
(146,6-958,8)
Otras enfermedades - : o - 7
Individuos sanos 2 a7 (34?77_’450’3) 1

Anti-CCP 3+
% C (U/mL) C (U/mL)
261,3* 121,74
A5 (284,8-174,3) @ @ = (60,0-483,3)
316,1 181,3
g3 (267,2:337,2) 16 &5 (75,0-501,2)
54,4 2 5 662 o5l
(169,9-331,9) (60,0-483,3)
121 i 315 13 24 31,5
(23,371,9) (23,371,9)
24 20,1 2 a7 38,8
© (21,8-55,8)

N: Namero de positivos al valor de corte establecido (30 U/mL para anti-CCP2 y 20 U/mL para anti-CCP3 y FR). AR: Artritis reumatoide. C: Mediana de la concentracién (rangos). Anti-CCP 2:

Antipéptidos citrulinados de segunda generacion.

Otras enferi

: Enfer: reumaticas e inflamatorias diferentes a AR. Individuos sanos: donantes

Anti-CCP3: Antipéptidos citrulinados de tercera generacion. FR: Factor re
de sangre del Banco de Sangre Provincial de La Habana.

*Diferencias estadisticamente significativas entre pacientes con AR y los pacientes con otras enfermedades e individuos sanos que presentaron positividad de autoanticuerpos, mediante la

prueba U de Mann Whitney, (P<0,05).

Tabla 3. Positividad de anticuerpos en pacientes con Ar-
tritis reumatoide.

Ensayos Numero de positivos
FR+ Anti-CCP2 + Anti-CCP3+ 40

FR+ Anti-CCP2 - Anti-CCP3- 1

FR- Anti-CCP2 - Anti-CCP3- 13

FR+ Anti-CCP2- 15

FR+ Anti-CCP3- 17

FR- Anti-CCP2+ 3

FR- Anti-CCP3+ 4

FR- Anti-CCP2 - 13

FR- Anti-CCP3- 13

FR: Factor reumatoide. Anti-CCP2: Antipéptidos citrulinados de segunda ge-
neracion. Anti-CCP3: Antipéptidos citrulinados de tercera generacion.

ron negativos por los tres métodos. De los pacien-
tes positivos de FR, 15 no presentaron anticuerpos
anti-CCP2 y 17 no presentaron anticuerpos anti-CCP3
(Tabla 3).
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En los pacientes negativos de FR se observaron an-
ticuerpos anti-CCP2 en 3 de ellos y anti-CCP3 en 4
pacientes (Tabla 3).

En la tabla 4, se observan los valores de sensibilidad
y especificidad a diferentes valores de corte de los
ensayos estudiados. Cuando se fija la especificidad a
98%, la sensibilidad obtenida para el ensayo anti-CCP2
(48,5%) fue similar al ensayo anti-CCP3 (47,5%) y supe-
rior a la obtenida para el FR (40,3%). El mejor balance
de sensibilidad y especificidad, determinado median-
te el lY, se obtuvo en el caso del ensayo anti-CCP2 y
FR a los valores de corte recomendados por el fabri-
cante. En el ensayo anti-CCP3 se obtiene el mayor IY
utilizando un valor de corte superior al recomendado
(40 U/mL). Cuando se utilizan los ensayos anti-CCP2 y
FR, se obtiene el mayor valor de IY ademas de aumen-
tar la especificidad diagnostica a 100%.

El area bajo la curva de las curvas ROC para el ensayo
anti-CCP2 fue superior a las obtenidas para el ensayo
anti-CCP3 y para el FR. (Figura).

Se observo asociacion entre la positividad de proteina
C reactiva y la presencia de FR (p=0,0001, OR=6,4;
IC 95%; [2,5-16,8]), anticuerpos anti-CCP2 (p=0,0001,
OR=5,3; IC 95%; [2,2-12,9]) y anticuerpos anti-CCP3
(p=0,0005, OR=4,6; IC 95%; [1,9-11,4]). Todos los au-
toanticuerpos mostraron correlacion entre ellos y con
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Tabla 4 Pardmetros de evaluacion diagndstica de los ensayos de determinacién de anticuerpos en pacientes cuba-

nos con artritis reumatoide.

) Sensibilidad (%) Especificidad (%) VPP (%) VPN (%)

10 53,5 | 90,1 : 84,4 65,9 0,44
Anti-CCP2 20 | 50,5 94,1 89,5 65,5 0,45
30 48,5 98,0 96,1 65,7 0,47
20 47,5 92,4 85,7 63,7 0,40
Anti -CCP3 30 46,5 96,0 92,2 64,2 0,43
40* 47,5 98,0 96,2 65,1 0,46
10 73,3 39,6 54,9 59,7 0,13
= 20 60,4 85,2 80,3 68,3 0,46
30 53,3 89,1 83,1 65,7 0,43
70 40,3 98,0 95,4 62,3 0,39

Anti-CCP2 y |
R 30 - 40 39,6 100 100 62,4 0,40
Anti -CCP2 y FR 30 - 20 45,5 100 100 64,7 0,58
Anti -CCP3 y FR 40 - 20 40,6 99,0 97,6 62,5 0,40
2::: Ei';i © 30 - 40 52,2 96,0 93,0 66,9 0,42
Anti-CCP2 0 FR 30 -20* 63,4 83,2 79,0 69,4 0,47
Anti-CCP3 o FR 40 - 20 63,4 84,2 80,0 69,7 0,48

VC: Valor de corte. VPP: Valor predictivo positivo. VPN: Valor predictivo negativo. FR: Factor reumatoide.

Anti-CCP2: Antipéptidos citrulinados de segunda generacion. Anti-CCP3: Antipéptidos citrulinados de tercera generacion.

*Valor de corte correspondiente a la especificidad de 98%.

**Valor de corte seleccionado en el estudio de sensibilidad/especificidad.

la VSG (Tabla 5). Los anticuerpos anti-CCP2 no mos-
traron correlacion con el DAS 28.

Discusién

Los anticuerpos anti-PC han adquirido una gran im-
portancia por su implicacion en la patogenia de la
AR4) y este hallazgo ha permitido el desarrollo de
diversos inmunoensayos. Aunque la determinacion de
anticuerpos anti-PC fueron incluidos como criterio
para la clasificacion de la enfermedad,12 no existen

18

especificaciones sobre cual ensayo utilizar y los re-
sultados pueden diferir entre un ensayo y otro, asi
como en cada poblacion estudiada. Es importante en
la practica clinica interpretar los resultados de un en-
sayo, asi como comprender las diferentes especifici-
dades antigénicas que se utilizan.

El ensayo mas estudiado para la determinacion de
anticuerpos anti-PC ha sido el anti-CCP2 y se ha evi-
denciado su utilidad diagndstica en diferentes po-
blaciones.
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Figura. Curvas ROC de los ensayos de determinacion de anticuerpos en pacientes cubanos con artritis reumatoide.
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Tabla 5 Correlacion entre las concentraciones de anticuerpos y los indicadores de actividad de la enfermedad de

los pacientes con artritis reumatoide

Anti-CCP2 (r; p)

Anti-CCP3 (r; p)

()] DAS 28 (r; p)

VSG 0,2385; p=0,016*

Anti-CCP2

Anti-CCP3

FR

0,2261; p=0,023*

0,7391;p=0,000*

0,3494;p=0,000* 0,5539; p=0,000*

0,3086; p=0,002* 0,1909; p=0,056
0,4154; p=0,000*

0,2277; p=0,022*

0,2627; p=0,008*

Anti-CCP 2: Antipéptidos citrulinados de segunda generacion. Anti-CCP3: Antipéptidos citrulinados de tercera generacion. FR: Factor reumatoide.

DAS 28: indice de actividad basado en 28 articulaciones. VSG: Velocidad de sedimentacion globular. r: Coeficiente de correlacion. p: Significacion estadistica.

*Correlacion para p<0,05

La presencia de anticuerpos anti-CCP2 observada en
pacientes con AR en otros paises de Latinoamérica
varia entre 48 y 85%.7'>'¢ La frecuencia obtenida en
este estudio en pacientes cubanos con esta enferme-
dad, se encuentra en los limites inferiores de este
rango (Tabla 2).

Sin embargo, la frecuencia obtenida para FR en los
pacientes cubanos con AR fue similar a los de otros
estudios que utilizan ELISA (Tabla 2). Se han reporta-
do frecuencias de positividad de este ensayo alrede-
dor de 50% en otros paises de Latinoamérica.15,16,17)
Kokuina y col. describieron en pacientes cubanos con
AR una frecuencia superior de FR (84% en AR esta-
blecida y 67% en AR temprana), utilizando el ensayo
inmunoturbidimétrico.18 La menor especificidad de
este ensayo con respecto al ELISA conlleva a tener
falsos positivos.

En este estudio el hecho de que 11 pacientes de los
90 estudiados sean positivos de FR y negativos de an-
ticuerpos anti-PC (Tabla 3), demuestra que a pesar
de las ventajas de los ensayos de determinacion de
anticuerpos anti-PC, todavia existe una proporcion de
pacientes negativos en este método que son positivos
para el FR, aunque la especificidad sea mucho menor
para el FR.

Para el ensayo anti-CCP2 el rango en Latinoamé-

rica varia tanto para la sensibilidad diagnostica en
la AR (61,8-97,6%) como para la especificidad (52,5-
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97,0%).7151%20 En este estudio se obtuvo una menor
sensibilidad y, por tanto, un mayor nUmero de pacien-
tes con la enfermedad que no son diagnosticados por
ese método (Tabla 4). No obstante, la especificidad
observada fue mayor en comparacion con otros pai-
ses, lo que demuestra la calidad diagnostica de este
ensayo en la discriminaciéon de pacientes con AR y
otras enfermedades.

Existen mas de seis ensayos disponibles para la deter-
minacion de anti-CCP2, los cuales tienen diferencias
en su eficacia para el diagnodstico de la AR, ya que,
aunque generalmente se utiliza el mismo antigeno,
existen variaciones en los reactivos y materiales que
forman parte del inmunoensayo.8 Independientemen-
te de esto pueden existir variaciones en la presencia
de estos anticuerpos en diferentes poblaciones debi-
do a factores genéticos, medioambientales como el
habito de fumar, el estrés oxidativo entre otros, ade-
mas de influencias debidas a caracteristicas demo-
graficas y clinicas de los pacientes y controles inclui-
dos en el estudio.’ Se ha demostrado un vinculo entre
la AR asociada a la presencia de haplotipos del com-
plejo mayor de histocompatiblidad como el DR4*0401,
conocido como epitope compartido y la produccion
de anticuerpos anti-PC.21 Esto conlleva a diferencias
en las sensibilidades de los ensayos cuando se estu-
dian diferentes poblaciones. Otra razon importante
para estas diferencias es la seleccion de los pacientes
y la clasificacion de la enfermedad en AR temprana y
AR establecida.’
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En muchos trabajos en Latinoamérica, no se realizan estudios
estratificados, lo cual hace dificil realizar la comparacion entre
diferentes poblaciones. Una de las caracteristicas mas impor-
tante de este ensayo es su especificidad y en los estudios estra-
tificados se determina la sensibilidad fijando la especificidad
a 98% o mas en el mismo grupo de pacientes, y de esta mane-
ra evaluar como se compromete la sensibilidad y la eficiencia
diagnostica del ensayo.

En estudios estratificados se han obtenido sensibilidades entre
57 y 80,4% para anti-CCP2, entre 58 y 79% para anti-CCP3 y
entre 16,3 y 48,4% para el FR.2 Las sensibilidades obtenidas en
este estudio fijando la especificidad a 98% fueron inferiores a
las reportadas para los ensayos anti-PC (Tabla 4).

La mejor eficacia diagnodstica obtenida mediante el analisis de
las curvas ROC se obtuvo para el ensayo anti- CCP2.

Se demostro que cuando se utiliza el FR en combinacion con el
ensayo anti-CCP2 aumenta la eficacia diagndstica (Tabla 4), lo
cual concuerda con los resultados obtenidos por otros investi-
gadores.? En estudios recientes realizados en Brasil se observo
una mejoria en el ensayo anti CCP2 con respecto al anti CCP3,
ya que no se observd en pacientes con otras enfermedades
reumaticas o antiinflamatorias, tal como ocurre en este estudio
(Tabla 2)." Otras investigaciones han encontrado una sensibili-
dad ligeramente inferior del ensayo anti-CCP3.%°

Los ensayos anti-PC y FR IgM son capaces de orientar acerca
de la severidad de la enfermedad ya que mostraron una buena
asociacion con la proteina C reactiva y correlacion con la VSG
(Tabla 5), similar a los resultados obtenidos por otros auto-
res."” Solamente el ensayo anti-CCP2 no mostroé correlacion con
el DAS 28, como principal indicador clinico de la actividad de
la enfermedad.

La realizacion de estudios de cohorte que permita evaluar la
severidad de la enfermedad con el tiempo de tratamiento, per-
mitird un mejor analisis de la utilidad de estos anticuerpos en
la evaluacion de la actividad clinica y el pronoéstico de la enfer-
medad, lo cual constituye una limitacion de esta investigacion.

Los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen a la in-
corporacion de la determinacion de anticuerpos anti-CCP2, en
conjunto con el FR al diagnostico de pacientes cubanos con AR.
No obstante, la variacién en las caracteristicas diagnoésticas de
los ensayos anti-PC, confirma la necesidad de que otros centros
realicen esta evaluacion en un mayor nimero de pacientes con
AR, para evitar el riesgo de errores en el diagnoéstico y el em-
pleo de tratamientos innecesarios.
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Conclusiones

La determinacion de anticuerpos anti-CCP2 tiene ma-
yor eficacia diagnostica en los pacientes cubanos con
AR, que la determinacion de anticuerpos anti-CCP3 y
FR, con una elevada especificidad diagndstica y una
adecuada discriminacién entre los pacientes con AR
y pacientes con otras enfermedades reumaticas e in-
flamatorias.

La determinacion de FR IgM mediante ELISA permite
la identificacion de pacientes seronegativos de anti-
cuerpos anti-PC, por lo que si se utilizan ambos inmu-
noensayos, se observa una mejoria en el diagndstico
de pacientes cubanos con AR.
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La primera prueba de orina

Identifica simultdneamente hasta 32 genotipos de HPV en muestras de orina
auto recolectadas.

El estudio del VPH en muestras cervicales y muestras de la primera miccion de
orina analizadas en paralelo, dio como resultado una concordancia mayor al 95%.

SE ESTIMA QUE LAS MUESTRAS DE ORINA AUTO RECOLECTADAS SE CONVIERTAN EN
PARTE DE LOS PROGRAMAS DE DETECCION, SEGUIMIENTO POST VACUNACION Y
ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS.

INNO-LiPA™ HPV GENOTIPIFICACION EXTRA II
puede jugar un papel importante en:

. * La evaluacion de los ensayos de vacunacién y seguimiento
» El uso de un método Y yses

estandarizado de
recoleccion y
almacenamiento de
orina es importante
para garantizar una
buena calidad y una
cantidad suficiente
de ADN extraido.™

del impacto de la vacunacién contra el VPH (seguimiento

posterior a la vacunacion).
« Estudios epidemiologicos para investigar la prevalencia y

distribucion de los tipos de VPH. *
* Estudios de la historia natural de la infeccion por VPH a nivel
de tipo especifico. -

El dispositivo Colli-Pee® esta especialmente diseiiado

para la recoleccion de la primera muestra de orina al

capturar los primeros 20 ml de manera mas eficiente y
con menos esfuerzo por parte del usuario.

“Fujirebio, mas de 50 afios
ofreciendo las mejores
pruebas confirmatorias ™
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Diagnéstico Clinico Aplicado

ANEXO

CRITERIOS ESTABLECIDOS POR EL COLEGIO AMERICANO DE REUMATOLOGIA PARA EL DIAGNOSTICO DE LA AR
(1988)

CRITERIO DESCRIPCION

Rigidez matutina. Rigidez matutina articular que dura al menos una hora.
Artritis de 3 o mas grupos Al menos 3 grupos articulares deben estar inflamados
articulares. simultaneamente y ser objetivados por un médico.

Artritis de las articulaciones de Al menos una articulacion de las manos debe estar inflamada
la mano. (carpo, metacarpo falangicas, interfalangicas proximales).

Afectacion simultanea del mismo grupo articular (definido en

Artritis simétrica. o
el criterio 2) en ambos lados del cuerpo.

Nodulos subcutaneos en prominencias 6seas, superficies de

Nodulos reumatoides. extension o en zonas yuxta-articulares observados por un
médico.

Factor reumatoide positivo en Presencia de valores elevados de factor reumatoide por

suero. cualquier método con un resultado en controles inferior a 5%.

Alteraciones radiologicas tipicas de AR en radiografias
posteroanteriores de las manos. Debe existir erosion u
osteoporosis yuxta-articular clara y definida en articulaciones
afectadas.

Alteraciones radioldgicas.

Los pacientes que cumplen >4 criterios son clasificados como AR. Los criterios 1-4 han de estar
presentes al menos durante 6 semanas. Los 14 grupos articulares a tener en cuenta en el criterio
nam 2 son: interfalangicas proximales, metacarpo falangicas, mufecas, codos, rodillas, tobillos y
metatarso falangicas.

Conflictos de intereses: Los autores declaran no tener ningln conflicto de intereses.

Contribucion de autoria: Todos los autores participamos en la discusion de los resultados y hemos leido, revisado y
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Resumen

Objetivo. Producir anticuerpos recombinantes de cadena
Unica de alpaca que se unan con alta afinidad y especi-
ficidad al antigeno excretado-secretado (ES) de Fasciola
Hepatica para el desarrollo de tecnologias nuevas de diag-
nostico de fascioliasis humana y animal.

Materiales y métodos. Se ha construido una genoteca de
ADN de los dominios variables de anticuerpos de cadena
Unica pesada, conocidos como VHH, a partir de células
mononucleares de sangre periférica de una alpaca inmu-
nizada con el antigeno ES de F. hepatica. La genoteca fue
tamizada con el antigeno ES por despliegue diferencial de
fagos (phage display), seleccionando diez VHH que se unen
especificamente a ES. El VHH anti ES fue clonado en un
vector de expresion, la proteina recombinante (VHH-ES1)
de 15,3 kDa fue producida por fermentacion en E. coli y
purificada a homogeneidad por cromatografia de afinidad.
La union del VHH-ES1 al antigeno ES fue evaluada por ELI-
SA usando VHHES1 como anticuerpo de captura, antisuero
policlonal anti-ES de conejo y conjugado anti IgG de cone-
jo con peroxidasa de rabano.

Resultados. Se ha identificado y producido un VHH-ES1 re-
combinante que se une al antigeno ES (VHH-ES1) que co-
rrespondia a un anticuerpo de la subclase IgG2 de bisagra
larga. La union del anticuerpo VHH-ES1 al antigeno mues-
tra linealidad respecto a la concentracion de ES en el ran-
go de 50-5000 ng/mL y el valor limite de deteccion del an-
tigeno esta en el rango de 30-170 ng/mL de ES (R2=0,99).

Conclusion. EL VHH-EST se une con afinidad y especificidad
al antigeno ES de F. hepatica y es un anticuerpo promiso-
rio a evaluar para el desarrollo de nuevas tecnologias de
diagnéstico de fascioliasis.

Palabras clave: Anticuerpos de Dominio Unico; Fascioliasis; Anticuerpos; Caméli-

dos del Nuevo Mundo; Pert (fuente DeCS BIREME).

Abstract

Objectives. To produce recombinant single-chain antibodies from
alpaca that will bind to the excreted-secreted (ES) Fasciola Hepatica
antigen with high affinity and specificity, so as to develop new

diagnostic technologies of human and animal fascioliasis.

Materials and Methods. A gene bank of DNA of the variable dominions
of heavy single-chain antibodies (VHH) has been created, based on
mononuclear cells of peripheral blood of an alpaca immunized with

the ES antigen of F. hepatica. The gene bank was screened with

Afo VIII - Nimero 94 - Junio 2019
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the ES antigen by differential phage display, selecting ten VHH that
bind specifically to ES. The anti-ES VHH was cloned in an expression
vector, the recombinant protein (VHH-ES1) of 15.3 kDa was produced
by fermentation in E. coli and purified to homogeneity by affinity
chromatography. The binding of VHH-ES1 to the ES antigen was
evaluated by ELISA using VHH-ES1 as capture antibody, policlonal anti-ES

serum of rabbit and conjugated rabbit anti IgG with radish peroxidase.

Results. AVHH that binds to the ES antigen (VHH-ES1) has been identified
through differential phage display and produced by fermentation in E.
coli; this corresponds to an antibody of the long-hinge IgG2 subclass.
The binding of the VHH-ES1 antibody to the antigen shows linearity
with respect to the concentration of ES in the 50-5,000 ng/mL range
and the limit of detection value of the antigen is in the 30-170 ng/mL

range of ES (R2=0.99).

Conclusions. The VHH-ES1 binds with affinity and specificity to the ES
antigen of F. hepatica and is a promissory antibody to be assessed for

the development of new fascioliasis diagnostic technologies.

Keywords: Single-Domain Antibodies; Fascioliasis; Antibodies; Camelids, New

World; Peru (source MeSH NLM).

Introduccion

A nivel mundial, se estima que existen entre 5-17 millones
de personas con fascioliasis; la infeccion es endémica en
las zonas rurales de paises como Perd, Bolivia, Ecuador,
Iran, Georgia, Vietnam, Egipto, entre otros (1); donde, de-
bido a las condiciones inadecuadas de provision de agua,
salubridad, educacion y pobreza, el parasito no es conte-
nido en su ciclo natural en animales herbivoros, logrando
infectar a los humanos @.

A pesar que la fascioliasis es un problema de salud pu-
blica y de sanidad animal (3), las innovaciones de nuevos
agentes para el control y tratamiento de la infeccion son
limitadas, lo cual contribuye a que la fascioliasis sea una
enfermedad desatendida (2). El desarrollo de nuevas tec-
nologias de diagnostico de la fascioliasis humana y animal
requiere de la identificacion de nuevas moléculas que se
unan a antigenos marcadores de la infeccion para el desa-
rrollo de tecnologias de diagndstico sencillas de bajo costo
y aplicables en las zonas rurales pobres que son endémicas
para la infeccion.

Hasta el momento las moléculas usadas para la deteccion
de antigenos de Fasciola Hepatica en diferentes formatos
de diagndstico son los anticuerpos monoclonales de raton;
no obstante, los dominios variables de los anticuerpos de
cadena Unica de la alpaca (VHH) tienen la capacidad de
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unirse a los antigenos de los patdgenos %, y son un recurso biotec-
noldgico promisorio para la generacion de nuevas moléculas para el
diagnostico de la fascioliasis ©; ya que pueden ser clonados y expre-
sados en E. coli conservando la capacidad de unirse a los antigenos
con alta afinidad, especificidad, estabilidad y rendimiento ©, carac-
teristicas ventajosas para el desarrollo de tecnologias de diagnostico
de bajo costo y realizables en el campo.

Este estudio tiene como objetivo identificar y producir VHHs que se
unan al antigeno de excretado-secretado (ES) de F. hepatica con alta
afinidad y especificidad para el desarrollo de tecnologias nuevas de
diagnostico de la fascioliasis humana y animal.

Materiales y Métodos
ES-ELISA DE ALPACAS

Se anadié 300 pl de ES, preparado ™, en buffer carbonato bicarbonato
pH 9,6 por pozo de microplacas (IMMULON 4 "8 Dynex Technologies, INC,
USA) e incubd a 4°C toda la noche. Las placas fueron lavadas cinco veces
por cinco minutos con PBS-T (PBS 1X, 0,05% Tween 20), bloqueadas con 2%
BSA por una hora a 37° Cy lavadas. Se afiadi6 100 pL de suero diluido en
PBS-T, 2% BSA, y se incubd a 37°C por una hora. Luego de cinco lavados
se anadio 100 pL de proteina A peroxidasa en PBS-T, 2% BSA, y se incubo
una hora a 37°C. Se anadi6 100 pL de tetrametilbenzidina (TMB. KPL,
USA) y se incub6 por diez minutos a temperatura ambiente. La reaccion

Mensajes Clave

Motivacion para realizar el estudio. La fascioliasis es una
zoonosis parasitaria de distribucion mundial. La infeccion
humana es un problema de salud publica porque es endé-
mica en las zonas rurales pobres con prevalencias altas en
ninos. Se requiere de métodos de diagnostico sensibles y
especificos de la infeccion en el campo.

Principales hallazgos. Se ha identificado un anticuerpo de
cadena Unica recombinante contra excretado-secretado
denominado VHHES1 que se une el antigeno excretado-se-
cretado del agente infeccioso causante de la fascioliasis y
muestra caracteristicas que ameritan su evaluacion y desa-
rrollo como una prueba diagnéstica de la infeccion humana.

Implicancias. La fascioliasis humana es considerada como
una enfermedad desatendida, por lo que recibe muy poca
atencion en el desarrollo de mejoras en el diagnostico de
esta infeccion. El anticuerpo de alpaca VHH-ES1 puede ser
una herramienta que permita el diagnostico temprano de
la fascioliasis en las zonas endémicas para proveer el trata-
miento e implementar medidas de control.
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fue detenida con 50 pL de 2M H?S0*. Se determind A450 en un
lector de ELISA (Biotek, USA). El punto de corte de la prueba
es A450 = 0,165 ).

INMUNIZACION CON ES DE LA ALPACA

Una alpaca fue inmunizada con 400 pg de ES con adyuvante
completo de Freund en la primera inmunizacion y refuerzos
con 500 pg y 700 pg de ES con adyuvante incompleto de Freu-
nd (Sigma-Aldrich, USA).

PREPARACION DE ARN TOTAL DE CELULAS BLANCAS DE AL-
PACA

Se colectaron muestras de sangre de la alpaca inmuniza-
da con ES en tubos Vacutainer con EDTA. Las células mo-
nonucleares de sangre periférica (PBMC, sigla del inglés
peripheral blood mononuclear cell) fueron separadas por
centrifugacion en Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, USA) y
lavadas con solucion Hanks (Sigma-Aldrich, USA). El conteo
celular se realizo en una camara Neubauer. Las células (3x
106) fueron suspendidas en 0,75 mL Trizol LS (Invitrogen)
y almacenadas a -80°C. El ARN fue purificado con el kit
Qiamp RNA blood, cuantificado por A260 en NanoDrop 100
(ThermoScientific), y visualizado en electroforesis en geles
1% agarosa, 0,5 X TBE con bromuro de etidio.

CONSTRUCCION DE LA BIBLIOTECA DE cADN

ELl ADN fue sintetizado a partir del ARN extraido de PBMC
usando oligo(dT) como cebador de poly(A)+ ARN. La bi-
blioteca de cADN de VHH fue construida amplificando los
VHH a partir del cADN con el cebador comin ALVHHBgl
(5’-GAGCCTAGCCGGCKCAGKTGCAGCTCGTGGAGTCNGG-3’),
especifico para el FR1-bisagra corta; ALVHHR1Not (5-TTGC-
GGCCGCTGGGGTCTTCGCTGTGGTGCG-3%) y especifico para
FR1-bisagra larga ALVHHR2Not (5-TTGCGGCCGCTTGTGGT-
TTTGGTGTCTTGGG- 3’) (8). 1,2 pg de pHEN2 fue digerido
con 10 U de Notl (Fermentas) a 37°C y con 10 U de Sfil
(Fermentas) a 50°C. El vector pHEN2/Notl/ Sfil y los VHH
amplificados fueron purificados en geles de 1,5% agarosa
con el kit Qiaquick (Gel Extraction kit, Qiagen). Se digirio
400 ng de los productos VHH amplificado con 20 U de Notl
y 20 U de Bgll (Fermentas) a 37°C O/N y purificado en geles
de 1,5% agarosa. La ligacion procedio con 80 ng de inserto
y 40 ng pHEN2/Notl/Sfil en 20 pL buffer y 400 U de T4 ADN
Ligasa a 16°C durante 12 horas. Se electropor¢ E. coli TG1
en cubetas de 0,1 cm, pulso de 1,8 kV, 25 pF, 200 Q, se
suspendio en 250 pL 2xYT a 37°C por una hora y fueron
plaqueadas en 2xYTAG (ampicilina 100 pg/mL, 2% Glucosa)
a 37°C toda la noche.

30

PHAGE DISPLAY DE LA BIBLIOTECA DE ADN VHH ANTI ES

La biblioteca de cADN VHH anti-ES en pHEN2 (1x107ufc/mL)
© fue expandida fermentando 3x10® bacterias en 100 mL de
2YTAG (100 pg/mL ampicilina, 1% glucosa) a 37°C en agitacion
hasta alcanzar 1x10" bacterias. El cultivo fue infectado con
100 uL de fago helper M13KO7 (New England Biolabs, 1x10™
fagos/mL) incubada 30 minutos en reposo y 30 minutos con
agitacion a 150 rpm a 37°C; luego el cultivo fue centrifugado a
4500 rpm por diez minutos. El precipitado solubilizado en 100
mL de 2YTA, Kan (50pg/mL), 1 mM IPTG y fermentd a 30°C
en agitacion 150 rpm por 16 horas. El cultivo fue centrifuga-
do a 8000 rpm a 4°C, el sobrenadante disuelto en 20 mL 20%
PEG 2,5M NaCl y mantenido en hielo por dos horas. Luego se
centrifugd a 8000 rpm por diez minutos a 4°C y el precipitado
disuelto en 40 mL H,0, se afiadio 8 mL 20% PEG 2,5M NaCl y
se centrifugdé a 8000 rpm por diez minutos a 4°C. Los fagos
fueron suspendidos en 2 mL 1X PBS, centrifugados a 15 000
rpm por un minuto a 4°C y el sobrenadante almacenado a 4°C.

SELECCION DE FAGOS VHH ANTI ES
Se inoculd una colonia en 25 mL de 2YT y se incubd a 150

rpm, 37°C hasta A,
(Nunc Maxisorp, ThermoFisher Scientific, SA) e incubo a 4°C

0,5. Se agregd 40 pg de ES en inmunotubo

por 16 horas. El inmunotubo se lavo seis veces con PBS-T, tres
veces con PBS y se bloqued con 2% leche descremada por 30
minutos a temperatura ambiente. La segunda ronda de selec-
cion se uso Odissey-Licor (1/2 en PBS) y la tercera ronda se uti-
liz6 BSA 2%, descartando la solucion bloqueadora. Se afadio
1 mL de fagos con agitacion durante una hora a temperatura
ambiente. La segunda seleccion se incub6 45 minutos y la ter-
cera por 30 minutos. Los fagos se eluyeron con 1 mL de 100
mM trietanolamina por cinco minutos a temperatura ambiente
y se afadio 0,5 mL 1M Tris-HCl pH 7,5. Se afadi6 10 mL de E.
coli TG1 a 37°C sin agitacion y 30 minutos a 150 rpm. Se hicie-
ron diluciones en 100 pL del cultivo, desde 10-1 hasta 10-5y se
sembro en 2YTGA. El resto se centrifugd, se disolvio en 2 mL
de medio 2YT, se sembro en una placa 24x24 con 2YTGA e in-
cubd a 37°C toda la noche. Las bacterias fueron cosechadas y
colocadas en 5 mL 2YTA. Se colocé 30 pL en 100 mL de medio
2YTAG para proseguir con el rescate y el resto se criopreservo
en DMSO al 8% a -80°C.

EXPRESION DE FAGOS VHH ANTI ES

Se picaron colonias al azar y se sembraron en placas de 96
pozos (Costar 3799) en 200 pL de 2YTAG, y se incubo a 37°C
toda la noche en agitacion. Se tomd 3 pL de cada cultivo para
sembrar en 200 pL 2YTAG, placas de 96 pozos de 2,2 mL (Ab-
gene AB-0661). Las placas fueron incubadas a 37°C hasta al-
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canzar la fase logaritmica. Se realizo la infeccion con 100 pL
de fago helper M13KO7 (1x10"ufp/mL). Las células centrifu-
gadas a 4500 rpm por cinco minutos y suspendidas en 500 pL
de 2YTAK+IPTG 1mM por pozo. Las placas fueron incubadas a
30°C a 150 rpm toda la noche, centrifugadas a 4500 rpm por
cinco minutos a 4°C y guardadas a 4°C.

TAMIZAJE DE FAGOS VHH POR ELISA

Se fijaron placas Maxisorp con 100 pL ES (5 pg/mL) en PBS
a 4°C toda la noche. Las placas fueron lavadas cinco veces
con PBS-T y bloqueadas con 100 pL de 0,5% gelatina en
PBS-T (PBSTG) por una hora a 37°C. Las placas fueron la-
vadas y se coloco 20 pL de sobrenadante de cultivo en 80
pL PBSTG, las placas fueron incubadas 1,5 h a 37°C. Luego
de cinco lavados con PBS-T, se adicion6é 100 pL del anti
MSIgG-HRP (Abcam) 1/1000 en PBSTG e incubadas a 37°C
por una hora. Luego de lavados se adicion6 100 pl de anti
M13 g8p 1/1000 en PBSTG e incubd a 37°C por una hora; se
volvid a lavar y se anadié 100 pL de TMB e incub6 por diez
minutos a temperatura ambiente. La reaccion fue deteni-
da con 50 pL de 3N H,SO,. Se realizo la lecturaa A, en
el espectrofotometro (Biotek, USA). Los clones reactivos
a ES y poco reactivos al antigeno no relacionado fueron
amplificados por PCR con los cebadores M13-40 y Myc-TAG
y las secuencias fueron analizadas con Clustal W.

EXPRESION DE VHH ANTI ES RECOMBINANTE EN pET22b+

1,2 pg del producto del VHH anti ES amplificada por PCR con
cebadores VHHNcol-NotI de los fagémidos P3BC3 y P3BC12
y 2 pg plasmido pET22b+ fueron digeridos con Ncol y Notl
(New England Biolabs) a 37°C y purificado (Wizard SV PCR
purification kit). La ligacion procedié con 200 ng pET22b+,
100 ng de inserto y 400 U de T4 ADN ligasa (NEB) a 16°C por
17 horas. La reaccion fue precipitada con etanol y solubi-
lizada en 5 pL de H,0. Se electropord E. coli BL21 a 1.8KV
en cubeta de 0,1 cm. Las transformantes seleccionadas en
placas LB con ampicilina (100 pg/mL) y las colonias positi-
vas cultivadas en 3 mL LB amp a 37°C toda la noche. Luego
centrifugadas a 5000 rpm por diez minutos, el precipitado
suspendido en 1 mL de LB amp. 30 pL de cultivo se anadio
a 3 mL de LB amp por dos horas a 37°C e inducida con 1TmM
IPTG por dos horas a 37°C. Las células fueron centrifugadas
a 7650 g por 30 minutos a 4°C. El sobrenadante fue anali-
zado por SDS- 15% PAGE y los VHH anti ES recombinantes
purificados por cromatografia de afinidad Ni-Agarosa.

VHH ANTI-ES ELISA INDIRECTO

500 ng ES en PBS fue fijado en placas Maxisorp a 4°C toda
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la noche, luego lavadas cinco veces con PBS-T y bloquea-
das con 2% BSA en PBS-T por una hora a 37°C. Se realizo
cinco lavados con PBS-T. Se anadi6 1-2 pg de VHH-ES1 en
100 pL PBS 2% BSA e incubadas una hora a 37°C. Luego
de lavados con PBS-T, se anadio 100 pL (1/2000) Penta
His HRP conjugate (Qiagen, USA), 2% BSA e incubadas una
hora a 37°C, lavadas con PBS-T. Se afiadi6 100 pL de TMB
e incubo por diez minutos a temperatura ambiente en os-
curidad. La reaccion fue detenida con 50 pL de 2M H,SO,.
A, se determinaron en un lector de ELISA (Biotek, USA).

VHH ELISA CAPTURA DE ANTIGENO ES

Se afadio 100 pL del anticuerpo de captura VHH-EST (10 ug/
mL) a microplacas Maxisorp e incub6 toda la noche a 4°C en
buffer carbonato-bicarbonato. Se realiz6 cinco lavados con
200 pL del buffer de lavado (PBS-Tween 0,05%) y cinco mi-
nutos de incubacion en cada lavado. Se anadio 200 pL del
buffer de bloqueo (PBS-Tween 0.05%- BSA 5%), e incubd a
37°C por una hora y se lavo como fue descrito. Se agregd
100 pL de ES en concentraciones de 0, 50, 200, 1000 y 5000
ng/mL por pozo, se incubd a 37°C por una hora, y se lavo
cinco veces con 30 segundos de incubacion cada paso. Se
anadio 100 pL del anticuerpo de policlonal de conejo anti-ES
(10 pg/mL) incubando por una hora a 37°C y luego se lavo
cinco veces con 30 segundos de incubacion. Se afadié 100 pL
(1/30 000) del conjugado anti-rabbit-HRP (KPL, USA) e incubd
a 37°C por una hora. Se lavo cinco veces con 30 segundos de
incubacion. Se afadié 100 puL de TMB e incubd cinco minutos
en oscuridad, Se agregé 50 pL de 3N H,SO, para detener la
reaccion. Los valores de A, se estimaron en un lector de
ELISA (Biotek, USA).

ANALISIS DE DATOS

Microsoft Excel® se usé para analizar datos de ELISA, las
secuencias de ADN fueron alineadas con el software Clus-
tal W, analizadas con el programa NCBI/Blast y la estruc-
tura secundaria de VHH modelada con SwissModel.

CONSIDERACIONES ETICAS
El presente estudio (codigo 61578) fue aprobado por el Co-
mité Institucional de Etica de la Universidad Peruana Ca-
yetano Heredia. Las alpacas estuvieron bajo seguimiento
de un médico veterinario.

Resultados

Los niveles de IgG circulantes anti-ES basales fueron de A, de
0,112 y 0,063 para la alpaca control e inmunizada respectiva-
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Figura 1. Respuesta inmune humoral de la alpaca ino-

culada con excretado-secretado (ES).

£
o
2
= —o— Alpaca inmunizada con ES

-4~ Alpaca control inoculada
con vehiculo

Semanas

La produccion de anticuerpos de tipo IgG fue monitoreada mediante ESE-
LISA. a) Primera inmunizacion con ES y adyuvante completo de Freund,
b) Inoculacion del primer refuerzo de ES con adyuvante incompleto de
Freund (AIF), c) Inoculacion del segundo refuerzo de ES con AIF.

mente. Niveles crecientes de IgG anti-ES se observaron a partir
de la segunda semana posinmunizacion, elevandose A, 0,455
después del segundo refuerzo. En la alpaca control se mantu-
vieron negativos durante el periodo de inmunizacion (Figura 1).
Después del segundo refuerzo se colectaron 5x107 células blan-
cas, de las que se obtuvo 41 pg de ARN total (ratio A260/280
de 2); el ARN no presentd degradacion y mostraba las bandas
caracteristicas ARN total (Figura 2A). A partir del ARN se sinte-
tizd ADN resultando en productos de amplificacion de 400 bp
caracteristico de los VHH (Figura 2B).

ELADN de los VHH fue amplificado y clonado en el vector pHEN2
y trasformados en E. coli TG1 obteniéndose 1,2x10° colonias
transformantes, los auto-ligados representaban el 0,06% de los
transformantes. Se realizo transformaciones seriadas para esca-
lar la biblioteca de ADN a 5x107 transformantes.

La seleccion de VHH anti ES de la biblioteca se realizo por des-
pliegue diferencial de fagos con ES (Tabla 1). Los fagos obteni-
dos en cada ciclo de seleccion disminuyeron ligeramente en el
P2 y luego aumento en P3 y P4. Completados los ciclos P2, P3 se
analizaron 384 clones por ES-ELISA indirecto, seleccionando 37
positivos que unen ES, los cuales fueron nuevamente analizados
con ES-ELISA, obteniéndose diez clones positivos que no mostra-
ban reaccion cruzada con un antigeno no relacionado: P3AC2,
P3AF7, P3AH7, P3AH10, P3BA12, P3BC3, P3BC12, P3BE7, P3BE9,

Figura 2. Amplificacion de las secuencias de los anticuerpos de cadena unica: A. Extraccion de ARN total de PBMC, alpaca inmu-
nizada con excretado-secretado. ARN total de muestras de sangre de la alpaca inmunizada (S) y del control (C), Marcador [/Hind

Ill (M). B. Carriles uno'y tres, productos de PCR VHH FR1-Hinge corto (AlVHHBglI, y AlVHH-R1 Notl) y FR1-Hinge largo (AlVHHBglI
y AlVHH-R2 Notl). Carriles dos y cuatro controles negativos.

pb

500
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P3BF, los cuales fueron amplificados por PCR y secuenciados,
resultando que los diez clones eran VHH idénticos, derivados de
un anticuerpo de las subclase IgG2 de bisagra larga y mostraban
las regiones FR1, FR2 FR3, CDR1, CDR2 y CDR3 caracteristicas
de los VHHs de camélidos (Figura 3A). La regiones de reconoci-
miento al epitope del antigenos CDR1 tiene ocho aminoacidos,
CDR2 ocho aminoacidos y CDR3 20 aminoacidos en una estruc-
tura secundaria con la correspondiente tres horquillas de las
regiones de reconocimiento del antigeno y las regionesandamio
FR1, FR2, FR3 (Figura 3B).

EL ADN del VHH anti-ES fue subclonado en el vector de expre-

sion pET22b+y la proteina recombinante VHH-EST (PM 15,3 kDa)
fue producida en E. coli BL21 y purificada por cromatografia de
afinidad (Figura 4). Ensayos de ELISA indirecto mostraron que
la unién del VHH-EST a ES es de alta afinidad detectandose los
valores de A450 de 0,311 +0,08 y 0,726 +0,027 para uno y dos
pg de ES respectivamente, mientras que el control A, de 0,175
+0,08; y especifica ya que era desplazada por competencia con
un policlonal anti-ES de conejo (datos no mostrados).

Los ensayos de ELISA de captura se realizaron usando VHH-ES1
como anticuerpo de captura, un policlonal anti- ES de conejo
como antigeno secundario y con diferentes concentraciones de

Tabla 1. Ciclos de seleccion con antigeno excretado-secretado de Anticuerpo de cadena Unica de la alpaca anti ES por
despliegue diferencial de fagos (phage display).

Tiempo de Numero de Cantidad de Cantidad de
Agente incubaci lavad . terial £ leccié
bloqueante incubacion con avados con agos (rr_1a erial agos (s.e eccion
el antigeno PBS-T / tiempo de partida)* especifica)
P1 Leche 2% 1h 10x / 1 min 3x10™ 1,5x107
P2 Licor 1/4 45 min 6x, 2x / 15 min 1,25x10™ 8x10¢
P3 BSA 2% 30 min 6x, 1x/1h ND 1,96x107
P4 Gelatina 0,5% 30 min 6x, 1x/1h ND 3x10°
*Determinado por espectrofotometria 1 0D, =5x10 (1) | h: hora; min: minuto; ND: no determinado.

Figura 3. Modelamiento de los dominios variables de los anticuerpos de cadena tnica de la alpaca (VHH) - antigeno excretado secretado 1
(ES1): A. Esquema de regiones de los anticuerpos de cadena unica pesada de la alpaca con la region constante con los dominios CH2, CH3,
bisagray los dominios variables VHH. B. Modelamiento de la proteina recombinante VHH-ES1, mostrando las regiones CDR1, CDR2 y CDR3.

B CDR1 CDR2

CDR3

36 Revista Bioreview®



ES (0, 50, 200, 1000 y 5000 ng/mL) en PBS y en un grupo de
sueros humanos control. La inmunoreactividad determinada
por A, se ajustaba a linealidad en el rango de concentraciones
de 50-5000 ng/mL de ES (R2=0,99). El limite de deteccion de ES
en PBS fue de 31,11 ng/mL y en el grupo de sueros el valor fue
171,92 ng/mL (Tabla 2, Figura 5A, Figura 5B).

Discusion

Con el objetivo de contar con nuevas moléculas para el desarro-
llo de pruebas de diagndstico de fascioliasis usando anticuerpos
de cadena Unica de alpacas, se han sintetizado genotecas de
cADN de VHH (1x107 clones) para seleccionar VHH que se unen
especificamente al antigeno ES de F. hepatica por despliegue
diferencial de fagos. Esta estrategia se ha aplicado en otros
agentes infecciosos (10,11,12). La genoteca de cADN de VHH tie-
ne una alta representacion de los anticuerpos de cadena Unica
de los grupos IgG2 e IgG3 (5x107 clones) derivados del ARN de
células blancas de una alpaca inmunizada con ES. Sin embargo,
el tamizaje por despliegue diferencial de fagos con ES rescato6
10 VHH de secuencias idénticas de la clase de anticuerpos IgG2
de bisagra larga. Lo que sugiere que el VHH reconoce un epito-
pe de una proteina antigénica componente de ES. La estructura
secundaria modelada de la secuencia VHH-ES1 (Figura 3) revela
que tiene un alto grado de homologia con los VHH de alpaca .

Bioquimica Molecular

El principal hallazgo del estudio es el anticuerpo VHH-ES1 que
se une al antigeno ES con alta afinidad y especificidad. Los re-
sultados del ELISA indirecto muestran que VHH-ES1 se une al
antigeno en relacion lineal con la concentracion de ES. Ensayos
de ELISA de captura con VHH-ES1 muestra que los valores de
limite de deteccion estan en el rango de 30-170 ng/mL de ES,
lo que sugiere su uso potencial en la deteccion del antigeno en
muestras biologicas. El ELISA de captura es el formato idoneo
para el desarrollo y validacion de tecnologias de deteccion de
coproantigenos o antigenos circulantes en pacientes infectados
con F. hepatica como se aplican los monoclonales ES70 4y MM3
15 en la deteccion de coproantigenos para el diagnostico de fas-
cioliasis.

Los valores limites de deteccion de VHH-ES1 son menores a los
reportados para los mAbs anti-ES ES70 (419 y MM3 (510 (5-15 ng/
mL) 41 que podria considerarse una limitacion a ser resuelta
en el desarrollo de la tecnologia de diagndstico. Hay que tener
en cuenta que ES es un antigeno de composicion compleja que
tiene al menos 60 diferentes polipéptidos ¢ del parasito y del
hospedero que perturban los ensayos de la determinacion de la
sensibilidad y especificidad de union al antigeno; no se conoce
el antigeno al que se une VHH-ES1, pero se puede identificar
con técnicas de purificacion por afinidad y secuenciamiento del
antigeno purificado.
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Figura 4. Anticuerpo de cadena unica de la alpaca (VHH) -
antigeno excretado secretado 1 (ES1) purificado por croma-
tografia de afinidad en columnas de Ni-agarosa: i) Lisado
crudo de E. coli; ii) VHH-ES1. SDS- 15% geles de poliacrila-
mida, tincion azul de Coomassie.

< 15.3 kDa

Tabla 2. Dominios variables de los anticuerpos de cadena

unica mediante ELISA de captura del antigeno excretado-

secretado en PBS y grupo de sueros.

Antigeno excre- PBS
tado-secretado 1 .
(ng/mL) 0D,;, (DE)

Grupo de sueros
*0D,, (DE)

0 0,077 (0,001) 0,106 (0,009)
50 0,079 (0,004) 0,122 (0,008)
200 0,105 (0,001) 0,139 (0,023)
1000 0,217 (0,018) 0,164 (0,005)

5000 0,828 (0,018) 0,306 (0,018)

*Valor promedio de absorbancia determinado por espectrofotometria | a
450 nm (OD450) | DE: desviacion estandar | PBS: Tampon fostato salino

Figura 5. Correlacion lineal de los valores de A, v la concentracién del antigeno excretado-secretado, medido por ELISA de cap-
tura con los dominios variables de los anticuerpos de cadena tnica de la alpaca (VHH) y antigeno excretado-secretado 1 (ES1): A)
ES en PBS, B) ES en un grupo de sueros. Los valores experimentales fueron ajustados por regresion lineal (R*=0,99).
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Los VHH son mas estables y tienen menores costos de produc-
cion que los mAbs (™ constituyen una alternativa ventajosa
para el desarrollo de métodos de diagnostico © de aplicacion en
zonas endémicas de fascioliasis, ya que las técnicas de diagnos-
tico que usan mAbs son costosas y tienen baja estabilidad por
ser muy labiles 7,

En conclusion, se ha generado un fragmento recombinante
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de un anticuerpo de cadena Unica de alpaca IgG2 deno-
minado VHH-ES1, que es una proteina recombinante de
15,3 kDA que se une con alta afinidad al antigeno ES de F.
hepatica. VHH-ES1 es una nueva biomolécula promisoria
para el desarrollo de nuevos métodos de diagndstico de
fascioliasis basado en la deteccion de coproantigenos o
antigenos circulantes en humanos y animales infectados
con F. hepatica.
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Resumen

Las enfermedades relacionadas con mutaciones del gen
MYH9 son un grupo de patologias genéticas raras. Su he-
rencia sigue un patron autosémico dominante en donde el
gen MYH9, codifica la cadena pesada de la miosina lIA no
muscular que se expresa en diferentes tejidos pero espe-
cialmente en los podocitos y en las células mesangiales.
Este trastorno se caracteriza por la presencia de macro-
trombocitopenia, inclusiones leucocitarias y un riesgo
variable de desarrollar insuficiencia renal, hipoacusia y
cataratas en edad juvenil o adulta. Describimos el caso de
una mujer de 27 anos, de raza caucasica, diagnosticada
inicialmente de purpura trombocitopénica idiopatica. Tras
una detallada historia familiar y el desarrollo de sintomas
clinicos posteriores con afectacion renal e hipoacusia, se
le realiz6 un estudio genético que nos permitio el diagnos-
tico de nefropatia asociada a la mutacion en el gen MYH9.
Este caso destaca el retraso del diagnostico y la utilidad
del estudio genético en pacientes con enfermedades muy
poco frecuentes. Se procede a la revision de la enferme-
dad en este articulo.

Palabras clave: Nefropatia MYH9, Hipoacusia, Trombocitopenia, Sindrome de

Alport, Sindrome de Epstein, Anomalia de May-Hegglin, Sindrome de Sebastidn

Abstract

MYH9 related diseases are caused by mutations in the MYH9 gene and
constitute a rare group of genetic entities. Its inheritance follows an
autosomal dominant pattern. The MYH9 gene, encodes the nonmuscle
myosin heavy chain lIA, expressed in different tissues and especially
in podocytes and mesangial cells. The disorder is characterized by
the presence of macrothrombocytopenia, leukocyte inclusions and a
variable risk of developing renal failure, hearing loss and early-onset
cataracts. We describe the case of a 27-year-old Caucasian woman,
diagnosed initially with idiopathic thrombocytopenic purpura. After
a detailed family history and the appearance of renal involvement
and hearing loss, genetic testing allowed to make the diagnosis of
nephropathy associated with MYH9 mutation. This case is an example
of the delayed diagnosis of uncommon diseases and highlights the

usefulness genetic testing. A review of the disease is provided.

Keywords: MYH9 nephropathy, Hearing los, Thrombocytopenia, Alport sindrome,

Epstein sindrome, May-Hegglin anomaly
Introducciéon
Las enfermedades relacionadas con mutaciones del gen MYH9

son un grupo de patologias genéticas ultrarraras que se carac-
terizan por la presencia de macrotrombocitopenia, inclusiones
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leucocitarias y un riesgo variable de desarrollar insuficiencia
renal, hipoacusia y cataratas en edad juvenil o adultal. El Re-
gistro italiano para enfermedades asociadas a mutaciones en el
gen MYH9 incluye 108 individuos afectados, lo que indica que la
prevalencia del trastorno en Italia es de al menos 3: 1.000.000.
Debido a que las formas leves se descubren incidentalmente
y las formas graves a menudo se diagnostican erroneamente,
quizas la prevalencia real sea mas alta.

Se transmite a partir de una herencia autosémica dominante,
es decir que el alelo mutado es dominante sobre el normal y
es suficiente una sola copia mutada para que se exprese la en-
fermedad, pudiendo afectar con igual probabilidad a varones y
mujeres. Por lo tanto, cada individuo afecto tiene una probabi-
lidad del 50% de transmitir la enfermedad a su descendencia.

Evolucion historica

El grupo de enfermedades causadas por mutacion en el gen
MYH9 se agrupaban en cuatro sindromes caracterizados por
presentar macrotrombocitopenia asociada a otras enfermeda-
des. Historicamente estos sindromes se correspondian con3-5:

« Anomalia de May-Hegglin.
« Sindrome de Fechtner.

o Sindrome de Epstein.

« Sindrome de Sebastian.

Tanto el sindrome de Epstein como el de Fechtner, en los que
la afectacion renal esta presente, habian sido considerados cla-
sicamente como variantes del sindrome de Alporté. Por otra
parte, el sindrome de Sebastian y la anomalia de May-Hegglin
se presentan sin afectacion renal, manifestandose Unicamente
por la presencia de inclusiones leucocitarias y afectacion ocular
o0 auditiva.

Estos cuatro trastornos, caracterizados por trombocitopenia
con plaquetas gigantes, se clasificaron en funcion de los as-
pectos morfologicos de los cuerpos tipo Dohle y las diferentes
combinaciones de las otras manifestaciones de mutacion en
MYH9: pérdida de la audicion, nefropatia glomerular y catara-
tas. Sin embargo, debido a que el fenotipo de una persona con
una variante patogénica en MYH9 a menudo evoluciona con el
tiempo, el cuadro clinico de un individuo puede cambiar con el
tiempo segln la aparicion de un nuevo hallazgo. Ademas, los
cuatro sindromes no definen todas las manifestaciones posibles
derivadas de las variantes patogénicas heterocigotas en MYH9.
Finalmente, los miembros de la misma familia pueden tener di-
ferentes fenotipos y recibir diferentes diagnosticos dentro del
espectro de enfermedades asociadas a mutaciones en el gen
MYH9. Por estas razones, las patologias asociadas a MYH9 han
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sido propuestas como una nueva entidad nosoldgica que incluye a todos los
individuos con variantes patogénicas heterocigotas en MYH9 independien-
temente del aspecto de los neutrofilos y el fenotipo clinico’. Los 4 sindro-
mes historicamente conocidos, son entidades genéticamente distintas al
sindrome de Alport que era el principal diagndstico diferencial8.

Por otra parte, los avances en la secuenciacion masiva de genes, han per-
mitido en estos Ultimos anos el analisis de diferentes variantes a nivel intro-
nico e incluso polimorfismos o haplotipos de riesgo en MYH9, relacionados
con la glomeruloesclerosis focal y segmentaria idiopatica, la nefropatia
hipertensiva y la enfermedad renal cronica terminal tanto en diabéticos
como no diabéticos9-11. En Espafa, el estudio EPIRCE demostro que alre-
dedor del 10% de la poblacion presenta algin grado de enfermedad renal
cronical2-14 y para profundizar en el estudio de las posibles causas gené-
ticas de cronicidad, Tavira et al. mediante el estudio espafiol RENASTUR
demostro cierta asociacion entre el polimorfismo rs3752462 de MYH9 y el
riesgo de desarrollar enfermedad renal cronical5. Apoyando estos resul-
tados, en un estudio de casos y controles, se ha descrito la asociacion del
polimorfismo rs3752462 de MYH9 en pacientes con hipertension arterial y
enfermedad renal crénica en China16. En modelos animales con variantes
en MYH9 que alteran la estructura del citoesqueleto del podocito, también
se ha observado que el estimulo con agentes secundarios como farmacos
nefrotoxicos (doxorrubicina y adriamicina), infeccion por HIV e hiperten-
sion arterial favorecen el deterioro de funcion renal y la aparicion de al-
buminuria” .

Patogenia

MYH9 es un gen constituido por 40 exones, localizado en el cromosoma
22q y codifica para la cadena nonmuscle myosin heavy chain IIA (NMMHC
IIA). Esta proteina forma parte de la superfamilia de las proteinas motoras,
presentes en todas las células eucariotas, y tiene importantes funciones en
la estabilizacion del citoesqueleto. Se trata de una enzima hexamérica con
dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas que presentan un dominio N-ter-
minal y un dominio C-terminal20. La NMMHC IIA mutada no se expresa en
las plaquetas y se agrega en los leucocitos, lo cual da lugar a la presencia
de inclusiones leucocitarias que son caracteristicas en esta enfermedad. La
formacion de macroplaquetas podria explicarse por una produccion precoz
y ectopica de plaquetas en el intersticio de la médula dsea. En estudios
realizados con megacariocitos de ratones, se considera que esto podria
deberse a una alteracion en la via Rho-associated kinase-myosin light chain
(Rho-ROCK-MLC) de la trombopoyesis regulada por la NMMHC 11A21,22.

Al mismo tiempo, como las cadenas pesadas de miosina se expresan en
los podocitos y en las células mesangiales del glomérulo, se justifica la
presencia de proteinuria y la evolucion a enfermedad renal croénica en los
pacientes afectos"".

Caracteristicas clinicas de las patologias asociadas a mutaciones en el gen
MYH9:

a) Manifestaciones relacionadas con la trombocitopenia: Hematomas fre-
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cuentes. Sangrado excesivo tras medidas de hemostasia (ciru-
gias mayores o menores, tratamiento con antiagregantes pla-
quetarios)?.

b) Hipoacusia neurosensorial. Puede aparecer entre la 1* y 6
década de la vida**?,

c) Afectacion ocular: cataratas de aparicion precoz (ocurren
en edad temprana o media y son detectadas con lampara de
hendidura)??’.

Afectacion renal: se ha observado en el 30% de los pacientes
con mutaciones en este gen. Se caracteriza por proteinuria de
inicio temprano, con o sin microhematuria, y rapida progresion
a enfermedad renal cronica. La nefropatia asociada a mutacion
del gen MYH9, habitualmente progresa a enfermedad renal cro-
nica terminal alrededor de los 30 aios, aunque también se han
detectado casos de edad mas avanzada1,14,28.

Antecedentes familiares con patron de herencia autosémica
dominante. La ausencia de un historial familiar de enfermedad
relacionada con mutaciones en MYH9 no excluye el diagnosti-
co. La expresion clinica en los familiares afectos puede ser muy

variable.

Alteraciones analiticas y al microscopio

« Trombocitopenia.

« El frotis de sangre periférica demuestra al microscopio: pla-
quetas grandes (diametro medio de plaquetas> 3,7um y/o> 40%
de plaquetas con diametro> 3,9um) o cuerpos tipo Dohle en el
citoplasma de los neutrofilos. Cabe destacar que los cuerpos
tipo Dohle estan presentes en el 42-84% de los pacientes con
mutaciones en MYH929.

« Lainmunofluorescencia de un frotis de sangre periférica de-
muestra agregados de proteina MYH9 tipicos en el citoplasma
de los neutrofilos4,30,31. Es importante destacar, que en los
neutréfilos de individuos no afectados, la proteina MYH9 esta
distribuida uniformemente.

« Elevacion de los niveles de creatinina, indicando la progre-
sion a insuficiencia renal y riesgo de enfermedad renal terminal.

« Elevacion cronica de transaminasas®.
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o Analisis de orina: proteinuria y microhematuria. La proteinu-
ria es el signo mas temprano de afectacion renal33-35.

Diagndstico genético

Si la sospecha clinica es muy alta, se puede realizar el analisis
del gen MYH9 o la utilizacion de un panel de genes, que ademas
nos permite hacer el diagnostico diferencial con otras patolo-
gias clinicamente similares®.

Correlaciones fenotipo-genotipo

La identificacion de la variante patogénica MYH9 especifica de
la familia puede ayudar a evaluar el riesgo de desarrollar las
manifestaciones clinicas no congénitas de la enfermedad.

Los individuos afectados con variantes patogénicas que
implican el dominio principal de la proteina MYH9 tienen
trombocitopenia mas grave en comparacion con aquellos
con variantes patogénicas que afectan el dominio de los
extremos. El riesgo de desarrollar dano renal, pérdida de la
audicion y catarata también depende de la variante pato-
génica MYH9 especifica.

Bioquimica Molecular

o La sustitucion p.Asp1424His se asocia a un riesgo interme-
dio o alto de desarrollar manifestaciones no congénitas de la
enfermedad. La mayoria de las personas afectadas con la va-
riante p.Asp1424His desarrollan enfermedad renal antes de los
60 anos. La mayoria de los pacientes afectos por esta variante
desarrollaran hipoacusia dentro de los 60 afos y el riesgo de
cataratas es mayor que en aquellos con otros genotipos.

o Las sustituciones p.Asp1424Asn y p.Glu1841Lys, asi como las
variantes patogénicas nonsense o frameshift, se asocian con
bajo riesgo de desarrollar manifestaciones no congénitas de la
enfermedad. En individuos con estas variantes patogenas, la
trombocitopenia generalmente sigue siendo la Unica manifes-
tacion de la enfermedad a lo largo de la vida¥.

Diagnostico diferencial
La ausencia de trombocitopenia en otros miembros de la familia
no excluye la presencia de mutacion en MYH9 porque la fre-

cuencia de variantes de novo es alta (35% de los probandos)®.

El diagnostico diferencial debe tener en cuenta las formas ad-
quiridas y congénitas de trombocitopenia, asi como las nefropa-
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tias relacionadas con el colageno IV:

a) Trombocitopenia adquirida. Diferenciar MYH9 de formas ad-
quiridas de trombocitopenia puede ser dificil y varios individuos
con enfermedad por MYH9 han sido diagnosticados erroneamen-
te con parpura trombocitopénica idiopatica (PTI) (autoinmune).
Esto condujo a la administracion de tratamientos (farmacos
inmunosupresores y esplenectomia) que son ineficaces en in-
dividuos con esta enfermedad. Cuando no hay un antecedente
familiar de trombocitopenia, la evaluacion de la extension de
sangre periférica es una herramienta simple y efectiva para dis-
tinguir a los individuos con enfermedad por MYH9 de aquellos
con PTI, ya que las plaquetas son significativamente mas gran-
des en personas con enfermedad MYH9 que en aquellos con
PTI. En particular, un diametro medio de plaquetas > 3,7um
distingue MYH9 de PTI con un 86% de sensibilidad y un 87% de
especificidad. De lo contrario, una proporcion de plaquetas con
un diametro > 3,9um (aproximadamente la mitad de un globulo
rojo) superior al 40%, diferencia a MYH9 de la PTI con un 85% de
sensibilidad y un 87% de especificidad®.

b) Trombocitopenias congénitas*:

« Sindrome de Bernard-Soulier (BSS) (OMIM 231200).

« Sindrome de plaquetas grises (OMIM 139090).

« Citopenia ligada a X relacionada con mutaciones en el
gen GATAI.

- Trombocitopenias asociadas a mutciones en los genes
MPL y MECOM.

c) Nefropatias relacionadas con el colageno IV, incluidas las
formas ligadas a X y autosomicas (dominantes y recesivas) del
sindrome de Alport. El espectro de la enfermedad de Alport
es muy amplio, algunos pacientes con herencia autosomica do-
minante pueden presentar solamente hematuria microscopica
persistente, que rara vez progresa a insuficiencia renal. En cam-
bio los pacientes con sindrome de Alport ligado a X o herencia
recesiva, presentan hematuria, proteinuria, insuficiencia renal
progresiva y enfermedad renal terminal. También presentan
anomalias extrarrenales, incluida la pérdida auditiva neurosen-
sorial progresiva (generalmente presente al final de la nifez o
principios de la adolescencia), lenticono anterior, maculopatia,
vesiculas endoteliales corneales y erosion corneal recurrente.
Los defectos plaquetarios no se han descrito en la enfermedad
de Alport. Por lo tanto, cuando una nefropatia se asocia con
macrotrombocitopenia, se debe tener en cuenta patologias re-
lacionadas con mutaciones en el gen MYH98.

El diagnostico diferencial con el sindrome de Alport resulta difi-
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cil frecuentemente, pues ambas entidades pueden presentarse
como una enfermedad glomerular hereditaria con proteinuria,
insuficiencia renal progresiva e hipoacusia bilateral neurosen-
sorial. La trombocitopenia nos dirigira el diagndstico hacia una
enfermedad por MYH9.

Tratamiento y prevencion
a) Alteraciones hematoldgicas.

» Medidas locales (compresion, cauterizacion, aplicacion
de gasas con acido tranexamico) son el tratamiento de pri-
mera linea para el sangrado mucocutaneo y a menudo son
suficientes para controlar el sangrado leve o moderado.

« Transfusiones de plaquetas.

« Eltrombopag. Interactiia con la trompoyetina humana
induciendo la proliferacion y diferenciacion de los megaca-
riocitos desde las células progenitoras de la médula 6sea. Se
ha descrito que este farmaco oral aumentaba los recuentos
de plaquetas y suprimia la tendencia hemorragica en la ma-
yoria de los casos de pacientes con mutaciones en MYH9*-42,

«  Antifibrinoliticos. Algunos autores recomiendan la admi-
nistracion sistémica de agentes antifibrinoliticos, como acido
tranexamico o epsilon-aminocaproico, para tratar el sangra-
do mucocutaneo leve o moderado®.

» La desmopresina como profilaxis acorta el tiempo de
sangrado en ciertas cirugias de pacientes con enfermedad
por MYH9. Como no todos los individuos responden al trata-
miento, se recomienda una dosis de prueba para identificar
a aquellos que se beneficiaran de este tratamiento en la pre-
vencion de hemorragias al realizar procedimientos invasivos
o en futuros episodios de hemorragia®*.

b) Hipoacusia. La utilizacion de implantes cocleares en pacien-
tes con hipoacusia grave mejora las habilidades de comunica-
cion verbal gracias a la restauracion de la audicion®+#.

) Afectacion ocular. La cirugia de cataratas mejora la opacidad
de la lente.

d) Afectacion renal.

» La proteinuria suele mejorar mediante el tratamiento
con inhibidores del sistema renina angiotensina aldostero-
na®.

« La didlisis o el trasplante renal son el tratamiento para
aquellos pacientes con insuficiencia renal terminal.
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e) Afectacion hepatica. La elevacion de las enzimas hepaticas
no requiere ninglin tratamiento especifico.

f) Mujeres en edad reproductiva.

» Los anticonceptivos orales son efectivos para prevenir o
controlar la menorragia; sin embargo, aumentan el riesgo
de trombosis, que también se ha descrito en individuos con
mutaciones en el gen MYHO. Por lo tanto, debe considerarse
el equilibrio entre los riesgos y beneficios asociados con el
uso de anticonceptivos orales?.

» Los partos deben manejarse como en mujeres con
otras formas de trombocitopenia. Las mujeres embaraza-
das cuya trombocitopenia y antecedentes hemorragicos
antes del embarazo son mas graves, tendran una mayor
incidencia de sangrado relacionado con el parto. En los
partos vaginales en mujeres con trombocitopenia grave,
habra que considerar un mayor riesgo de hemorragia in-
tracraneal neonatal39.

g) Consejo genético. La herencia es de transmision autosomica
dominante, por lo tanto cada individuo tiene el 50% de pro-

Bioquimica Molecular

babilidades de transmitir la enfermedad a su descendencia. El
diagnostico prenatal y el diagnostico preimplantacional son po-
sibles, siempre y cuando se conozca previamente la mutacion
en el gen MYH9 en el progenitor.

Experiencia con una paciente con mutaciéon en MYH9

Una mujer de 27 anos habia sido diagnosticada de trombocito-
penia durante la infancia en el contexto de diatesis hemorragi-
ca. Al diagnéstico presentaba plaquetas entre 3.000 y 10.000/L
con hemorragias frecuentes. Inicialmente se orientd como una
pUrpura trombocitopénica idiopatica. Se inicio tratamiento con
glucocorticoides y gammaglobulina endovenosa sin mejoria en
el recuento plaquetar.

A los 5 anos del diagnostico se realizd esplenectomia sin
éxito terapéutico para mejorar la trombocitopenia. Ante
la trombocitopenia persistente, se realizd un estudio de
sangre periférica observando macrodismorfia plaquetar
(plaquetas gigantes con trastornos en la granulacion), serie
roja con hematies dismarficos con presencia de cuerpos de
Howell-Jolly, probablemente atribuibles a la asplenia, y au-
sencia de alteraciones en la serie blanca.
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Como presentaba hemorragias frecuentes y anemizacion, pre- Figura 2. Procesador externo e implante coclear. (0,07MB).
cisé tratamiento continuo con hierro oral y transfusiones pla-

quetarias en cada acto quirtrgico.

A los 4 anos fue diagnosticada de hipoacusia neurosensorial
bilateral. La pérdida auditiva progresé lentamente, utilizando
audifonos bilaterales, hasta que a los 26 anos fue derivada a
un centro especializado y se colocd un implante coclear en el
oido izquierdo. Los resultados logoaudiométricos postimplante
coclear resultaron excelentes (figs. 1-3). En el estudio preopera-
torio se realiz6 una valoracion del riesgo de sangrado mediante
tromboelastograma que resulto ser normal a pesar de la trom-
bocitopenia. La extension de sangre evidencid plaquetas de
gran tamano y anomalias en la granulacion. No se observaron
inclusiones citoplasmaticas en los neutrofilos (fig. 4). El estudio
oftalmoldgico fue normal.

Figura 1. Pérdida auditiva bilateral progresiva. (0,22MB). Figura 3. Guias con electrodos dentro de la ciclea. (0,03MB).
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Figura 4. Extension de sangre periférica con macrodismor-
fia plaquetar. (0,05MB).
10 125 250 500 1000 2000 4000 _ 8000 o
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
110
120

50 Revista Bioreview®



Al mismo tiempo, se objetivo un descenso de proteinas totales
a 55g/L (VN 64-83), albimina sérica a 27g/L (VN 34-48), pro-
teinuria 2,7g/24horas, creatinina 0,9mg/dL y CKD-EPI 86mL/
min/1,73m?. Se remiti6 al Servicio de Nefrologia por el cuadro
de sindrome nefrotico con leves edemas en extremidades infe-
riores e hipercolesterolemia asociada. Debido al riesgo de san-
grado por la trombocitopenia grave no se realizo biopsia renal y
se inici6 tratamiento con lisinopril 5mg/dia.

Se reviso la historia familiar, destacando que la madre también
presentaba trombocitopenia idiopatica, aunque menos acen-
tuada que en la paciente, con recuentos plaquetarios entre
40-50.000/L (VN:140.000-350.000). También presentaba hipoa-
cusia progresiva bilateral desde la infancia con utilizacion de
audifonos bilaterales sin signos de nefropatia. Se confirmo la
presencia de hipoacusia familiar, destacando afectacion del
bisabuelo, abuelo, tias abuelas y tia directa de rama materna.
Ante la sospecha de enfermedad familiar, se realizo estudio ge-
nético mediante panel de 140 genes asociados a enfermedades
renales.

Se identifico la variante c.287C>T (p.Ser96Leu) en el exon 2 del
gen MYH9. Se trata de una variante «missense» que da lugar
al cambio del aminoacido serina a leucina en el lugar 96 de la

Bioquimica Molecular

proteina miosina 9. El estudio genético secundario de la madre
de 54 aiios revel6 la misma variante genética (fig. 5).

El analisis genético resulta de especial importancia en esta en-
fermedad, porque como se comento anteriormente, la existen-
cia de una correlacion genotipo-fenotipo puede ser relevante
para el pronostico. Autores como Pecci et al. proponian que
las mutaciones en el dominio N-terminal, se habian relaciona-
do con una mayor incidencia de nefropatia, hipoacusia y trom-
bocitopenia mas grave respecto a las mutaciones del dominio
C-terminal2,48. En nuestro caso, la paciente presentaba una
mutacion en el exon 2 del gen MYH9 (c.287C>T), determinando
la sustitucion en la proteina del aminoacido serina por leucina
(p.Ser96Leu) en el dominio N-terminal. Sin embargo, aunque
la localizacion de la mutacion podria explicar la presentacion
clinica de la enfermedad, destaca la elevada variabilidad fenoti-
pica que presentan individuos con la misma mutacién, como es
el caso de nuestra paciente que presenta una afectacion clinica
mucho mas grave que la de su madre. Estudios de los mismos
autores publicados posteriormente, sugieren que no todos los
pacientes con mutaciones en el dominio N-terminal comparten
el mismo prondstico37. Sin embargo, en el resto de los pacien-
tes afectos, se considera la influencia de factores ambientales
o de variantes en otros genes adicionales que interaccionan con
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Figura 5. Resultado del estudio genético con la variante c.287C>T (p.Ser96Leu) identificada en el exon 2 de la paciente B) com-

prado con un caso control A). (0,26MB).

A

CAACGAAGCCTCGGTGCTGCACAACCTC CAAGGA

358 365

372 379 386

CAACGAAGCCT.GGTGCTGCACAACCTCAAGGAGC

353 361 369

3717 385

MYH9 para determinar la progresion de la enfermedad como
parece ser nuestro caso, debido a la elevada variabilidad in-
trafamiliar.

A pesar de realizar correctamente el tratamiento con ramipril,
la paciente presento deterioro progresivo de la funcion renal,
con aumento de proteinuria a 3,6g/24 h y descenso del filtrado
glomerular a 48mL/min/1,73 m? en el afo siguiente al diagnos-
tico. En el momento actual la paciente se encuentra en segui-
miento multidisciplinar con el objetivo de detectar la aparicion
de posibles complicaciones relacionadas con su enfermedad.

Este caso revela la importancia de realizar una exhaustiva
anamnesis familiar, especialmente cuando existe alta sospecha
de enfermedades familiares de baja prevalencia. Seria reco-
mendable obtener una historia familiar detallada con especial
énfasis en las manifestaciones clinicas renales, auditivas y of-
talmologicas cuando evaluamos a un nifio con trombocitope-

52

nia. Ante una trombocitopenia no filiada, con historia familiar
compatible, seria aconsejable la realizacion de un analisis de
orina para descartar proteinuria y en caso de objetivarse, iniciar
tratamiento temprano con inhibidores del sistema renina-angio-
tensina-aldosterona, con el objetivo de enlentecer la progresion
de la enfermedad renal?.

Conclusiones

El diagnostico de pacientes con nefropatia asociada a
mutaciones en MYH9 no es facil, como es el caso de
nuestra paciente, siendo una enfermedad genética ul-
trarrara e infradiagnosticada. La utilizacion del diagnos-
tico genético mediante paneles de genes es de especial
relevancia ya que permite llegar a un diagnostico per-
sonalizado, fidedigno y vitalicio, ain desconociendo la
enfermedad previamente. Ademas, permite el diagnos-
tico secundario de otros miembros de la familia y ofrece
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al paciente la posibilidad de consejo genético ante el
deseo gestacional.

Es necesario nuevas lineas de investigacion en cuanto
al rol del gen MYH9 en las enfermedades renales asi
como la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas
que nos permitan mejorar el prondstico de los indivi-
duos afectos.

Conceptos clave

1. La nefropatia por mutaciones en MYH9 presenta un patron de herencia auto-

somico dominante.

2. Es un trastorno que se caracteriza por la presencia de macrotrombocitopenia,
hipoacusia, cataratas y nefropatia proteinurica con un riesgo variable de desa-

rrollar insuficiencia renal.

3. Se agrupan como con el nombre de enfermedades asociadas a MYH9 los grupos
de patologias conocidas como: anomalia de May-Hegglin, sindrome de Fechtner,

sindrome de Epstein y sindrome de Sebastian.

4. Existen algunos polimorfismos en MYH9 que estan asociados a mayor riesgo de

desarrollar enfermedad renal cronica.

5. El diagnostico diferencial debe realizarse con otras causas de trombocitopenia

y/o las nefropatias del colageno IV.

6. Cuando hay afectacion renal con proteinuria, el tratamiento con inhibidores
del sistema renina angiotesina podria enlentecer la evolucion a enfermedad renal

terminal.
7. Aunque la localizacion de la mutacion podria explicar la presentacion clinica
de la enfermedad, destaca la elevada variabilidad genotipo-fenotipo que presen-

tan individuos con la misma mutacion.
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Resumen

La implementacion de un laboratorio clinico moderno
es una necesidad actual debido a una creciente solici-
tud de examenes, la necesidad de nuevas prestaciones,
mayores exigencias en términos de la calidad y un ma-
yor cuidado del medioambiente.

Para lograr esta implementacion es necesaria la plani-

ficacion del espacio fisico y de la infraestructura, que
incluye revision de la normativa actual y de guias na-
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cionales e internacionales para garantizar un uso ade-
cuado del espacio acorde con el equipamiento. Ademas,
requiere la incorporacion de sistemas preanaliticos
y equipo automatizado e integrado con el sistema in-
formatico que permita el procesamiento de un nime-
ro importante de muestras, y su trazabilidad. Una vez
montados los equipos es necesario asegurar un correcto
flujo de trabajo y de muestras que optimice el tiempo
de procesamiento y la fluidez del sistema. En relacion
al cuidado medio ambiental, debe haber un adecuado
manejo de los deshechos y un uso racional del papel.

Revista Bioreview®



Todos estos elementos deben enmarcarse en un Siste-
ma de Gestion de la Calidad para asegurar una mejor
calidad de atencion, resultados confiables y oportunos,
facilidad de acceso a la informacion, estandarizacion
de los procesos, sistemas de alerta y trabajo en un am-
biente bioseguro.

Palabras clave: Laboratorio clinico moderno, automatizacion, integracion.

Abstract

The implementation of a modern Clinical Laboratory is an actual
necessity due an increasing test requirement, new tests needed,
greater requirements in terms of quality and a better care of the
environment. For the implementation is necessary a correct planning
of physical spaces and architecture, that includes the review of local
and international guidelines to warranty an optimal use of the spaces
according the equipment. It is also required the incorporation of pre-
analytical systems, automated equipment and their integration to the

laboratory Informatics System (LIS)

equipment that allows the processing and tracking of an important
number of samples. Once the equipment is installed a correct workflow
and samples flow with optimal time around times (TAT) and fluency of

the system is necessary.

For an environmental care, a good management of waste and a rationale
use of paper are needed. All these elements must be inserted in the
framework of a Quality Assurance System for a better quality service,
reliable results, easy data access, process standardization alert systems

and a biosafe work.

Key words: Modern, Clinical Laboratory, automation, integration.

Introduccion

En la actualidad, la implementacion de un laboratorio
moderno resulta menos complicado que anos atras, de-
bido al enorme abanico de equipos y técnicas disponi-
bles en el mercado para diagndstico de uso in vitro y a
la incorporacion en los laboratorios clinicos a sistemas
de gestion de calidad, facilitando la entrega de resulta-
dos confiables y en un tiempo adecuado .

Un aspecto importante a considerar en la implementa-
cion de en un laboratorio moderno es la infraestructu-
ra. En Chile existe una guia de planificacion y diseno de
laboratorios clinicos que se refiere al tamafo requerido
para implementar un laboratorio de acuerdo a su com-
plejidad y por secciones (MINSAL 1998). Esta normativa
es muy importante de considerar, pues el tamano de un
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laboratorio depende de su complejidad y del nimero de
muestras a analizar y es Util para gestionar el aumento
de espacio en las instituciones de salud @.

Debe considerarse ademas la implementacion de una
Unidad de Toma de Muestras completamente equipada,
que cuente entre otras cosas con sistema de cddigo de
barras, conectada a un sistema informatico y funcional
y con flujos optimizados de pacientes y muestras.

Un laboratorio moderno debe tener mas capacidad de
procesamiento de examenes y una mayor diversidad de
examenes, lo cual ademas de permitir la reduccion de
los costos por determinacion, permite optimizar la or-
ganizacion de los laboratorios mejorando los tiempos
de respuesta .

Actualmente los laboratorios clinicos que originalmente
se encontraban en areas poco adecuadas y con secciones
separadas, se estan implementando en areas centrales
para mejorar el flujo de trabajo. Ademas se encuen-
tran disponibles sistemas como las balas de transporte
a distancia que permiten el envio de muestras desde
servicios distantes ™.

Los laboratorios clinicos pueden ser de dos tipos, es-
tructuralmente hablando:

a) Laboratorio modular, que se caracteriza por tener
areas o secciones separadas.

b) Laboratorio abierto, que consiste en muchos labora-
torios unidos sin muros de separacion.

El primero es el mas frecuentemente observado en mu-
chas de nuestras instituciones, mientras que el segun-
do modelo es el mas recomendable para un laboratorio
moderno. En el laboratorio abierto, pueden realizarse
muchas determinaciones diferentes con técnicas distin-
tas acopladas en un mismo sistema, que puede estar
comunicado ademas con un sistema preanalitico que
transporta las muestras hacia los equipos que realiza-
ran las determinaciones, siendo el funcionamiento del
laboratorio continuo (Figuras 1A'y 1B) (.

En este ultimo modelo, ademas se establece un area
central o “core” que integra las secciones con mayor
carga (bioquimica, hematologia) que se encuentran
completamente automatizadas y conectadas a un siste-
ma preanalitico y al sistema informatico de laboratorio.
En el area central se encuentra la recepcion de mues-
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Figura 1. Modelos de Laboratorio. A) Laboratorio cerrado.
B) Laboratorio abierto.
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tras, lo que optimiza el tiempo de procesamiento.

El resto de las secciones del laboratorio, las mas es-
pecializadas y/o de poco flujo se encuentran situadas
alrededor del “core” (1). Cabe sefalar que en el Ulti-
mo tiempo algunos examenes especializados como los
de biologia molecular han ido incorporandose a la ru-
tina por su mayor sensibilidad y especificidad, por una
mayor demanda y porque actualmente existen equipos
completamente automatizados, incluso equipos que en-
tregan resultados dentro de una hora de procesamiento
considerados “point of care testing” (POCT).

Cuando se desea incorporar la robética a la fase preana-
litica, se debe analizar como es el flujo de las muestras
y su origen (ambulatorias, de hospitalizados y/o servicio
de urgencias).

Este analisis permite optimizar el sistema para que su
incorporacion no afecte los tiempos de respuesta de los
examenes tanto de pacientes hospitalizados como del
servicio de urgencias.

A modo de ejemplo, en el sistema preanalitico EnGenTM
(Johnson y Johnson, Chile), instalado en el laboratorio
de Clinica Davila, las muestras de hospitalizado y am-
bulatorio ingresan por la cadena transportadora a los
equipos, mientras que las muestras de los servicios de
urgencias (adultos, pediatrico y maternidad), son ingre-
sadas por delante directamente por el operador para
darles prioridad (Figura 2). Ademas este sistema ha

Figura 2. Sistema preanalitico engentm de Johnsons y Johnsons, Chile

Procesamiento pre-analitico

Procesamiento analitico
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permitido una disminucion del error preanalitico y la
estandarizacion de algunos procesos como la prepara-
cion y gestion de serotecas y la optimizacion del recur-
so humano ©.

Cumplimiento de los Requisitos Estandar

Cuando se planifica la construccion de un laboratorio y
se decide modernizar lo que ya existe se debe cumplir
con determinados estandares de laboratorio (Ej. Norma
ISO 15189) “.

Dentro de los requisitos estandar que un laboratorio
moderno debe cumplir se encuentran los siguientes:

a) Debe poseer flujos de trabajos adecuados y libres de
deshechos.

b) El funcionamiento debe estandarizarse a través de un
mapa de procesos que sea conocido por todo el perso-
nal y que ademas se actualice cada vez que se produzca
un cambio en el sistema.

c) Las funciones del personal deben estar por escrito
en un sistema documental, que abarque todos los pro-
cesos.

d) Se deben monitorizar las etapas de pre-analiticas,
analiticas y post-analiticas, a través de indicadores.

e) Se debe contar con un sistema de comunicacion in-
terno y externo expedito y adecuado.

) Se debe colaborar con el cuidado del medio ambiente (4).

A continuacion se desarrolla cada uno de estos puntos,
que son fundamentales al momento de implementar un
laboratorio moderno.

a) Flujos de trabajo adecuados y libres de desechos.

Se deben analizar los flujos de trabajo de cada una de
las areas de operacion para evitar las ineficiencias en el
sistema de rutina.

Un buen ejemplo de esto es el ordenamiento del acceso
a los modulos de toma de muestra, para permitir que el
ingreso de los pacientes sea en forma ordenada y que
no se produzcan aglomeraciones que generen demoras
en la atencion. Por ejemplo, uno de los examenes que
entorpece el flujo en la toma de muestra es el examen
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de orina, ya que el paciente debe ingresar al bano a to-
marse el examen. En este caso el flujo de trabajo debe
ser diferenciado optimizando el uso de los modulos de
atencion y evitando la confluencia de pacientes produc-
to de la entrada y salida del bano y el retorno al mddulo
de atencion (Figura 3).

El analisis de flujo, debe ser realizado antes de di-
senar el plano de un laboratorio. Debe contener una
revision de los flujos de los pasillos de circulacion,
la muebleria, la disposicion de los mesones, las vias
de acceso, las vias de emergencia y el requerimiento
mas basico, como lo es la definicion de area limpia y
area sucia.

La gestion de flujo es aplicable a todas las areas de
laboratorio y de esta manera el movimiento del perso-
nal de laboratorio se concentra las distintas zonas de
manera secuencial optimizando el tiempo de trabajo.
Para ello se utilizan los “diagramas de spaguetti” que
permiten analizar la ubicacion de los puestos y el flujo
del trabajo (Figura 4).

b) Funcionamiento estandarizado a través de un mapa de
procesos conocido por todo el personal y actualizado.

La gestion de procesos, entrega herramientas claves
para que el personal asimile lo importante que es su
rol dentro del sistema y el aporte a la satisfaccion del
paciente. Esta herramienta debe ser canalizada a través
de un “mapa de procesos” que representa en forma gra-
fica el funcionamiento del sistema y permite entender
la importancia de todos los estamentos involucrados.

La primera etapa para entender la Gestion de Proce-
sos, es conocer todos los flujos que se pueden dar den-
tro del laboratorio y después construir cada proceso.
Considerando a los propietarios, las entradas, salidas,
variables de control y actividades que se desarrollan en
cada proceso ),

c) Las funciones del personal deben estar por escrito en
un sistema documental, que abarque todos los procesos.

Esta actividad permite lograr que el personal realice
las acciones de una forma estandarizada y realizar las
mejoras de manera objetiva mediante intervenciones
que depuren el sistema @,

Un buen sistema documental, es aquel que de forma
simple, permite el cumplimento de alguna normativa
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(nacional o internacional) proporcionando trazabili-
dad de todos los procesos. Se debe evitar tener un
sistema hipertrofiado, con gran cantidad de docu-
mentos indtiles que entorpecen el funcionamiento de
las areas.

d) Monitorizacion de las etapas de preanaliticas, analiticas

y posanaliticas, a través de indicadores.

El laboratorio debe establecer indicadores de la cali-
dad para hacer seguimiento y evaluar el desempefo en
todos los aspectos criticos de los procesos preanaliti-

Gestion de la Calidad

cos, analiticos y postanaliticos y realizar intervencio-
nes enmarcadas en la denominada “mejora continua”
(4). Los indicadores se deben revisar periédicamente,
para asegurar su continua adecuacion. Un laboratorio
actualizado debe difundir estos indicadores en tiem-
po real y realizar un analisis de éstos. Un indicador
muy utilizado es el de “rechazos de muestras” per-
mitidé en nuestra institucion, obtener la informacion
real e intervenir en las areas clinicas para disminuir
estos eventos. La Figura 5 muestra el comportamien-
to del indicador de rechazos de muestras a través de
los afnos y sus respectivas intervenciones.

Figura 3. Flujo del paciente en la unidad de toma de muestra para realizarse un examen de orina.
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Figura 4. Adecuacion de los flujos en un laboratorio (Diagrama de “espagueti”)
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Figura 5. Comportamiento del indicador de rechazos de muestras a través de los arios e intervenciones realizadas.

Grafico del comportamiento historico del % de rechazos en el area de pacientes
hospitalizados periodo: 2005 - 2015
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e) Poseer un sistema de comunicacion interno y externo
expedito y adecuado.

La finalidad de este sistema es entregar la informa-
cion necesaria para el correcto desempeio del perso-
nal, la comunicacion con el personal clinico y cumplir
con la entrega de informacion al paciente. Incluye
el envio de memorandos, presentaciones en power
point, pantallas digitales, diarios murales, entregas
de turno, publicaciones en sala de café y correos
electronicos (Tabla 1).

f) Colaborar con el cuidado del medio ambiente.

Una de las principales preocupaciones de la direccion
del laboratorio es la eliminacion de los residuos ge-
nerados y la eliminacion del papel en todas las areas
de trabajo (Figura 6).

Modernizacion de Laboratorios Especificos

Como ejemplos se analizara la modernizacion del la-
boratorio de microbiologia y de biologia molecular.

1. Laboratorio de microbiologia: automatizacion e in-
tegracion.

La automatizacion en microbiologia es un fenémeno
que desde la década de los ochenta ha crecido en for-
ma exponencial, principalmente debido a los avances
tecnoldgicos, que involucran ademas sistemas infor-
maticos. Esto ha permitido, no sélo estandarizar los
procesos, sino mejorar la oportunidad en la informa-
cion, la productividad del laboratorio, la calidad de
los resultados y muchas veces reducir costos ©.

Actualmente la automatizacion en microbiologia ha
alcanzado un gran desarrollo y procesos anterior-
mente manuales, como la lectura de hemocultivos,
el antibiograma y la siembra de placas, entre otros,
se han automatizado, lo que ha liberado horas de
personal para ser dedicado a otras actividades, prin-
cipalmente de gestion y control y ha mejorado la re-
producibilidad inter e intralaboratorio.

Existen muchos ejemplos donde la automatizacion ha
permitido en gran medida absorber la demanda, cada
vez mayor, del analisis microbioldégico de muestras
clinicas asociadas con una mayor exigencia en cuanto
a calidad y a tiempos de respuesta.
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La integracion de los sistemas automatizados con el
LIS (Laboratory Information Systems) y el HIS (Hospi-
tal Information System) ha permitido el intercambio
bidireccional de informacion, que puede ser transmi-
tida desde los equipos al laboratorio, al equipo mé-
dico e incluso al propio paciente, ademas de permitir
el trabajo en linea del tecndlogo médico ©®.

Esto ultimo se ha traducido en una desaparicion de
las transcripciones manuales de informacion, que
junto con disminuir las posibilidades de errores ope-
racionales, producen una reduccion del papel en el
laboratorio, traduciéndose en beneficios también
ecologicos, lo cual ya fue discutido previamente. De
esta manera, y ajustandose a normas internacionales
como la norma ISO 15489, la desaparicion del pa-
pel ofrece una mejor gestion de los documentos, que
pueden ser archivados en formato digital, facilitando
el acceso y uso de la informacion @,

En relacion a la identificacion de especies micro-
bianas, la tecnologia MALDI-TOF MS (matrix-assisted
laser desorption/ionization time-of-flight mass spec-
trometer), ha revolucionado la microbiologia, per-
mitiendo en pocos minutos obtener la identificacion
con un alto porcentaje de certeza. Su implementa-
cidon requiere un estudio de costo y proyeccion en
el tiempo, pues la inversion en el equipamiento se
recupera en un plazo relativamente bajo dado que el
costo de la determinacién es bajisima comparada con

Figura 6. Eliminacién de desechos peligrosos.
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Figura 7. Sembrador Automadtico Previ™ Isola, Biomérieux.

las metodologias convencionales ©.

Ademas ha habido importantes cambios en los proce-
sos que pueden ser automatizados de un laboratorio
tradicionalmente considerado manual. Por ejemplo
en la actualidad se cuenta con sembradores auto-
maticos integrados en la rutina (Figura 7) e incluso
incubadores automaticos que permiten analizar las
colonias microbianas con un perfil de alta resolucion,
en pantallas tactiles, ampliar imagenes y analizarlas
en un ambiente bioseguro (7, 8).

Para gestionar la implementacion de un laboratorio
de microbiologia automatizado e integrado, la prin-
cipal justificacion la constituye la reduccion de los
tiempos de respuesta de los cultivos que impactan en
la morbimortalidad del paciente hospitalizado y en
los costos institucionales por infecciones asociadas a
la atencidn en salud.

2. Laboratorio de Biologia Molecular

La biologia molecular ha mejorado el conocimiento
de la patogenia de las enfermedades a nivel genéti-
co lo que se traduce en un diagnostico mas certero,
lo cual puede mejorar pronostico y brindar un trata-
miento oportuno.

La técnica de reaccion de la polimerasa en cadena
(PCR) se ha convertido en una herramienta esencial
en el laboratorio clinico para el diagnostico de enfer-
medades infecciosas, oncoldgicas, endocrinas y otras.
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Dentro del disefio de un laboratorio de biologia mole-
cular hay que considerar las instalaciones, el equipa-
miento y el personal. En relacidn a las instalaciones
es fundamental contar con el espacio fisico adecuado,
que idealmente debe planificarse con antelacion (2).
Cuando no existe el espacio ideal, se debe adaptar
el laboratorio, separando las areas como para evitar
contaminacion con amplicones (Figura 8).

En relacion al equipamiento y reactivo deben elegir-
se aquellos aprobados para uso en diagnostico in vitro
(IVD), ya sea por la FDA (Food and Drug Administra-
tion) o por la CE (autorizacion europea). En relacion
al personal para trabajar en un laboratorio de biolo-
gia molecular debemos seleccionarlo de acuerdo a sus
cualidades profesionales (competencias en el area y
en gestion de calidad) y personales (capacidad de con-
centracion y de trabajo en equipo). Este Gltimo punto
es extremadamente importante para evitar contami-
nacion con productos de PCR, que es el principal pro-
blema de este tipo de laboratorio.

Para argumentar la necesidad de implementar un labo-
ratorio de biologia molecular hay que tomar en cuen-
ta la complejidad del centro clinico, necesidad de los
médicos, sensibilidad de las técnicas, costo beneficio
y contingencia. En relacion a esto Gltimo, en nuestra
experiencia, el brote de Influenza HIN1 de 2009, nos
permitio implementar la Reaccion de Polimerasa en Ca-
dena (PCR) en tiempo real.

Los elementos clave de un laboratorio de biologia mole-
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Gestion de la Calidad

Figura 8. Separacion de las dreas y flujo de trabajo unidireccional en el laboratorio de biologia molecular.

cular es la separacion de las areas y un flujo de trabajo
unidireccional (Figura 8).

Finalmente, el laboratorio de biologia molecular debe
ser incorporado al sistema de gestion de calidad al
igual que otras areas de laboratorio, lo cual incluye
manejo de la documentacion, realizacion de control
de calidad, hacer la verificacion o validacion de mé-
todo molecular, auditorias, manejo de no conformi-
dades y otras (9).

Conclusiones

La implementacion de un laboratorio moderno implica
varios requisitos que incluyen una planificacion adecua-
da del espacio fisico e infraesctructura o una adecua-
cion del flujo de trabajo cuando esto no es posible, in-
corporacion de equipamiento automatizado e integrado
con el sistema informatico, el adecuado manejo de los
desechos y la incorporacion del laboratorio a un sistema
de gestion de calidad, entre otros.

Cuando existe planificacion se obtienen resultados 6ptimos.

Una vez implementado, el sistema debe permitir traza-
bilidad de los resultados, facilidad de acceso a la infor-
macion, sistemas de alerta, trabajo en un ambiente bio-
seguro y principalmente la entrega de resultados fiables
y oportunos al usuario.

Los autores declaran no tener conflictos de interés, en relacion a

este articulo.
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CubraNews

Nueva Comision Directiva (periodo
2019-2021) de la Asociacion Bioquimica
de Salta

Tenemos el agrado de poner en su conocimiento que el dia  dinaria, se conformd la nueva Comision Directiva (periodo
15 de mayo del corriente ano, en Asamblea General Or- 2019-2021) de nuestra Institucion, de la siguiente manera:

Presidente: Dra. SILVIA ALEJANDRA DIB ASHUR
Vice-presidente: Dr. JULIO CESAR OULIER

Secretaria: Dra. ELSA VICTORIA ALVAREZ
Pro-secretaria: Dra. MARIA EMILIA BLANCO

Tesorera: Dra. ALICIA MONICA DI FONZO
Pro-tesorera: Dra. ROSALIA HERNANDEZ ZANOTTI

Vocal I: Dr. LUIS MILTON MOREY
Vocal II: Dra. MARIA CRISTINA LACONI
Vocal Ill: Dra. EUGENIA MOHNBLATT

Vocal Suplente |: Dra. CATALINA MOVSOVICH
Vocal Suplente II: Dra. LIANA CARINA ROTTIGNI
Vocal Suplente I1l: DRA.MARIA LAURA YAZLLE

Organo de Fiscalizacion Titular: Dra. STELLA MARIS AZAR
Organo de Fiscalizacion Suplente: Dr. RENEE OSCAR RODRIGUEZ

Titular Tribunal de Honor: Dra. MARIA CECILIA ARIAS
Titular Tribunal de Honor: Dr. ARMANDO LOVAGLIO
Titular Tribunal de Honor: Dra. ANA MARIA FERNANDEZ

Suplente Tribunal de Honor: Dra. MARIA CRISTINA PERETTI
Suplente Tribunal de Honor: Dra. NORMA ZULMA SAIFIR

Sin otro particular, saludamos cordialmente.

@ f@Qﬁ e® QOOQ e

ASOCIACION BIOGUIMICA
DE SALTA

COMISION DIRECTIVA
Teléfonos: 0387-4217722/4310778
Mail: asocbioquimicasalta@gmail.com «
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62 anos de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la UBA

El jueves 23 se conmemoro6 el 62 aniversario de la
creacion de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de
la UBA por Decreto Ley 5293 del 24 de mayo de 1957
del Poder Ejecutivo Nacional. En dicha celebracion
se hizo presente el Dr. Agustin J. Bolontrade, prose-
cretario de la CUBRA, haciendo entrega de una placa
recordatoria en manos de la Decana Prof. Dra. Cris-
tina T. Arranz

El acto estuvo presidido por la decana; el vicedecano,
Dr. Pablo Evelson; y la secretaria de Posgrado, Dra. Ga-
briela Berg. En el mismo también se realizo la entrega
de diplomas a alumnos, profesores, y se reconocio a
tres de ellos por su trayectoria, los Profresores Doc-
tores Consultos Osvaldo Cascone, Silvia Hajos y Nora
Slobodianik.
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En uso de la palabra la Decana remarcé que la Institu-
cion realiza una fuerte actividad de vinculacion y trans-
ferencia en areas de fuerte impacto social, como identi-
ficacion genética, analisis clinicos, toxicologia, sanidad
ambiental y salud puUblica, por citar algunas; y asume el
permanente desafio de lograr una muy alta calidad en
la formacion y actualizacion profesional, sin perder de
vista la produccion cientifica y el desarrollo tecnologi-
co, asi como su insercion social a través de una amplia
actividad en extension universitaria.

También resalto la importancia que tiene para ellos el
trabajo conjunto con las asociaciones de profesionales
como CUBRA, y la importancia del seguimiento de las
necesidades de los profesionales que la Facultad entre-
ga a la Sociedad. ¢
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FORMACION CON MODALIDAD A DISTANCIA

Curso de hematologia gratuito - FUPAU-ORION

Tel/Fax: +54 11 4394 4337

presidencia@fupau.org.ar

www.fupau.org.ar

El curso puede realizarse en Inglés, Francés, Italiano,
Polaco, Holandés, Aleman, Portugues o Espanol.
Inscripciones todo el ano:
corberand.j@chu-toulouse.fr

Curso de Actualizacion en Psicofarmacologia

Consultar fecha de inicio (cada modulo prevé una dedica-

cion de 120 horas distribuidas en 3 meses)

Organiza COFyBCF (Colegio Oficial de Farmacéuticos y
Bioquimicos de la Capital Federal)
bioquimicos@cofybcf.org.ar;
educacioncontinua@cofybcf.org.ar
www.cofybcf.org.ar

Actualizacién en Hemostasia y Coagulacion

Inscripcion permanente

Organiza UNL (Universidad Nacional del Litoral)
formacioncontinua@fbcb.unl.edu.ar
http://www.fbcb.unl.edu.ar/app/cursos.php

Monitoreo Terapéutico de Drogas

Inscripcion permanente

Organiza UNL (Universidad Nacional del Litoral)
formacioncontinua@fbcb.unl.edu.ar
http://www.fbcb.unl.edu.ar/app/cursos.php

Liquidos de puncion: laboratorio bioquimico-clinico

Inscripcion permanente

Organiza UNL (Universidad Nacional del Litoral)
formacioncontinua@fbcb.unl.edu.ar
http://www.fbcb.unl.edu.ar/app/cursos.php

Bioquimica Clinica de los Liquidos y Electrolitos

Inscripcion permanente

Organiza UNL

(Universidad Nacional del Litoral)
formacioncontinua@fbcb.unl.edu.ar
http://www.fbcb.unl.edu.ar/app/cursos.php
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Curso sobre Micologia Médica

Inscripciones abiertas
Organiza Fundacion Quimica Argentina

info@fundacionquimica.org.ar

Curso Estadistica Bdsica

Disponibilidad continua
Organiza GMigliarino Consultores
info@gmigliarino.com

www.gmigliarino.com/Cursos/130

Manejo Prdctico de las Alteraciones del Ciclo y Amenorreas

Contaran con 120 dias para completar el curso
administracion@saegre.org.ar; saegre@saegre.org.ar

www.saegre.org.ar/curso_online_amenorreas.asp

El laboratorio en Endocrinologia Ginecoldgica y

Reproductiva (Curso Online)

Contaran con 90 dias para completar el curso.
administracion@saegre.org.ar; saegre@saegre.org.ar

www.saegre.org.ar/curso_online_laboratorio.asp

Diagnostico y manejo prdctico de la Osteoporosis (Curso

Online)

Contaran con 90 dias para completar el curso.
administracion@saegre.org.ar; saegre@saegre.org.ar

www.saegre.org.ar/curso_online_osteoporosis.asp#

Actualizaciones en Hematologia y Hemostasia

5 de julio de 2019

Organiza Asociacion de Bioquimicos de la Ciudad de
Buenos Aires

info@cababc.com

cursosabcba@gmail.com

www.cababc.org.ar/cursos.html

El Citodiagndstico en el Laboratorio General

11 de julio de 2019

Organiza Asociacion de Bioquimicos de la Ciudad de
Buenos Aires

info@cababc.com

cursosabcba@gmail.com

www.cababc.org.ar/cursos.html
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Drogas de Abuso (Primera Parte)

7 de agosto de 2019

Organiza Asociacion de Bioquimicos de la Ciudad de
Buenos Aires

info@cababc.com

cursosabcba@gmail.com

www.cababc.org.ar/cursos.html

Andlisis Estadistico de Datos Continuos y Categoricos con

Software Libre R aplicado a Ciencias de la Salud

23 de agosto al 29 de noviembre de 2019
CABA, Argentina
Organiza UBA (Universidad de Buenos Aires)

posgrado@ffyb.uba.ar

Metabolismo Cardiaco e Intervenciones

Cardioprotectoras. Tercera edicion

2 de septiembre al 4 de octubre de 2019
CABA, Argentina

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

FORMACION CON MODALIDAD PRESENCIAL

ARGENTINA

VI Curso Bianual de Especializacion en Endocrinologia

Ginecologica y Reproductiva 2019 - 2020

Consultar fecha de inicio

Cordoba, Argentina

Organiza SAEGRE

saegre@saegre.org.ar
www.saegre.org.ar/cursos_cordoba_2019_2020.asp

VI Curso Bianual de Especializacion en Endocrinologia

Ginecologica y Reproductiva. Buenos Aires 2019 - 2020

Consultar fecha de inicio

CABA, Argentina

Organiza SAEGRE

saegre@saegre.org.ar
www.saegre.org.ar/cursos_bs_as_2019-2020.asp
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Agenda de Formacion Continua y de Posgrado

Enterobacterias y Vibrio cholerae: Actualizacion con el

Uso de Nuevas Herramientas Diagnosticas

24 al 28 de junio de 2019
CABA, Argentina
micaffer@anlis.gov.ar
mrvinas@anlis.gov.ar

Analista de Riesgo. Curso de Perfeccionamiento: Gestion
del Riesgo en Proveedores. Gestion del Riesgo en
Auditorias Internas

Junio de 2019

CABA, Argentina

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

La Citologia en el Laboratorio Clinico

3 de junio al 28 de junio de 2019

CABA, Argentina

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

Principios de Nanobiotecnologia

3 al 7 de junio de 2018

CABA, Argentina

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

Il Congreso Cientifico Profesional de Bioquimica

5 al 7 de junio de 2019
Cordoba, Argentina
graduados@fcq.unc.edu.ar - fcq.unc.edu.ar

Introduccion a Big Data y Machine Learning en las
Ciencias Biomédicas

6 de junio al 11 de julio de 2019

CABA, Argentina

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

Genética Forense: Andlisis Estadistico para el
Establecimiento de Vinculos de Parentesco

10 al 14 de junio de 2019

CABA, Argentina

Organiza UBA (Universidad de Buenos Aires)
posgrado@ffyb.uba.ar
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5° Congreso Bioquimico del Litoral

12 al 14 de junio de 2019
Santa Fe, Argentina

www.congresobioquimicoslitoral.com.ar

Genética Forense: Andlisis Estadistico para el

Establecimiento de Vinculos de Parentesco

10 al 14 de junio de 2019

CABA, Argentina

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

XVII Latin American Thyroid Society Congress 2019

20 al 23 de junio de 2019
CABA, Argentina
registrationargentina@mci-group.com

Seriales de Transduccion que participan en la Regulacion

del Crecimiento Celular (Teérico)

24 de junio al 1 de julio de 2019

CABA, Argentina

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

Interacciones entre Biomoléculas. Herramientas Tedricas

y Experimentales para su Estudio

24 de junio al 5 de julio de 2019

CABA, Argentina

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

Biotecnologia Vegetal: Produccion de Compuestos de

Interés Farmacéutico en Cultivos in Vitro

24 de junio al 5 de julio de 2019

CABA, Argentina

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

Deteccion de Proteinas Alergénicas en Alimentos

25 al 28 de junio de 2019

CABA, Argentina

Organiza UBA (Universidad de Buenos Aires)
posgrado@ffyb.uba.ar
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Taller de Casos Clinicos. Departamento de Osteologia y
Metabolismo Mineral de la SAEM

28 de junio de 2019

CABA, Argentina
www.saem.org.ar/actividades-cientificas/documen-
tos/2019/saem-osteologia-2019.pdf

Actualizacion sobre el Impacto del Estrés: su prevencion
Yy manejo

5 de julio de 2019

CABA, Argentina

Organiza SAEM (Sociedad Argentina de Endocrinologia y
Metabolismo)
www.saem.org.ar/actividades-cientificas/documen-
tos/2019/programa-jornadas-dpto-psiconeur.pdf

Genética y 6micas

29 de julio al 2 de agosto de 2019
Salta, Argentina

Organiza Universidad Nacional de Salta
postgradofcn@unsa.edu.ar

Metodologia de la Investigacion

30 de julio al 26 de noviembre de 2019
CABA, Argentina

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

Muerte Celular. Blanco terapéutico en Autoinmunidad,
Neurodegeneracion, Isquemia y Cdncer

2 de agosto al 11 de octubre de 2019
CABA, Argentina
curso.muerte.celular@gmail.com

Metodologia y Aplicacion de Radioisétopos para
profesionales de la Biomedicina (Tedrico - Prdctico)

5 de agosto al 27 de octubre de 2019

CABA, Argentina

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

Formulacion de Cosméticos |. Materias Primas

6 de agosto al 19 de noviembre de 2019
CABA, Argentina

Organiza UBA (Universidad de Buenos Aires)
posgrado@ffyb.uba.ar
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Introduccion a la Cromatografia Liquida de Alta
Performance acoplada a Espectometria de Masa

7 al 9 de agosto de 2019

CABA, Argentina

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

Técnicas de Andlisis y Caracterizacion de Polimeros /
Biopolimeros, Nanocompuestos y Materiales Derivados

12 la 16 de agosto de 2019

CABA, Argentina

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

73° Congreso Argentino de Bioquimica

20 al 23 de agosto de 2019

CABA, Argentina

Organiza Asociacion Bioquimica Argentina
www.aba-online.org.ar

Andlisis Matemadtico de Reacciones Bioquimicas

27 de agosto al 26 de noviembre de 2019
CABA, Argentina

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

Proteinas de Membrana

2 al 13 de septiembre de 2019

CABA, Argentina

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

Introduccion a la Sintesis Orgdnica

2 de septiembre al 25 de noviembre de 2019
CABA, Argentina

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

29° Congreso Argentino e Internacional de Terapia
Intensiva

4 al 6 de septiembre de 2019

Mendoza, Argentina

Organiza Sociedad Argentina de Terapia Intensiva
informes.congreso2019@sati.org.ar
https://congresos.sati.org.ar/index.php
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Enfermedades de Transmision Sexual. Diagndstico de
Laboratorio de las Infecciones Genitales

9 al 13 de septiembre de 2019
CABA, Argentina
ets@anlis.gov.ar

Actualizacion en Metodologia de Radioisotopos para
graduados del drea de la Biomedicina

16 de septiembre al 2 de noviembre de 2018
CABA, Argentina

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

Metodologia para la Evaluacion de Estrés Oxidativo en
Patologias Humanas

16 al 30 de septiembre de 2019

CABA, Argentina

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

Métodos para el Estudio Conformacional de Proteinas y
sus Interacciones

16 al 30 de septiembre de 2019

CABA, Argentina

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

Capacitacion Prdctica en Técnicas de Microscopia de
Fluorescencia

23 al 27 de septiembre de 2019

CABA, Argentina

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

XV Congreso Argentino de Microbiologia (CAM 2019)

25 al 27 de septiembre de 2019

CABA, Argentina

Organiza Asociacion Argentina de Microbiologia
info@aam.org.ar
http://microbiologia2019.aam.org.ar/

Congreso Nacional Bioquimico CUBRA XV

25 al 27 de septiembre de 2019

Resistencia, Chaco; Argentina

Organiza Colegio Bioquimico del Chaco
info@congresocubra.com - www.congresocubra.com
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XXIV Congreso Argentino de Hematologia

2 al 5 de octubre de 2019

Mendoza, Argentina

Organiza la Sociedad Argentina de Hematologia
sah@sah.org.ar

http://www.sah.org.ar/

X Congreso del Grupo Rioplatense de Citometria de Flujo

3 al 5 de octubre de 2019
Mendoza, Argentina

grupocitometria@gmail.com

La arquitectura del Genoma: su expresion en los

fenotipos y las poblaciones

6 al 9 de octubre de 2019
Mendoza, Argentina
Organiza ALAG (Asociacion Latinoamericana de Genética)

http://alagenet.org/novedadesalag-2/alag-2019/

Genética Forense: Andlisis Estadistico de Evidencias
de Interés Pericial, Mezclas de Fluidos y Muestras

Degradadas

15 al 18 de octubre de 2019
CABA, Argentina
Organiza UBA (Universidad de Buenos Aires)

posgrado@ffyb.uba.ar

XXl Congreso SAEM

22 al 24 de octubre de 2019

CABA, Argentina

Organiza Sociedad Argentina de Endocrinologia y Meta-
bolismo

www.congresosaem.com.ar

Métodos Computacionales para el ajuste de Ecuaciones a
Datos Experimentales. Disefios de Experimentos, Analisis

de Datos y Formulacion de Modelos

28 de octubre al 12 de noviembre de 2019
CABA, Argentina
Organiza UBA (Universidad de Buenos Aires)

posgrado@ffyb.uba.ar
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Biodegradacion de Efluentes Industriales

5 de noviembre al 19 de diciembre de 2019
CABA, Argentina
Organiza UBA (Universidad de Buenos Aires)

posgrado@ffyb.uba.ar

21° RICS. Reunion de Investigacion en Ciencias de la Salud

11 y 12 de noviembre de 2019
Tucuman, Argentina

depinvesfm@gmail.com

Curso bdasico Teorico Prdctico de HPLC-PDA

27 al 30 de noviembre de 2019
CABA, Argentina
Organiza UBA (Universidad de Buenos Aires)

posgrado@ffyb.uba.ar

19t International Congress of Endocrinology

4 al 7 de octubre del 2020
CABA, Argentina
ice2020@mci-group.com
https://ice-2020.com/

ALEMANIA

16" International Workshop on Langerhans Cells

3 al 6 de octubre de 2019
Mainz, Alemania
www.[c2019.de/index.php?id=21033

XXIV IFCC-EFLM Euromedlab Munich 2021

16 al 20 de mayo de 2021
Munich, Alemania

www.ifcc.org/ifcc-congresses-and-conferences

BOLIVIA

Enzimologia Clinica

12 y 13 de junio 2019
La Paz, Bolivia
14 y 15 de junio de 2019
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Sucre, Bolivia
Organiza Sociedad Boliviana de Bioquimica Clinica

sociedad.bioquimica.bolivia@gmail.com

Gerenciamiento de la Calidad en Servicios de Salud,
Laboratorio Clinico

10y 11 de julio de 2019

Santa Cruz, Bolivia

12 y 13 de julio de 2019

Cochabamba, Bolivia

Organiza Sociedad Boliviana de Bioquimica Clinica
sociedad.bioquimica.bolivia@gmail.com

BRASIL

46° Congresso Brasileiro de Andlises Clinicas

16 al 19 de junio de 2019
Belo Horizonte, Brasil
geral@sbac.org.br
www.sbac.org.br/cbac

53° Congresso Brasileiro de Patologia Clinica

24 al 27 de septiembre de 2019
Rio de Janeiro, Brasil
http://congresso.sbpc.org.br/2019/

CHILE

ALAPAC 2020 - XXV Congreso de la Asociacion
Latinoamericana de Patologia Clinica / Medicina de
Laboratorio. XVII Congreso de la Sociedad Médica de
Laboratorio de Chile

19 al 21 de octubre de 2020
Santiago, Chile
https://smlc.cl/congreso-alapac-2020/

COREA DEL SUR

IFCC WorldLab Seoul 2020. 24th International Congress of

Clinical Chemistry and Laboratory Medicine

24 al 28 de mayo 2020

Sedul, Corea del Sur
info@seoul2020.org
www.seoul2020.org/2020/home
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ESPANA

LABCLIN 2019. XIII Congreso Nacional del Laboratorio
Clinico

23 al 25 de octubre de 2019

Sevilla, Espana

labclin2019@pacifico-meeting.com
www.labclin2019.es

INDIA

15 APFCB. Asian - Pacific Federation For Clinical
Biochemistry and Laboratory Medicine Congress

17 al 20 de noviembre de 2019
Jaipur, India
apfcbcongress2019@gmail.com
www.apfcbcongress2019.org

ITALIA

XXV IFCC - EFLM Worldlab-Euromedlab Rome 2023

21 al 25 de mayo de 2023
Roma, Italia
www.ifcc.org/ifcc-congresses-and-conferences

MEXICO

Casos Clinicos Hematologicos

10 de agosto de 2019

México DF, México
info@lurianae.com
www.lurianae.com/cursos?id=90

IV Congreso Internacional de Hemostasia y Trombosis

21 al 24 de agosto de 2019
Queretaro, México
trombosisyhemostasiacongreso@gmail.com

PANAMA

XXIV COLABIOCLI Panama 2019

10 al 13 de septiembre de 2019
Panama, Panama
www.colabioclipanama2019.com
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RUMANIA

3 Conference of Romanian Association of Laboratory
Medicine (RALM)

5 al 7 de junio de 2019
lasi, Rumania

www.congres-amlr.ro

POSTGRADOS

Diplomado Semipresencial. Microbiologia Clinica

3 de junio de 2019
Tuxla, Chiapas; México
info@lurianae.com

www.lurianae.com/cursos?id=85

Diplomado On Line. Bacteriologia Clinica

24 de junio de 2019
info@lurianae.com

www.lurianae.com/cursos?id=88

Diplomado On Line. Inmunologia

22 de julio de 2019
info@luriane.com
www.lurianae.com/cursos?id=89

Doctorado en Bioquimica y Biologia Aplicada

Inscripcion abierta

Organiza UNL (Universidad Nacional del Litoral)
cytbiog@fbcb.unl.edu.ar

posgrado@fbcb.unl.edu.ar
www.unl.edu.ar/blog/carreras/doctorado-en-bioquimi-
ca-y-biologia-aplicada

Doctor en Ciencias Bioldgicas

Inscripcion abierta

Organiza UNL (Universidad Nacional del Litoral)
cytbiog@fbcb.unl.edu.ar
posgrado@fbcb.unl.edu.ar
www.unl.edu.ar/blog/carreras/doctorado-en-cien-
cias-biologicas
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Doctorado en Educacion en Ciencias Experimentales

Inscripcion abierta

Organiza UNL (Universidad Nacional del Litoral)
cytbiog@fbcb.unl.edu.ar

posgrado@fbcb.unl.edu.ar
www.unl.edu.ar/blog/carreras/doctorado-en-educa-
cion-en-ciencias-experimentales

Doctorado en Ciencias Biologicas

Pre inscripciones abiertas

Mendoza, Argentina

Organiza Universidad Nacional de Cuyo
posgrado@fcm.uncu.edu.ar
www.probiol.uncu.edu.ar

Especializacion en Vinculacion y Gestion Tecnologica

Inscripcion abierta

Organiza UNL (Universidad Nacional del Litoral)
gtec@unl.edu.ar
www.unl.edu.ar/blog/carreras/especializacion-en-vincu-
lacion-y-gestion-tecnologica

Especializacion en Quimica Clinica: drea Quimica Clinica

Inicio: 2019 (mes a confirmar)
Preinscripcion: a confirmar

CABA, Argentina

Organiza Universidad de Buenos Aires
posgrado@ffyb.uba.ar

Especializacion en Endocrinologia

Agosto de 2019

Preinscripcion de abril a julio de 2019
CABA, Argentina

Organiza Universidad de Buenos Aires
posgrado@ffyb.uba.ar

Maestria en Investigacion Clinica

Primer semestre de 2019

Mendoza, Argentina

Organiza Universidad Nacional de Cuyo
posgrado@fcm.uncu.edu.ar

Magister en Administracion de Salud

9 de agosto de 2019

Santiago, Chile

Organiza Universidad de Chile
contacto@fen.postgradouchile.cl
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CONCURSOS, BECAS, CONVOCATORIAS Y PREMIOS

Oferta Posicion para Tesina de Grado

Se buscan biologos, bidlogos moleculares o bio-
quimicos.

Tema del trabajo: Exocitosis de Granulos Citoto-
xicos en Células CD: Mecanismos e implicancias
en inmuno terapia contra el cancer.

Lugar de trabajo: IHEM - CONICET Mendoza

Contactos: celesteruete@gmail.com; nadiaban-
noud@gmail.com

Tesis de Licenciatura y/o doctoral

Tema del trabajo: el laboratorio los mecanis-
mos moleculares involucrados en la exocitosis
del acrosoma del espermatozoide humano con
especial énfasis en la determinacion del rol de
proteinas de fusion y segundos mensajeros. Esta
exocitosis tan particular sucede en la vecindad
del ovocito y es esencial para la fertilizacion.
Actualmente estamos interesados en elucidar los
mecanismos moleculares que gobiernan la aper-
tura y expansion de los poros de fusion durante
la exocitosis del acrosoma del espermatozoide
humano. Interactuamos también con grupos que
investigan estos fenomenos en otras células.

Nuestros abordajes experimentales incluyen
ensayos funcionales, bioquimicos, de biologia
molecular, microscopias de fluorescencia con-
vencional y una desarrollada en el laboratorio,
expresion y purificacion de proteinas recombi-
nantes; interacciones entre proteinas; Western
Blot; ensayos de pull down, etc. Gracias a una

investigacion de becarios del IHEM, reciente-
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Agenda de Formacion Continua y de Posgrado

mente hemos enriquecido nuestro trabajo con
abordaje bioinformaticos.

Estamos abiertos a propuestas novedosas de
candidatos dispuestos a desarrollar sus propias
ideas, a explorar aspectos aplicados y/o biotec-
noldgicos, etc.

Requisitos: Estudiante avanzado o recibido re-
cientemente con buen desempefo académico en
carreras afines a la Biologia, Medicina, Bioquimi-
ca, Biotecnologia, Quimica u otras relacionadas.

Lugar de trabajo: IHEM-CONICET - Fac. de Cien-
cias Médicas, UNCuyo.

Contacto: los interesados deberan enviar un CV
por e-mail a la Dra Claudia Nora Tomes, cto-
mes@fcm.uncu.edu.ar. Tel: +54 261 449 4143,
int. 7015.

Mas Informacion en http//www.mendoza-CO-
NICET.gob.ar/portal/ihem/paginas/index/to-
mes-claudia-nora

Busqueda de Candidato para Direccién de
Tesina y Presentacion a Beca Estimulo UBA

Proyecto: disefio y caracterizacion de interrup-
tores de ARN (toeholdswitches) adaptables a
cambios emergentes de marcadores genéticos
para deteccion de cepas bacterianas enterohe-
morragicas.

Campos a aplicar: bioinformatica, simulacion,
disefio molecular de interruptores ARN, biologia
molecular, microbiologia, ensayos de fluores-
cencia, disefnos de circuitos biologicos, biologia
sintética. Disefo de dispositivos de deteccion de
microorganismos.

Lugar de trabajo: Catedra de Biotecnologia NA-

79



NOBIOTEC - CONICET - FFyB - UBA

Tesina de grado

Laboratorio de Bionanotecnologia busca estu-
diante para realizar tesina de grado

Los objetivos son:
» Diseno de nuevos materiales.

e Modulacion de liberacion de antimicrobianos
alternativos.

 Caracterizacion fisicoquimica y evaluacion de
efecto in vitro.

Lugar de trabajo: Catedra de Quimica Analitica
Instrumental - Facultad de Farmacia y Bioquimi-
ca - UBA

Enviar CV a mvtuttolomondo@gmail.com o gal-
do.juan89@gmail.com

Convocatoria 2019. Beca doctoral CONICET

Se busca graduado o estudiante de la carrera de
Biologia o de carreras afines para presentarlo a
una beca doctoral del CONICET.

El candidato se unira a un grupo que estudia, a
nivel molecular diferentes etapas del ciclo de
replicacion de los virus de la inmunodeficiencia
de simios (SIV) y de felinos (FIV). El FIV es un
patégeno importante de gatos domésticos mien-
tras que el SIV es internacionalmente empleado
como modelo de las infecciones causadas por
HIV en humanos. Por lo tanto, el estudio de es-
tos virus es importante tanto para la medicina
veterinaria como para la humana.

El candidato recibira una solida formacion en
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Biologia Molecular, Biologia Celular y Bioquimica
de las Proteinas.

Los interesados deben enviar su CV junto con
las calificaciones obtenidas durante la carrera
(incluir aplazos) al Dr. José L. Affranchino, La-
boratorio de Virologia, CONICET - Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de
Belgrano (UB), CABA; jose.affranchino@comuni-
dad.ub.edu.ar

Beca doctoral UBA. Laboratorio de Neurobiolo-
gia de las Adicciones.

Se busca candidato/a para beca doctoral y
candidato/a para beca postdoctoral CONICET
2019

Tema: Efectos de disruptores enddcrinos sobre
el eje hipotalamo - hipofisiario

Objetivo: dilucidar mecanismos por los cuales la
exposicion al Bisfenol A (BPA) y a las benzofe-
nonas 2 y 3 (BP2 y BP3) inducen un aumento de
marcadores proinflamatorios y de autofagia en
el sistema hipotalamo - hipofisiario, y alteran
circuitos neuroenddcrinos involucrados en la in-
gesta y la reproduccion.

Modelos experimentales: lineas celulares (estu-
dios in-vitro) y ratones (estudios in-vivo). Técni-
cas a utilizar: cultivos celulares, Western Blot,
Real Time PCR, manejo de animales de laborato-
rio, inmunohistoquimica (entre otras).

Requisitos y perfil: promedio mayor a 7,5. Buena
predisposicion y trato. Capacidad de trabajo en
equipo. Iniciativa.

Lugar de trabajo: Laboratorio de Neuroendocri-
nologia. Instituto de Biologia y Medicina Experi-
mental (IByME). CABA.
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Interesados enviar CV (incluyendo promedios
con y sin aplazos) a: Dra. Marina Fernandez,
mfernandez@dna.uba.ar

Busqueda de estudiante para realizar Tesis de
Doctorado

Presentacion a Beca de CONICET 2019

Tema: Células Madre Amnioticas Epiteliales:
diferenciacion hepatica, caracterizacion vy
evaluacion experimental de sus propiedades

regenerativas.

Lugar de trabajo: Departamento de Quimica Bio-
logica FCEN, UBA - Instituto de Quimica Biologi-
ca (IQUIBICEN), CONICET, UBA

Directora: Dra. Julieta Maymo (Laboratorio de la
Dra. Cecilia Varone).

Pagina Web: https: //fmp-gb-iquibicen. webno-
de.com.ar/

Requisitos: estar recibido para Abril del 2020.
Esto permitira su presentacion a Beca Doctoral
CONICET durante el 2019; promedio superior a
7,5; buena predisposicion para el trabajo en
equipo.

Contacto: los interesados enviar CV completo,
con las materias cursadas y el promedio a la
Dra. Julieta Maymo (julietamaymo@gmail.com)

Laboratorio de bionanotecnologia busca
estudiante para realizar tesina de grado

Objetivos: diseno de nuevos materiales, modula-
cion de liberacion de antimicrobianos alternati-
vos, caracterizacion fisicoquimica y evaluacion
de efecto in vitro.
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Interesados, enviar CV a mvtuttolomondo®

gmail.com o galdo.juan89@gmail.com.

Beca Doctoral CONICET 2019

Tema: Internalizacion de Brucella Abortus

Las especies del género Brucella son patogenos
intracelulares y constituyen los agentes causales
de la brucelosis, una enfermedad que afecta a
varias especies de mamiferos. Una etapa crucial
durante el proceso infectivo esta constituida por
la adhesidn e internalizacion de la bacteria a la

célula hospedadora

Actualmente, estamos caracterizando una fa-
milia de proteinas potencialmente en la entra-
da de Brucella a la célula huésped. El objetivo
del trabajo de tesis es caracterizar el rol de
los integrantes de esta familia de proteinas,
asi como la identificacion de potenciales blan-
cos celulares implicados en el proceso. Para
ello, se abordara la tematica desde un enfo-
que que contempla el uso de técnicas de bio-
logia molecular, bioquimica, biologia celular,

genética y patogénesis bacteriana.

Buscamos graduados o estudiantes avanzados
(Biologia, Bioquimica, Biotecnologia o carreras
afines) interesados y comprometidos con el de-

sarrollo de una tesis doctoral.

Lugar de trabajo: Instituto de Investigaciones

Biotecnologias, Universidad Nacional de San

Martin.

Contacto: Dra. Inés Marchesini (imarchesini@iib.
unsam.edu.ar). Enviar CV con promedio acadé-
mico (incluyendo aplazos) y en lo posible, una

breve carta de motivacion.
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ALERES. A. BIOARS S. A.

Colec. Panamericana Oeste 264, 2° “A” - B1640EGP Martinez, Bue-  Estomba 961 Ciudad de Buenos Aires Argentina
nos Aires - +54 11 4834-5400 - www.alere.com +54 11 4555 4601 seccom@bioars.com.ar
Aviso en pdg. 44 www.bioars.com.ar

Aviso en pdg. 31

i a8 BIODIAGNOSTICO

BIODIAGNOSTICO
/.\V/\N Av. Ing. Huerto 14?37 P. B I C1’10?AP3,BS. As. Argentina
=—————— +54 11 43009090 info@bioDiagnostico.com.ar
www.biodiagndstico.com.ar
AVAN TECNOLOGIAS IVD Aviso en pdg. 21/39/45
Padre M. Ashkar 688 (Ex Monteagudo) CP 1672 -
Gral. San Martin, Buenos Aires, Argentina - +54 11 4754 2168

www.avan.net.ar - ventas@avan.net.ar

Aviso en pdg. 15

BACON C.> Centralab

LABORATORIOS BACON S. A. I. C.
Tel: +54 11 4709 0171. Interno: 232

Fax: +54 11 4709 2636 Uruguay 136,Vicente Lope
o Hetiay 155, vicente Sopez DIAGNOS MED SR.L. II’
B1603DFD Buenos Aires Argentina
www.bacon.com.ar - marketing@bacon.com.ar DIAGNOSMED S.R.L
Aviso en pdg. 10 Conesa 859 Capital Federal (CP: 1426) - Tel: (011) 45522929

www.diagnosmed.com

Aviso en pdg. 12

Bernardo Lew
BERNARDO LEW E HIJOS S.R.L /// D I C O N EX

Peru 150,Bahia Blanca, Argentina

+54 291 455 1794 - info@bernardolew.com.ar DICONEX S. A.
www.bernardolew.com.ar Torcuato de Alvear 46 (1878), Quilmes, Argentina - Lineas Rotativas:
Aviso en pdg. 8/9 +54 11 4252 2626 - info@diconex.com www.diconex.com

Aviso en pdg. 11

BG Analizadores

Soluciones Personalizadas

Diestro

BG ANALIZADORES S. A.

Araoz 86,C1414DPB, CABA JS MEDICINA ELECTRONICA S.R.L

Tel. +54 11 4856 2024. Fax. +54 11 4856 5652 Bolivia 462 (B1603CFJ) Villa Martelli, Buenos Aires - +54 11 4709 7707
bga@bganalizadores.com.ar - www.bganalizadores.com.ar marketing@jsweb.com.ar - www.jsweb.com.ar

Aviso en pdg. 33/39 Aviso en pdg. 28/49
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%) FUNIREBIO

il
FUJIREBIO
contacto.latam@fujirebio.com
+52 1 55 6696 5453 - www.fujirebio.com
Aviso en pdg.23

equipamiento para medicina‘

GEMATEC EQUIPAMIENTO PARA MEDICINA
Avalos 3651, (1605) Munro, Buenos Aires, Argentina.
+54 11 4512-5666 y lineas rotativas. - info@gematec.com.ar

Aviso en pag. 29/51

&GLYMS

GLYMS INFORMACION EN TIEMPO REAL

Piedras 519 8-A, Capital Federal, Republica Argentina
+54 011 4331 4512 - administracion@glyms.com.
Aviso en pdg. 47

@ Gl\/llGLAl‘K"/mI

G

GT Lab

IAC internacional

IAC INTERNACIONAL

Av. Luro 7113, Mar del Plata, Bs. As. Argentina
+54 223 478 3900
ventas@iacinternacional.com.ar
www.iacinternacional.com.ar

Aviso en pdg. 14

." IoB S.A

INSTRUMENTAL BIOQUIMICO S.A

INSTRUMENTAL BIOQUIMICO S. A.

Venezuela 3755. Villa Martelli, Bs. As. Argentina
+54 11 4709 7700

info@instrumentalb.com.ar
www.instrumentalb.com.ar

Aviso en pdg. 19

Kern

SOFTWARE TECHNOLOGY
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indice de Auspiciantes

Labmedicina

ANALISIS CLINICOS
LABORATORIO DE MEDICINA

M.R. Trelles 1566 (C1416BRJ) +54 11 5263 991
info@labmedicina.com - Aviso en pdg. 13

MEDICA-TEC

Calidad que garantiza ef buen diagndstico

Mauricio Mossé
INSTRUMENTAL CIENTIFICO

MONTEBIO

MONTEBIO

Oficina y depdsito: Vera 575 CABA

Tel. +54 11 4858 0636.rotativas.
www.montebio.com.ar / info@montebio.com.ar
Aviso en pdg. 17
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" NORCES
NORCES
Santa Fe 2873/75 - S2002KTM Rosario, Argentina
+54 0342 455 5350 info@norces.com www.norces.com
Aviso en pdg.22

PRODUCTOS ROCHE S. A. Q. e l.

Rawson 3150, B1610BAL - Ricardo Rojas, Tigre
Buenos Aires, Argentina - www.roche.com.ar
+54 11 5129 8630 - Aviso en pdg. 21

m]tecnolab

TECNOLAB S. A.

Estomba 964,CABA, Argentina - +54 11 4555 0010 / 4859 5300
info@tecnolab.com.ar www.tecnolab.com.ar

Aviso en pdg. 37
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Mantente actualizado. Sigue a CubraNews en Facebook!
Visita el sitio web: www.cubranews.com.ar




