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¢Qué haria Ud. con 2 horas mas
5 veces a la semana?

200

Analizador automatico
para bioquimica clinica

» Velocidad: 200 test/h

> Consumo de agua: <0,5 litros/h

> Posiciones para muestra: 48

> Posiciones para reactivos:48

» Capacidad para resolver urgencias
» Dilucion automatica de muestras

» Control de calidad

@Wiener Iat{

El CM200 es el primer instrumento disenado especificamente para ser la "primera eleccion" en el
momento que Ud. decida automatizar su rutina de Quimica Clinica.

De manejo sencillo y amigable, con capacidad para procesar hasta 200 test/hora, le asegura
anos de servicio de rendimiento excelente. Y lo mas importante: sin complicaciones.

No obstante, es bueno saber que Wiener lab. cuenta con la mayor red de distribucion,
asistencia técnica y asesoramiento bioquimico del pais. Que todos nuestros reactivos han sido
completamente adaptados al instrumento siguiendo todas las normativas internacionales y que
finalmente, el CM200 esta integralmente producido en la Argentina por la empresa que lo
acompano desde siempre.

Consulte por nuestra oferta especial y planes de financiacion en pesos.

Y vaya pensando qué hacer en su nuevo tiempo libre

1SO 9001 Asistencia Técnica WL www.wiener-lab.com
marketing@wiener-lab.com

Wiener Laboratorios SAIC @ Wi e n e r I a b
G R 0 U P

Riobamba 2944, Moreno 1850, 2° piso,
S2003GSD Rosario, Argentina ~ C1094ABB Buenos Aires, Argentina
Tel.: +54 341 4329191/6 Tel.: +54 11 43754151/4

www.wiener-lab.com
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ULTIMA GENERACION

30 tests / hora. Proteinas

Dos muestras simultaneas. Inmunotyping

Tubo primario. Proteinas Alta Resolucion
Lector de codigos de barra. Hemoglobina

Completa trazabilidad de muestras CDT

Transferencia de resultados via Orinas.
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EDITORIAL

La inmortalidad de Henrieta Lacks: la bioética médica nacida de una historia.
The immortality of Henrietta Lacks: medical bioethics born from a story.
Orlando Gabriel Carballo.

ARTICULOS ORIGINALES

Vigilancia activa de la portacién de bacilos productores de carbapenemasas por PCR miltiple en tiempo real. Experiencia a
cuatro meses de su implementacion.

Active surveillance of the carriage of carbapenemase-producing bacilli by real-time multiplex PCR. Experience four months after
its implementation.

Togneri, Ana Maria; Pérez, Marcela Patricia; Pérez Catalan, Sebastian; Bastanza Anabela Mailen; Re, Wanda Carla Daniela; Gafiete, Marcelo Alejandro; Salas Escalan-
te, Rudy Adhemar; Sztokhamer, Daniel Gustavo; Sampere, Cecilia Liliana; Sablich, Juan Ignacio; Aguirre Herguero, Bernardo Nicolas; Aguirre Zufiiga, Silvia Vanessa;

Sanabria, Julieta; Pirrone, Claudia Mabel; Corral, Pablo Rodrigo Jorge; Vindigni, Luis.

Prevalencia de colestasis intrahepatica gestacional en embarazadas del Hospital de la Madre y el Nifio de La Rioja, Argentina.
Periodo: 2015 - 2019.

Prevalence of Intrahepatic cholestasis of pregnancy (ICP] in pregnant women at the Hospital de la Madre y el Nifio de La Rigja (La
Rioja, Argentina]. Period 2015 - 2019.

Colque Lépez Teran, Sonia Elizabeth; Rios Romero, Karina Maria Esther.

Comparacion de dos métodos de aglutinacion para la deteccion de anticuerpos anti-Brucella en donantes de bancos de sangre.
Comparison of two agglutination methods for detection of anti-Brucella antibodies in blood bank donors.

Rodriguez, Agustina Ayelén; Gaitan, Analia Mariela; Leiva, Gustavo Fabian; Bovone, Nora Silvia; Miguez, Gabriela Sandra.

Aplicacién de indicadores de calidad de la etapa preanalitica: experiencia de un laboratorio pediatrico
Application of quality indicators of the preanalytical phase: pediatric laboratory experience
Shepherd Safar, Melanie; Alcalde, Maria Belén; Grau, Maria Emilia; Ortigosa, Agustina; Pessina, Lila Maria; Fresina, Karen Nicole; Satarich, Gisela Evelyn; Alegre, Maria;

Gonzélez, Maria Sandra.

Nuevo prototipo de vacuna de mucosa contra el HSV-2 basada en particulas semejantes a bacterias como portador y adyuvante
de antigenos.
Novel mucosal vaccine against HSV-2 based on the LysM-BLP system as carrier and antigen adjuvant.

Raya-Tonetti, Fernanda; Villena, Julio; Vizoso-Pinto, Maria Guadalupe.

Bacterias anaerobias aisladas en muestras clinicas de un hospital de adultos de Chaco, Argentina.
Anaerobic bacteria isolated from clinical samples from an adult hospital in Chaco, Argentina.

Gritti, Micaela Andrea; Melo Favalesso, Marilia; Fernandez, Mariana Soledad; Peichoto, Maria Elisa.

Microbiota intestinal y alergia a la proteina de leche de vaca: revision y perspectivas futuras.
Gut microbiota and cow “s milk allergy: review and future concerns.

Keller, Maria Lorena.

PROGRAMA DE EDUCACION CONTINUA
Cursos A.B.A- Ciclo Lectivo 2024.
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&l cientifico Louis Pasteur

TAPA

Louis Pasteur nacié en Dole, Francia, el 27/12/1822
y fallecié en Marnes- la- Coquette el 28/09/1895. Fue un
cientifico francés cuyos descubrimientos tuvieron una gran
importancia en diversos campos de las ciencias naturales,
especialmente, en la quimica y en la microbiologfa.

Cred la técnica conocida como “pasteurizacién” y desa-
rrollé la teoria germinal de las enfermedades infecciosas.
Con sus teorias microbianas condujo al desarrollo de vacu-
nas, antibiéticos, la esterilizacién y la higiene como méto-
dos efectivos de cura y prevencién contra la propagacion de
las enfermedades infecciosas.

Su primera contribucién importante a la ciencia fue en el
campo fisico-quimico, al descubrir el dimorfismo del acido
tartérico.

El “hito” de la medicina preventiva se dio el 6 de julio de
1885, cuando aplica su gran descubrimiento, la vacuna an-
tirrdbica, al nifio Joseph Meister, quien habia sido mordido
por un perro “rabioso”, y logra salvarle la vida. Las vacunas
de Pasteur estaban basadas en |a atenuacién de microorga-
nismos vivos. Este acontecimiento constituye el nacimien-
to de la vacunacién moderna.

Pasteur es considerado el pionero de la microbiologia ac-
tual. Debido a que, gracias a sus estudios comienza la “Edad
de Oro de la Microbiologia”, durante la cual se desarrollan
vacunas, antibiéticos, esterilizacién y la higiene como mé-
todos efectivos de cura y prevencion contra la propagacién
de enfermedades infecciosas, sin duda decimos que se ini-
cia la “medicina cientifica”.

Fue hijo de Jeanne Etiennette Roquide, ama de casa, y de
Jean Joseph Pasteur, curtidor y exsargento de los ejércitos
napoleénicos. Contrajo matrimonio el 29 de mayo de 1849
con Marie Laurent, y sus hijos fueron Jean Baptiste, Cécile,
Marie Luise, Jeanne y Camile. Solamente llegaron a la vida
adulta Jean Baptiste y Marie Luise; los otros tres fallecen a
temprana edad afectados por el tifus, tragedias que lo mo-
tivaron a realizar investigaciones y a la bisqueda de la cura
de las enfermedades infecciosas.

Respecto de sus estudios y logros, Louis Pasteur obtie-
ne el titulo universitario de Bachiller en Ciencias Matemati-
cas en la Escuela Real de Besanzén. Posteriormente, logra
el Doctorado en Ciencias con una tesis fisico-quimica en la
Facultad de Paris y se convierte en profesor de Fisica en la
Escuela Normal Superior. Entre los afios 1847 y 1853, fue
profesor de fisica en Dijon y en Estrasburgo. En 1854 fue
nombrado Decano de la Facultad de Ciencias en la Univer-
sidad de Lille y, en 1857, se desempenid en el cargo de Di-
rector de Estudios Cientificos en la Escuela Normal de Paris.

En junio de 1887, se cred el Instituto Louis Pasteur, que
abre sus puertas el 14 de noviembre de 1888, (Joseph Meis-
ter, quien fuera el nifio al que Pasteur salvé la vida conlava-
cuna citada, se emplea como celoso guardian del Instituto).
Pasteur lo dirige desde la apertura hasta su fallecimiento.

Resumimos su obra en las palabras del académico fran-
cés Henri Mondor: “Louis Pasteur no era médico ni cirujano
pero nadie ha hecho tanto como €l en favor de la medicina
y de la cirugia”.
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Akira Endo, Bioguimico japonés cuya
investigacién sobre a relacién entre los
hongos y la biosintesis del colesterol
llevé al desarrollo de las estatinas, uno
delos farmacos hipocolesterolemiantes
miés vendidos. Su empleo ha logrado
una reduccion significativa de fa
morbimortalidad por enfermedad
cardiovascular aterosclérotica enla
poblacion mundial
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Robert Heinrich Hermann Koch famoso
por descubrir el bacilo de la tuberculosis en
1882y el bacilo del colera en 1883, recibié
el Premio Nobel de Medicina en 1905
por sus trabajos sobre la tuberculosis.
Fue el primero en demostrar, mediante
experimentos cientificos que la enfermedad
del carbunco o dntrax es causada por un
microbrganismo especifico.
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NUEVOS CURSOS 2024

DE LA ASOCIACION BIOQUIMICA ARGENTINA
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e Curso virtual asincrdnico con evaluacion final optativa

. ® Docentes: Dra. Julia Ariagno (Estudio del Semen), Dr. German Astudillo (Parasitolo-
Del 01/04/2024

al 15/07/2024 gla.]. Dr. !g.nacm Br:essan [ITab. de HPLC y Espectrometria t.:ie Ma.sa]. Dr. Fernanc!o

Brites (Lipidos y Lipoproteinas), Dr. Gabriel Carballo (Autoinmunidad), Dr. Claudio

Carbia (Hematologia), Dra. Maria de la Paz Dominguez (Hemostasia), Dr. Marcelo

* Director: Fermepin (Virologia e Inmunoserologia), Dr. Nahuel Fernandez (Quimica General y
Dr. Fernando Brites Nefroldgica), Dr. Nicolds Fernandez (Monitoreo de drogas), Dr. Mauro Fernandez
Toscano (Lab. de Hemoterapia), Dr. Leonardo Gémez Rosso (Introduccion Generall,

e Codirector: Dra. Silvia Gonzalez (Medio Interno), Dr. José Jara Aguirre [Normas y Recomendacio-

nes), Dr. Jaime Kovensky (Bacteriologia), Dr. José Magarifos (Lab. de Urgencias), Dra.
Patricia Maidana (Marcadores Oncoldgicos), Dra. Inés Marcone (Lab. de Pediatria),
Dra. Patricia Otero (Endocrinologia), Dra. Maria Silvia Pérez (Lb. De Biologia Molecu-

Dr. Leonardo Gomez Rosso

* Coordinadores: lar), Dra. Adriana Rocher (Citologia Exfoliativa), Dra. Sandra Rozental (Citogenética),
Dra. Belén Davicoy Dra. Gabriela Ruibal (Hidratos de Carbono y Diabetes), Dra. Gabriela Santiso (Micolo-
Dr. Ezequiel Lozano Chiappe gia), Dra. Patricia Sorroche (Proteinas), Dr. David Sosa (Virologia e Inmunoserologia).

CALIDAD EN LABORATORIOS DE GENETICA FORENSE
e Directores: Dra. Claudia Garcia Bonelli y Dr. César Collino
e Comienzo: Abril 2024

PRIMER CURSO INTERNACIONAL:

CLINICAY LABORATORIO DE ENFERMEDADES AUTOINMUNES
e Directores: Dr. Orlando Gabriel Carballo y Dr. Carlos von Miihlen
e Comienzo: Mayo 2024

DILEMAS EN LA IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE LAS
CELULAS DE LA SERIE MIELOIDE EN SANGRE PERIFERICA
e Director: Dra. Sandra Ayuso

e Comienzo: Mayo 2024
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Instrucciones para los autores

Los trabajos enviados a la Revista ByPC deben ser origi-
nales y no deben haber sido publicados o estar postulados
simultdaneamente en otras revistas u 6rgano de difusién
cientifica nacional o extranjero, tanto en forma impresa
como electrénica.

Para la preparacién de manuscritos, se siguen los re-
querimientos de las Recomendaciones para la preparacién,
presentacion, edicion y publicacién de trabajos académicos
en revistas médicas (ICMJE, segun su sigla eninglés] dispo-
nible en http://www.icmje.org/icmjerecommendations.pdf .
Asimismo, se recomienda consultar las guias para publica-
cién de distintos tipos de trabajos en:
http:/www.espanol.equator-network.org.

La recepcién de trabajos se realizard mediante el siste-
ma 0JS en la web oficial de la Revista ByPC:
http://www.revistabypc.org.ar/

Cualquier duda podra despejarse ingresando al instructi-
Vo 0 solicitar asistencia a revistabypc.aba@gmail.com

Para incluir material de otras fuentes con derechos de
autor en articulos a publicar en la revista, se debe obtener
el correspondiente permiso, y adjuntar copia del mismo al
articulo propuesto para publicacién.

1. Requisitos para el envio de manuscritos

* Doble espacio en todas las partes del manuscrito.

* Empezar cada seccién o componente en una nueva
pagina.

* Revisar la secuencia: titulo; autores; lugares de trabajo;
nimero de ORCID; datos del autor de correspondencia;
resumen y palabras clave en castellano; titulo, resumen
y palabras clave en inglés americano; introduccion; ma-
teriales y métodos; resultados; discusidn; agradecimien-
tos, referencias bibliograficas, leyendas de las figuras;
tablas; y figuras [cada una en pagina separada).

e Las ilustraciones no deben ser mas grandes que 203 x
254 mm

* Incluir los permisos para reproducir material publicado
previamente o usar imagenes que pueden identificar a
las personas.

2. Carta al Director

Cartadirigida al Director de la Revista en |a cual se solicita
la publicacién del articulo. Debe contener el titulo del trabajo,
categoria ala cual pertenece veritem 3], nombre y apellido
de todos los autores, nimero de ORCID, direccidn, teléfonos
y direccion de e-mail del autor de contacto, una direccién de
e-mail alternativa, una frase con valor de declaracién jurada
en la que se manifieste que el articulo cumple con todos los
requisitos de publicacién en ByPC, y que la Gltima versién del
manuscrito ha sido leida y aprobada por todos los autores.

3. Secciones de la revista

Extension Resumen Referencias N° max. N°
Secciones maxima extension  bibliogréficas  tablasy max.

palabras palabras max. figuras fotos
Articulo original 2500 250 40 6 2
Comunicacion breve y 1400 150 15 4

Casos clinicos

Actualizacién o

PP . 2000 20
REVISI.On ,0Articulos 4000 150 40
especiales
Comentarios 1300 - 10

sin espe-
Consensos y guias™ cificar sl
Cartas al editor® 1500 - 5

Comentarios a libros 800

* Revisiones, Cartas al Editor, guias y consensos

Las revisiones, cartas al editor, guias y consensos seran usualmente
solicitados por el Comité Editorial de la Revista a autores considerados
expertos en el campo, la disciplina o la especialidad en cuestién. Sin em-
bargo, seran consideradas para su publicacién las que fueran enviadas
espontaneamente. Deberan seguir los lineamientos expuestos para la
publicacién de articulos originales, con la diferencia de que su texto no
necesitard contar con resultados y discusion.

4. Preparacion de los manuscritos

4.1. Generalidades:

El archivo debera ser nombrado solamente con el apelli-
do del primer autor y la leyenda “y col.” si correspondiese
(Ej.: Pérez y col).

El texto debe estar dividido en secciones con los titulos
de Introduccién, Materiales y Métodos, Resultados y Discu-
sién. Los articulos extensos pueden requerir subtitulos den-
tro de algunas secciones (especialmente en las secciones
de Resultados y Discusi6n) para aclarar sus contenidos.

Debe estar escrito en procesador de texto Word, en ta-
mafio de pagina A4, con margenes de al menos 25 mm,
empleando letra Arial tamafio 12. Usar doble espacio, inclu-
yendo la pagina del titulo, resumen, texto, agradecimientos,
referencias bibliograficas, tablas individuales y leyendas.

Numerar las paginas consecutivamente empezando con
la pagina del titulo. Poner el nimero de la pagina en la esqui-
na inferior derecha de cada pagina.

4.2 La primera pagina debe contener:

a) El titulo, que debe ser conciso pero informativo.

b) El apellido y luego, separado por coma, los nombres
completos de los autores, lo cual debe ir seguido de punto
y coma, y los datos del siguiente autor. A continuacién del
nombre de cada autor, se debe colocar, a modo de superin-
dice, el nimero que haga referencia al lugar de trabajo al
que pertenece dicho autor; y el nimero de ORCID. El autor al
cual debe ir dirigida la correspondencia debe ser destacado
con un asterisco también a modo de superindice (Ej.: Rami-
rez, Juan Carlos1*; Benitez, Laura2; Romero, Mario3).
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c) Cada lugar de trabajo con el nimero asignado al autor
correspondiente. No se deben emplear abreviaturas. Debe
constar primero el nombre del servicio o laboratorio, luego el
correspondiente al departamento y por ultimo el de la insti-
tucién, todo separado por comas y seguido de punto. A con-
tinuacién, se debe incluir el nombre de la ciudad, la provin-
ciay el pais, también separados por comas y con punto final
(Ej.: Laboratorio de Lipidos y Aterosclerosis, Departamento
de Bioquimica Clinica, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad de Buenos Aires. Ciudad Auténoma de Buenos
Aires, Argentina).

d) Nombre completo del autor responsable de recibir la co-
rrespondencia, su lugar de trabajo, la direccién postal, y la
direccion de e-mail.

4.3 La segunda pagina debe contener:

a) Elresumenen castellanode noméas de 250 palabras. Debe
estar estructurado de la siguiente manera: introduccién, ob-
jetivos, materiales y métodos, resultados y conclusiones.
Se deben incluir dichos subtitulos de manera explicita. El re-
sumen debe establecer los propdsitos del estudio o investi-
gacion, procedimientos basicos (seleccién de los sujetos de
estudio o animales de laboratorio; métodos de observacion
y analiticos), los hallazgos principales y las conclusiones
mas relevantes. Deberia enfatizarse en los aspectos nuevos
e importantes del estudio u observaciones. Se recomienda
incluir los valores correspondientes a los hallazgos mas re-
levantes acompafados de |a forma de expresion de los mis-
mos (Ej.: Media + D.E.] y el tratamiento estadistico, si corres-
pondiese. En el resumen no se deben utilizar abreviaturas.
b) Palabras clave. Los autores deben colocar, e identificar
como tales, tres a diez palabras clave o frases cortas que
serviran para la indizacién cruzada del articulo y deben ser
publicadas con el articulo.

4.4 La tercera pagina debe contener:

a) Titulo en inglés americano. Debe cumplir los mismos re-
quisitos que el titulo en castellano.

b) Resumen en inglés americano (Abstract]. Debe cumplir
los mismos requisitos que el resumen en castellano e incluir
los siguientes subtitulos: Introduction, Objectives, Materials
and Methods, Results y Conclusions.

c) Palabras clave en inglés americano (Key words). Deben
cumplir los mismos requisitos que las palabras clave en
castellano.

4.5 Las paginas subsiguientes, comenzando cada seccion
en pagina aparte, deben contener:

a) Introduccién. En laintroduccién, se debe expresar el contex-
to o los antecedentes del estudio (por ejemplo, la naturaleza
del problema y suimportancia) y enunciar el propdsito especi-
fico u objetivo de la investigacion o la hipétesis que se pone a
prueba en el estudio u observacién. A menudo, la investigacion
se centra con mas claridad cuando se plantea como pregunta.
Tanto los objetivos principales como los secundarios deberan
estar claros, y deberd describirse cualquier analisis de subgru-

pos predefinido. Se deben incluir sélo las referencias que sean
estrictamente pertinentes y no afiadir datos o conclusiones del
trabajo que se presenta.

b) Materiales y Métodos. Debe describir detalladamente los su-
jetos experimentales (humanos o animales), el equipamiento,
los reactivos y los procedimientos utilizados, con la inclusién
de las marcas registradas cuando corresponda y referencias al
utilizar métodos establecidos.

Indicar las consideraciones éticas que correspondan si han par-
ticipado en el estudio seres humanos (aprobacion por comités
de ética y obtencion de consentimiento informado). ByPC adhie-
re a las normas éticas establecidas por el Comité de Etica de las
Publicaciones (Committee on Publication Ethics -COPE- https://
publicationethics.org/). También, indicar las consideraciones
éticas que correspondan si se han utilizado en el estudio anima-
les de experimentacion (Comité Institucional de Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio, CICUAL).

Se recomienda dividir la seccién Materiales y Métodos mediante
el empleo de subtitulos en el caso de ser demasiado extenso.
Incluir una seccién de “Andlisis de datos” en la cual se describan
las formas de expresién de los resultados y los métodos esta-
disticos empleados, si correspondiese. Estos deben ser descrip-
tos con suficiente detalle para permitir que un lector experto con
acceso a los datos originales pueda comprobar los resultados
que se presentan. Cuando sea posible, cuantificar los hallazgos
y presentarlos con los indicadores de medida de error o de incer-
tidumbre adecuados (como los intervalos de confianza).

Evitar basarse Unicamente en la comprobacién de hipétesis
estadisticas, como el uso de valores p, que no dan informacién
sobre la magnitud del efecto. Siempre que sea posible, las refe-
rencias sobre el disefio del estudio y los métodos estadisticos
deberan corresponder a manuales o articulos habitualmente ci-
tados para tal fin (con los ndmeros de pagina incluidos). Definir
también los términos estadisticos, abreviaturas y la mayoria de
simbolos. Especificar el software utilizado.

En caso que corresponda, se sugiere incluir una seccién de “Cal-
culo del tamano muestral”.

c) Resultados. Presentar los resultados siguiendo una secuen-
cialégica en el texto, tablas e ilustraciones, y destacando en pri-
mer lugar los hallazgos mas importantes. No repetir en el texto
los datos de las tablas oilustraciones; resaltar o resumir sélo las
observaciones mas importantes.

Los materiales extra o suplementarios y los detalles técnicos
pueden situarse en un anexo donde se puedan consultar para
no interrumpir la secuencia del texto.

Cuando los datos se resuman en este apartado, los resultados
numéricos no solo deben presentar los derivados (por ejemplo,
porcentajes) sino también los valores absolutos a partir de los
cuales se calcularon, y especificar los métodos estadisticos uti-
lizados para analizarlos.

Limitar el nimero de tablas y figuras a las estrictamente nece-
sarias para ilustrar el tema del articulo y para evaluar su grado
de apoyo. Usar graficos como alternativa a las tablas con mu-
chas entradas; no duplicar datos en los graficos y tablas. Evitar
usos no técnicos de términos estadisticos, como “azar” (que im-
plica un dispositivo de aleatorizacién], “normal,” “significativo,”
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“correlaciones” y “muestra”. Cuando sea cientificamente ade-
cuado, incluir analisis en funcién de variables como edad y sexo.
d) Discusion. Destacar los aspectos mas novedosos e impor-
tantes del estudio y las conclusiones que de ellos se deducen,
contextualizandolos en el conjunto de las evidencias mas acce-
sibles. No repetir en detalle datos u otro material que aparezca
en la Introduccién o en el apartado Resultados.

En el caso de estudios experimentales, es Util empezar la discu-
sion resumiendo brevemente los principales resultados; a con-
tinuacién, explorar los posibles mecanismos o explicaciones de
dichos hallazgos, comparar y contrastar los resultados con los
de otros estudios relevantes, exponer las limitaciones del estu-
dio, y explorar las implicaciones de los resultados para futuras
investigaciones y para la practica clinica.

Relacionar las conclusiones con los objetivos del estudio, evi-
tando hacer afirmaciones rotundas y sacar conclusiones que
no estén debidamente respaldadas por los datos. En particular,
evitar afirmaciones sobre los costes y beneficios econémicos
a menos que el manuscrito incluya datos econémicos con sus
correspondientes analisis. Evitar afirmaciones o alusiones a as-
pectos de la investigacién que no se hayan llevado a término.
Cabe la posibilidad de establecer nuevas hipétesis cuan-
do tengan base, pero calificandolas claramente como tales.
e) Agradecimientos. Una o0 mas declaraciones deben especifi-
car: a) Las contribuciones que necesitan agradecerse pero que
no justifican una autorfa, tales como apoyo general por una jefa-
tura de departamento; b) Agradecimientos al apoyo técnico; c)
Agradecimiento al apoyo financiero y material, que debe espe-
cificar la naturaleza del apoyo; y d) Las relaciones que pueden
tener un conflicto de intereses.

Las personas que han contribuido intelectualmente al articulo,
pero cuyas contribuciones no justifican una autoria, pueden ser
mencionadas y sus funciones o contribuciones pueden ser des-

» o«

criptas - por ejemplo, “asesor cientifico”, “revision critica de los
propdsitos del estudio”, “recoleccion de informacidn” o “partici-
pacién en el ensayo clinica’; tales personas deben haber dado
Sus permisos para ser mencionadas. Los autores son respon-
sables de obtener los permisos escritos de las personas a quie-
nes se agradece. La ayuda técnica debe ser agradecida en un

parrafo aparte de los agradecimientos de otras contribuciones.

5. Aspectos que deben tenerse en cuenta en la redaccion
del manuscrito (Normas Vancouver actualizadas a 2016)

5.1 Citas bibliograficas:

Es la presentacién textual o resumida, de ideas ex-
presadas por otros autores que sirven de apoyo al in-
vestigador, se contraponen a lo que él dice o aportan
mayor informacién sobre un tema determinado. Las
citas son un tipo de texto incrustado en otro texto.
Las citas en estilo Vancouver por lo general utilizan un sis-
tema de secuencia numérica. Son numeradas consecutiva-
mente en el orden de aparicién en el texto. Se identifican
con nimeros ardbigos entre corchetes, ejemplo [1].

a) Tipo de citas
 Citadirecta: La que se transcribe textualmente. Ejemplo:

“La cita textual breve, de menos de cinco renglones, se
inserta dentro del texto entre comillas, y el nimero co-
rrespondiente se coloca al final, después de las comillas
y antes del signo de puntuacién” [3].

« Cita corta: Menos de cinco renglones.

« Citalarga: Mas de cinco renglones. Se escribe fuera del
texto, dejando doble espacio y sangria, entre comillas y
en bastardilla.

 Citaindirecta: Mencion de las ideas de un autor con
palabras de quien escribe. Se escribe dentro del texto
sin comillas, el nimero de la referencia se escribe inme-
diatamente después de citar su idea. Ejemplo: La mor-
talidad infantil conduce a empeorar la calidad de vida de
Medellin [5].

b) Tipo de cita segln redaccidn

» Citaintegral: Es aquella donde el nombre del autor for-
ma parte de la oracién. El nombre se integra dentro del
texto. El nimero de la referencia se escribe después del
apellido del autor y antes de citar su idea. Ejemplos:
Como dice Londofio [5] la mortalidad infantil conduce a
empeorar |a calidad de vida de Medellin. Cita Indirecta
Seguin Sanz Pinyol [1] “Desde el punto de vista de |a
caracterizacion de los discursos, en el aula suelen pro-
ducirse diferentes géneros” Cita directa

» Citanointegral: No se menciona el nombre del autor
dentro del texto. Ejemplos:
€ la mortalidad infantil conduce a empeorar la calidad de
vida de Medellin [5]. Cita Indirecta
“Desde el punto de vista de la caracterizacion de los dis-
cursos, en el aula suelen producirse diferentes géneros”
[1]. Cita directa

5.2 Referencias bibliograficas:

» Conjunto de datos suficientemente detallados que permite
identificar un documento. En el caso de que |a referencia cita-
da disponga de un identificador de objeto digital (DOI) u otro
homologable (ARK, Handle, etc) esta informacion debera for-
mar parte de la referencia de acuerdo a las normas de Vancou-
ver. Deben ser numeradas consecutivamente en el orden en
que son mencionadas en el texto. Identificar las referencias
en el texto, cuadros y leyendas con nimeros arabigos entre
corchetes. Las referencias citadas sélo en los cuadros o en
las leyendas de las figuras deben ser numeradas de acuerdo
con la secuencia establecida por la primera identificacién en
el texto del cuadro o figura particular.

* Usar el estilo basado en los formatos utilizados por la US Na-
tional Library of Medicine (NLM] en el Index Medicus. Los titu-
los de las revistas deben ser abreviados de acuerdo al estilo
que utiliza el Index Medicus. Consultar la lista de revistas indi-
zadas en el Index Medicus, publicado anualmente como una
separata por la NLM y como una relacién en el volumen del
mes de enero del Index Medicus.

« Evitareluso de los resimenes como referencias. Las referen-
cias a articulos aceptados pero no publicados deben ser de-
signadas como “en prensa” o “en avance”; los autores deben
obtener permiso por escrito para citar tales articulos asi como



la verificacion de que ellos han sido aceptados para publica-
cién. La informacién de los manuscritos remitidos pero no
aceptados debe ser citada en el texto como “observaciones
no publicadas” con el consentimiento escrito de los autores.
No citar una “comunicacién personal” a menos que proporcio-
ne informacién esencial no disponible de una fuente publica,
en cuyo caso el nombre de la persona y la fecha de la comuni-
cacién deben ser citados entre paréntesis en el texto. Para los
articulos cientificos, los autores deben obtener permiso por
escrito y confirmacion de exactitud de la fuente de la comu-
nicacién personal.

Lasreferencias deben ser verificadas por el autor o autores en
los documentos originales.

El estilo de Requisitos Uniformes (de Vancouver) se basa
principalmente en el estilo estandar ANSl adaptado por laNLM
para su base de datos.

a) Articulos de revistas

Siunarevista lleva paginacion continua a través de un vo-
lumen (como muchas revistas médicas lo hacen), el mes
yel nimero del volumen deben ser omitidos: Vega KJ, Pina

|, Krevsky B. Heart transplantation is associated with an
increased risk for pancreatobiliary disease. Ann Intern Med
1996; 124: 980-3.

Mas de seis autores:

Parkin DM, Clayton D, Black RJ, Masuyer E, Friedl HP, Ivanov E,
etal. Childhood leukaemia in Europe after Chernobyl: 5 year
follow-up. Brj Cancer 1996; 73: 1006-12.

La organizacién como autor:

The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical
exercise stress testing. Safety and performance guidelines.
Med J Aust 1996; 164:2824.

Sin autor mencionado:

Cancer in South Africa (editorial]. S Afr Med J 1994; 84: 14.
Articulo no escrito en inglés:

Ryder TE, Haukeland EA, Solhaug JH. Bilateral inftapatellar
seneruptur hos tidligere frisk kv-vinne. Tdsskr Nor Laegefo-
ren 1996; 116:412.

Volumen con suplemento:

Shen M Zhang QF. Risk assessement of nikel carcinogenicity
and occupational lung cancer Environ Health Perspect 1994;
102 Suppl 1: 275-82.

Ndmero con suplemento:

Paybe DK, Sullivan ME, Massie MJ. Women'’s psychological
reactions to breast cancer. Semin Oncol 1996; 23 (1 Suppl 2.
89-97).

Volumen con parte:

OzbenT, Nacirarhan S, Tuncer N. Plasma and urine sialic acid
in noninsulin dependent diabetes mellitus. Ann Clin Biochem
1995; 32 (Pt 3): 303-6.

Ndmero con parte

People GH, Mills SM. One Hundred consecutive cases offlap
lacerations of the leg in ageing patients. NZ Med J 1994,107
(986 PH): 377-8.

Ndmero sin volumen

Turan |, Wredmark T, Fellander-Tsai L. Arthroscopic ankle
arthrodesis in rheumatoid arthritis. Clin Orthop 1995; (320]):

110-4.

Sin ndimero, ni volumen:

Browell DA, Lennard TW. Inmunologic status of the cancer
patient and the effects of blood transfusion on antitumor
responses. Curr Opin Gen Surg 1993; 325-33.
Compaginacién en nimeros romanos:

Fisher GA, Sikie Bl. Drug in clinical oncology and hematology.
Introduction. Hematol Oncol Clin North Am 1995 Apr 9(2): xi
Xii.

Tipo de articulo indizado tal como es requerido:
Enzensberger W, Fischer PA. Metronome in Parkinson’s di-
sease [carta]. Lancet 1996; 347 1337.

Clement J, De Bock R. Hematological complications of han-
tavirus nephropathy (HVN] [resumen] Kidney Int 1992; 42:
1285.

Articulo conteniendo una retractacion:

Garcy CE, Schwarzman AL, Rise ML. Ceruloplasmin gene de-
fect associated with epilepsy in EL mice [retraction de Garey
CE, Schwarzman AL, Rise ML. In: Nat Genet 1994; 6.: 426-31].
Nat Genet 1995,11: 104.

Articulo retractado:

Liou GI, Wang M, Matragoon S. Precocious IRBPgene ex-
presion during mouse development (retractado en Invest
Ophthalmo Vis Sci 1994; 35: 31271. Invest Ophthalmol Vis
Sci 1994; 35: 1083-8.

Articulo con errata publicada:

Hamlim JA, Kahn AM. Herniorraphy in symptomatic patients
following inguinal hernia repair [publicado con errata en West
JMed 1995; 162.2781]. West J Med 1995; 162 28-31.

b] Libros y otras monografias

Autor (o autores) personal:

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for
nurses. 2nd ed. Albany (NY): Delmar Publisher; 1996.

El editor(es), compilador(es) como autor:

Norman |J, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly
people. New York; Churchill Linvingstone; 1396.

Una organizacién como autor y editor:

Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medi-
cal program. Washington (DC): The Institute; 1992].

Un capitulo en un libro: Phillips SJ, Whisnant JP Hypertension
and stroke. In: Laragh JH, Brenner BM, editors. Hypertension:
pathophysiology, diagnosis, and management. 2nd ed. New
York: Kaven Press; 1995. p. 465-78.

Libro de congreso:

Kimura J, Shibasaki H, editors. Recent advances in clinical
neurophysiology. Proceedings ofthe 10th International Con-
gress of EMG and Clinical Neurophysiology; 199 Oct 1519;
Kyoto, Japan. Amsterdam: Elsevier; 1996.

Ponencia de un congreso:

Bengtsson S, Solheim BG. Enforcement of data protection,
privacy and security in medical informatics. In: Lun KC.
Degouler P, Piemme TE, Rienhoff 0, editors MEDINFO 92 m
Proceedings of the 7th World Congress on Medical Informa-
tics; 1992 Sep 6-10, Geneva, Switzerland. Amsterdam: North-
Holland; 1992. p. 1561-5.

c) Informe cientifico o técnico



» Emitido por la agencia financiante o auspiciadora:
Smith P, Golladay K Payment for durable medical equipment
billed during skilled nursing facility stays. Final report Da-
llas (TX): Dept. of Health and Human Services (US), Oficce
of Evaluation and Inspections; 1994 Oct. Report N° HHSI-
GOEI69200860.

» Emitido por la agencia ejecutante:
Field MJ, Tranquada RE, FeasleyJC, editors. Health services
research: work force and educational issues. Washington: Na-
tional Academy Press; 1995. Contract N’AHCPR282942008.
Sponsored by the Agency for Health Care Policy and Re-
search.

d) Disertacion

Kaplan SJ. Post-hospital home health care; the elderly’s access

and utilization [dissertation]. St Louis (MO]: Washington Univ;

1995.

e) Patente

Larsen CE, Trip R, Johnson CR, inventors; Novoste Corporation,

assignance. Methods for procedures related to the electrophy-

siology of the heart. US patent 5.529,067, 1995 Jun Material

publicado.

f) Articulo de periédico

Lee G. Hospitalizations tied to ozone pollution: study estimates

5000 admissions annually. The Washington Post 1996; jun 21;

Sect.A:3 (col5).

g) Material audiovisual

HIV+/AIDS: the facts and the future [videocassettel. St Louis

(M0): Mosby-Year Book 1995.

h) Material legal

Ley Publica

Preventive Health Amendments of 1993, PubL. N° 103-

183,107Stat, 2226 (Dec. 14, 1993).

Dispositivo no decretado

Medical Records Confidentiality Act of 1995, S. 1360, 104th

Cong. 1stSess (1995).

Cédigo de regulaciones federales

Informed Consent, 42 C.F.R. Sect. 441. 257 (1995).

i) Material inédito

» Enprensao “enavance”
Leshner Al. Molecular mechanisms of cocaine addiction. N
Eng JMed. En prensa 1997

j) Material electrénico

* Articulo de una revista en formato electrénico:
Morse SS. Factors in the emergence of infectious disea-
ses. Emerg Infect Dis [serial on line] 1995 Jan-Mar [cited
1996Jun 5], 1(1): [24 screens]. Available from: VRL: http.//
www.cdc.gov/ncidod/EID/eid. htm.

» Monografia en formato electrénico:
CD|, clinical dermatology illustrated [monograph on CD-ROM].
Reeves JRT, Malbach H, CMEA Multimedia Group, producers.
2nd ed. Version 20. San Diego: CMEA; 1995.

* Archivo computarizado:
Hemodynamics 111: the ups and downs of hemodynamics
[computer program]. Version 2.2 Orlando (FL): Computari-
zed Educational Systems; 1993.

6. Tablas

Todas las tablas deben agruparse a continuacién de las leyendas
de las figuras, cada una en pagina separada. Deberan estar nu-
meradas secuencialmente con ndmeros romanos, contener un
titulo antes de la tabla y aclaraciones al pie, si fuese necesario.
Al pie de cada tabla debe figurar la aclaracién de las abreviatu-
ras empleadas, asi como toda la informacién relacionada con la
forma de expresién de los resultados y el tratamiento estadisti-
co que los autores consideren necesaria. Las tablas deben ser
comprensibles por si mismas. Para la elaboracién de las tablas,
se recomienda utilizar el procesador de texto Word y seleccionar
el Estilo de Tabla “Tabla bésica 1”.

7. Figuras

Todas las figuras deben agruparse a continuacién de las tablas,
cada una en pagina separada. Deberan estar numeradas se-
cuencialmente con nimeros arabigos. Las fotografias y las fi-
guras podran tener colores, aunque, en el caso de las figuras, el
fondo debe ser blanco. El titulo de las figuras no debe incluirse
juntoalas mismas sino en laseccién “Leyendas de Figuras”. En
dicha leyenda, debe incluirse el titulo de |a figura, la aclaracién
de las abreviaturas empleadas y toda la informacidn relaciona-
da con la forma de expresién de los resultados y el tratamiento
estadistico que los autores consideren necesaria. En caso de
figuras, fotografias o tablas tomadas de otra publicacién, se
debe citar la fuente y ademds enviar el permiso escrito otorga-
do por el propietario intelectual de dicho material para que el
mismo sea publicado en ByPC.

8. Ortografia y formas de expresién

» Sedebe evitar la utilizacién de palabras en otros idiomas y,
cuando ello sea indispensable, deberan ser colocadas en
italica (Ej.: in vitro).

* Elestadistico “p” debe ser escrito en mindscula.

» Enlaexpresion de los resultados, se debe dejar espacio
entre la cifras y los simbolos o las unidades [Ej.: p<0,05; 32
+2g/L).

* Unidades: se deben emplear las unidades utilizadas mas
frecuentemente en nuestro medio para cada analito (Ej.:
glucosa, urea, acido Urico, lipidos, lipoproteinas, apoprotei-
nas en mg/dL].

 Las abreviaturas deben ser aclaradas la primera vez que
aparecen en el texto ubicandolas entre paréntesis, a pesar
de que se trate de abreviaturas ampliamente conocidas [Ej.
hemoglobina (Hb]].

* Enlaexpresion de los resultados, tanto la media como la
mediana deben contener la misma cantidad de decimales
que sus respectivos desvios estandar, errores, percentilos o
rangos (Ej.9,25+0,78).

* Enlaexpresidon de los resultados, la separacién entre el
entero y los decimales se debe hacer mediante comas y no
con puntos, lo cual es propio del idioma inglés (3,25), excep-
to para el resumen en inglés (Abstract), en el cual se deben
emplear puntos (3.25).

* Eneltexto, cuandoun nimero aparece al principio de la
oracién, debera ser escrito en letras (Ej. Veinte pacientes).
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EDITORIAL

La inmortalidad de Henrieta Lacks:
|la bioética médica nacida de una historia

Para muchos profesionales de la salud o investigadores
en el drea de la biologia celular, el nombre Hela se asocia
a células de cultivo. De hecho, fue la primera linea celular
humana de crecimiento indefinido. Estas células vienen
siendo utilizadas desde hace mucho tiempo y fueron funda-
mentales en el desarrollo de la medicina. Suimportancia pu-
ede mensurarse al poner en PubMed la palabra clave HeLa,
que da 121.146 resultados (mes de noviembre 2023]. Pero
¢cudl es su importancia? ¢Cudles fueron los problemas
derivados de su utilizacién en la investigaciéon? ¢Cudl es
la historia detras de estas células que tuvo consecuencias
trascendentes en la investigacién biolégica y construyé
nuevos paradigmas en la ética médica? ;Cual es la idea de
lainmortalidad?

Esta historia estd ligada a Henrietta Lacks, una mujer af-
roamericana fallecida el 4 de octubre de 1951 a causa de
un cancer cervical, nacida en el pueblo de Roanoke, estado
de Virginia en Estados Unidos, el 1 de agosto de 1920. Su in-
mortalidad fue planteada en un libro escrito por la periodista
Rebecca Skloot y publicado en el afio 2012, cuyo titulo es
The inmortal life of Henrietta Lacks . Debido a que las cé-
lulas provenientes de su cancer cervical son la fuente de la
linea celular conocida como Hela, las cuales han sido fun-
damentales en la investigacidn cientifica y médica.

Henrietta Lacks fue diagnosticada y tratada segun los
estandares de la época en el hospital Johns Hopkins, con-
struido en los Ultimos afos del siglo XIX como un hospital de
caridad. A pesar del tratamiento muy agresivo, el cancer se
esparci6 por el organismo y su condicién de salud empeord
rapidamente, por lo que fue atendida con cuidados paliati-
vos las dos Ultimas semanas de vida.

Una vez realizado el diagndstico, el Dr. Howard Jones
tomé una biopsia, y su jefe, el Dr. Richard Wesley TeLinde,
reconocido experto en cancer cervical, compartid los estu-
dios anatomopatoldgicos con el Dr. George Otto Gey, direc-
tor del Departamento de Cultivo Celular del Johns Hopkins.

El Dr. Gey estaba obsesionado con conseguir lineas de
cultivo celular de origen humano de crecimiento indefinido,
lo que ya se habia conseguido en ratas. El Dr. Hayflick, en
1961, demostrd que las células podian dividirse hasta 50
veces Yy luego morir debido al acortamiento de los telémeros
(ley o limite de Hayflick], independientemente del tipo ce-
lular.23 Sin embargo, las células de Henrietta Lacks crecian
indefinidamente. El Dr. TeLinde le comunicé a Henrietta su
intencién de tomar una biopsia. Cuando llegd el material
al laboratorio para su cultivo, el Dr. Gey rotulé la muestra,
como lo haria cualquier profesional del laboratorio de inves-
tigacién clinica, con las iniciales del nombre y apellido del
paciente: “HelLa” y alli nacié el nombre de las células mas

famosas y cultivadas del mundo.

El Dr. Gey comprobé que el crecimiento de las células
Hela era muy rapido, ya que se duplicaban cada 24 h, y,
aunque esperaba que estas células murieran (cumpliendo
con la ley de Hayflick], esto no sucedia. Una de las expli-
caciones de esta caracteristica, probablemente se deba a
la incorporacién a las células de Henrietta de parte del ge-
noma del HPV cerca del protooncogen c-myc, activandolo y
elevando su ritmo de crecimiento®.

Por otro lado, se sabe que el envejecimiento y muerte
celular se debe al acortamiento de los telémeros en cada
division, sin embargo, las células de Henrietta poseen una
telomerasa extremadamente activa que evita el acorta-
miento de los teldmeros reconstituyéndolos después de
cada division®. Asi fue como se consiguié por primera vez
una linea celular de crecimiento indefinido.

Las células Hela fueron y son utilizadas en infinidad de
investigaciones cientificas. Uno de estos ejemplos fue la
vacuna de la polio, que debe, en parte, su éxito a las células
Hela, ya que el Dr. Jonas Salk en 1952 estaba desarrollando
esta vacuna en medio de la epidemia de polio de 1951. El Dr.
Salk necesitaba un cultivo celular para probar la vacuna y re-
sulté que las células Hela eran particularmente sensibles al
virus. El Dr. Gey envig, sin interés alguno, suficiente cantidad
de células pararealizar los experimentos y la produccién de la
vacuna contra el virus de la polio. También tuvieron importan-
ciaenlainvestigacién sobre el VIH/sida, el cancer, “la biologia
celular y muchas otras condiciones médicas.

Otra linea celular muy utilizada en nuestro medio para el
estudio de autoanticuerpos en enfermedades autoinmunes
son las células HEp-2; inicialmente, se crefa que eran de-
rivadas de un paciente de 57 afios con cancer de laringe.
Sin embargo, estudios recientes pudieron demostrar que
contienen marcadores cromosémicos de las células Hela y,
por lo tanto, serfan una cepa derivada de esta linea, surgida,
probablemente, como contaminacién cruzada. Se pudo de-
mostrar que los resultados del andlisis de diferentes isoenz-
imas, marcadores, son compartidos entre las células HeLay
las HEp-2.

Henrietta Lacks muri6 a una edad muy temprana, y sus
células han sido cultivadas, infectadas, utilizadas en dife-
rentes investigaciones, sin tener ellaidea de esto. Sus famil-
iares tomaron conciencia a principios de los setenta de que
las estaban utilizando sin su consentimiento. En el 2010, la
periodista Rebecca Sklot publicé el libro de investigacion,
The immortal life of Henrietta Lacks, que generé un debate
en la medicina referido a los consentimientos informados,
la ética, la bioética, el racismo, la propiedad del material bi-
olégico y los derechos que se tienen sobre ellos.
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Diversas consideraciones éticas han surgido a través de
los afios. Una de las mas importantes e impulsada por esta
historia es la referida al consentimiento informado y la au-
tonomia del paciente.

En la década del 50, las practicas éticas en la investig-
acién cientifica médica no eran tan estrictas como en la
actualidad. Una consideracién importante es la relacionada
con la propiedad de las células, las que se distribuyeron y
fueron utilizadas en muchas investigaciones y desarrollos
cientifico-médicos. La familia, y mucho menos Henrietta,
nunca usufructuaron beneficios ni tuvieron control alguno
sobre las células de su propiedad.

En marzo de 2013, investigadores del Laboratorio Eu-
ropeo de Biologia Molecular (EMBL) secuenciaron el ge-
noma completo de las Hela, pero la familia Lacks protesté
por primera vez en 60 afios oponiéndose a esta publicacién,
aduciendo que se estaba invadiendo su privacidad.

Los cientificos no dudaron en retirar la publicacién y,
posteriormente, se buscé un acuerdo para el uso controlado
de los datos.

No menos importante es el impacto en la investigacion,
ya que, al no tener muchos requerimientos para su cultivo,
han sido utilizadas en muchos experimentos cientificos sin
tener en cuenta que se comportan de manera diferente a
otras células humanas en diferentes contextos, por lo que
deben tomarse con precaucién las conclusiones a la hora
de extrapolar los resultados.

El uso de células plantea una pregunta mas relacionada
con la confidencialidad y privacidad referida, sobre todo, a
la informacién genética; aunque la genética de las células
Hela no es exactamente igual, las células normales de Hen-
rietta Lacks le siguen perteneciendo.

Las profundas discusiones éticas nacidas de esta histo-
ria aun persisten. El consentimiento informado, la propiedad
del material bioclégico, el derecho a la informacién vertida al
medio, la privacidad de la informacién genética y cualquier
informacién que pueda derivar de la investigacién, entre
otros , son temas que necesariamente tenemos que tener
en cuenta. La inmortalidad de Henrietta Lacks y su historia
obliga a reflexionar sobre los limites y consecuencias de los
actos en la investigacion cientifica.

Es crucial resaltar que estas inquietudes éticas han
propiciado cambios sustanciales en las practicas de inves-
tigacion médica y en la regulacion ética relacionada con el
tratamiento de muestras biolégicas humanas. Se han in-
tensificado el enfoque en el respeto a la autonomfa del paci-
ente, la obtencién de consentimiento informado y la consid-
eracién meticulosa de los aspectos éticos en el &mbito de la
investigacion biomédica.

Esta obra estd bajo la licencia Creative Commons Atribucién -No Co-
mercia- Compartir Igual 4.0 Internacional - Permite compartir (co-
piar y redistribuir el material en cualquier medio o formato) y adap-
tar (remezclar, transformar y crear, a partir del material, otra obra)
siempre que: se cite la autoria y la fuente original de su publicacién
(revista, editorial y URL de la obra), no sean utilizados para fines
comerciales y que se respeten los mismos términos de la licencia.

» Arriba a la izquierda: Cultivo de células
HEp-2. Contraste de fase 200X. Abajo a la
izquierda: Cultivo de células Hela. Con-
traste de fase 1000X.
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Resumen

Introduccidn: La portacién de bacilos productores de carbapenemasas (BPC) en pacientes hospitaliza-
dos obliga a realizar una vigilancia activa para contener su diseminacién, dadas las escasas opciones
terapéuticas de las infecciones por estos microorganismos. Objetivo: Conocer la portacién de BPC en
los pacientes asistidos en la Unidad de Cuidados Intensivos de Adultos (UCIA) del Hospital Interzonal
de Agudos “Evita” de Lanus. Materiales y Métodos: Durante 4 meses se realizé un estudio descriptivo,
prospectivo; con frecuencia semanal, se tomaron hisopados rectales de los pacientes de acuerdo con
criterios pautados. Las muestras se estudiaron por PCR mdltiple en tiempo real (BD Max™ System, Bec-
ton Dickinson, USAJ, con deteccidn de las enzimas KPC, NDM, VIM/IMP y OXA. La informacidn se recopil6
en un formulario, se analizé en hojas de Excel, y se usé X;? para determinar las diferencias significativas
(p< 0,05; programa Epidat 3.0). Resultados: Se realizaron 99 hisopados en 74 pacientes, de los cuales 36
resultaron positivos, lo que representd una portacion por BPC del 48,6 %. La distribucién porcentual de
las distintas carbapenemasas fue la resultante: 40,4 % NDM; 30,7 % OXA; 17,3 % KPC; 5,8 % VIM; 5,8 % IMP/
VIM. En 38,9 % de los portadores, se demostré la colonizacién por mas de un tipo de carbapenemasa. La
aparicion posterior de un foco de infeccién por un BPC fue mayor en los pacientes colonizados (p<0,05).
Conclusiones: Estos datos resultan del primer estudio de vigilancia activa de pacientes colonizados por
BPC, mediante PCR en tiempo real. La portacion fue del 48,6% y constituye una linea de base para moni-
torear las acciones de control implementadas.

Palabras clave: portacién, carbapenemasa, vigilancia activa, PCR.

Abstract

IISSN 1515-6761
ISSN-e 2684-0359
Codigo bibl.:ByPC
Recepcién: 03-01-2023
Aceptacién: 16-05-2023

Introduction: The carriage of carbapenemase-producing bacilli (CPB] in hospitalized patients implies
active surveillance to contain their spread, given the few therapeutic options for infections caused by
these microorganisms. Objective: To determine the carriage of CPBs in patients hospitalized in the Adult
Intensive Care Unit (ICU) of the Hospital Interzonal de Agudos “Evita” in Lanus, Buenos Aires, Argentina.
Materials and Methods: A descriptive, prospective, weekly study was carried out for 4 months. Rectal
swabs were taken from the patients according to established criteria. The samples were studied by real-
time multiplex PCR (BD MaxTM System, Becton Dickinson, USA], with detection of the following enzymes:
KPC, NDM, VIM/IMP and OXA. The information was collected in a form, analyzed in Excel sheets, and Xizwas
used to determine the significant differences (p<0.05; Epidat 3.0 program]. Results: A total of 99 swabs
were obtained from 74 patients; 36 were positive, representing a CPB carriage of 48.6%. The percentage
distribution of the different carbapenemases was: 40.4% NDM; 30.7% OXA; 17.3% KPC; 5.8% MIV; 5.8% VIM/
IMP. In 38.9% of carriers, colonization by more than one type of carbapenemase was demonstrated. The
subsequent appearance of a focus of infection by a CPB was higher in colonized patients (p<0.05). Con-
clusions: These data result from the first active surveillance study of patients colonized by CPBs, using
real-time PCR. Carrying was 48.6% and constitutes a baseline to monitor the control actions implemented.
Keywords: carriage, carbapenemase, active surveillance, PCR.
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Introduccién

Desde la aparicion de las primeras enzimas que hidro-
lizan a las cefalosporinas de amplio espectro, conocidas
como betalactamasas de espectro extendido (BLEE], el
aumento de las resistencias en las enterobacterias se ha
incrementado hecho que implicéd un aumento del consumo
de carbapenemes. Con la aparicién de nuevas enzimas de-
nominadas carbapenemasas por su capacidad de romper la
molécula de los carbapenemes, este grupo de antibidticos
ha perdido su eficacia para el tratamiento de las infecciones
severas por bacilos gram negativos (BGN].!

Entre los enterobacterales, las carbapenemasas repre-
sentan el mecanismo de resistencia mas importante, ya que
estas enzimas se encuentran codificadas en elementos ge-
néticos méviles como plasmidos o transposones, en general
asociados con otros genes de resistencia, y dan como resul-
tado la aparicién de aislados multirresistentes o panresisten-
tes, con la capacidad de diseminarse intra e interespecie, ala
vez que facilitan la transmisién a modo de brote.

Hay diferentes clases de carbapenemasas definidas segin
su estructura molecular y su actividad hidrolitica; las de mayor
prevalencia en clinica humana se agrupan en tres clases?:

e clase A o serino enzimas: principalmente enzimas del
tipo KPC;

e clase B, 0 metalo-beta-lactamasas (MBL): principalmente
enzimas del tipo VIM, IMP y NDM;

e clase D, oxacilinasas, principalmente 0XA-48 y derivadas.

Sibien su presencia confiere un perfil de multirresistencia
en los aislados que las portan, la diferenciacion del tipo de
enzima involucrada permite elegir una estrategia diferente
frente al disefio del esquema terapéutico.

Varias publicaciones evidencian el aumento de la coloniza-
cidn por microorganismos productores de carbapenemasas
en pacientes hospitalizados, principalmente en unidades de
cuidado intensivos (UCI). Sumado esto al potencial riesgo
parasudiseminacién y posterior desarrollo de brotes, se hace
necesario implementar estrategias de vigilancia activa como
la tamizacion rectal para la deteccidn oportuna y precoz de
pacientes colonizados, y contener su diseminacién, conside-
rando lasimportantes implicancias clinicas, epidemiolégicas,
y las escasas opciones terapéuticas para la infeccién por es-
tos microorganismos.>*

Los factores de riesgo asociados a la adquisicién de ente-
robacterales productores de carbapenemasas (EPC) son la
hospitalizacién prolongada, la estadia en la UCI, los procedi-
mientos invasivos, la inmunosupresién y la terapia antibi6ti-
ca previa. A su vez, un paciente colonizado con una EPC est3
enriesgo de padecer unainfeccién por EPC, y se ha demostra-
do que esta bacteriemia tiene una mortalidad un 10 % mayor
respecto de una bacteriemia causada por una enterobacteria
sin este mecanismo de resistencia. En este sentido,en 2014,
Gianella y col. disefiaron un score, Gianella Risk Score, para
determinar la probabilidad de predecir la aparicién de bacte-
riemia en pacientes con colonizacion rectal previa.>®

Dada la importancia de la deteccién precoz de pacientes

colonizados con bacilos negativos productores de carbape-
nemasas, el objetivo de este estudio es detectar la presen-
cia de bacilos gram negativos productores de carbapene-
masas (BPC) mediante hisopados rectales de los pacientes
asistidos en la Unidad de Cuidados Intensivos de Adultos
(UCIA) del Hospital Interzonal de Agudos [HIGA] “Evita” de
Lanus.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo, prospectivo, de corte
transversal, con frecuencia semanal, para detectar la por-
tacién de BPC en los pacientes asistidos en la UCIA del HIGA
“Evita” de Lanus. Se tomaron muestras mediante hisopa-
dos rectales, sin materia fecal visible, de los pacientes, de
acuerdo con los siguientes criterios de inclusion:

1) Pacientes internados en UCIA coninternacién >a 7 dias, pro-

cedentes de la comunidad y sin antecedentes de internacion.

2]Pacientes con < de 7 dias de internacion, que hubieran
sido derivados de otras instituciones y que presentaran
alguna de las siguientes caracteristicas:

2.a) 248 h de internacion, en cualquier sector;

2.b) que provinieran de centros de cuidados de adultos

mayores;

2.c) que hubieran recibido tratamiento antibidtico en los
6 meses previos a la internacién;

2.d) queingresasen y presentasen antecedentes de in-
ternacién previa en la UCIA del HIGA “Evita” en los ulti-
mos 6 meses.

Criterio de exclusién: cualquier paciente que no cumplie-
ra alguno de los criterios establecidos o con hisopado posi-
tivo en el corte semanal previo.

Para la investigacidn de la portacién de BPC, se usé la me-
todologia PCR muiltiple en tiempo real empleando el equipo
automatizado BD Max™ System (Becton Dickinson, USA, re-
gistro en ANMAT PM 634-526), respetando las indicaciones del
fabricante. El sistema permite detectar la produccién de carba-
penemasas y, simultaneamente, discrimina el tipo de enzima
presente dentro de las mas frecuentes descritas en clinica:
KPC (Klebsiella pnemoniae carbapenemase), NDM (New Delhi
metallo-f3-lactamase), VIM (Verona integron-encoded metallo-
P-lactamase) / IMP (imipenemase) y 0XA-48like (oxacillina-
se-48 like variants), sin llegar a la identificacion bacteriana.

Se construyé una ficha para la recoleccién de datos clini-
cos y epidemiolégicos. Se registraron los datos demograficos,
el motivo de ingreso, las enfermedades de base/comorbilida-
des de los pacientes incluidos y el tiempo de internacién has-
ta el Ultimo hisopado. Se registrd la aparicién de un foco de
infeccién por BPC posterior a la deteccién de la colonizacién,
de acuerdo con los resultados de los estudios micobiolégicos
realizados en los pacientes con signos clinicos de infeccién.

Lainformacidn recopilada se analizé mediante el uso de ho-
jas de célculo Excel; se aplicé el estadistico X;? para analizar las
diferencias significativas (p< 0,05] con el programa Epidat 3.0.

El periodo de estudio comprendié desde el 9/9/2021 al
5/1/2022.

ByPC may-ago 2024; 88(2):15-19 // ISSN-e 2684-0359



Togneriy col. Vigilancia activa de la portacion de bacilos productores de carbapenemasas por PCR mdiltiple en tiempo real. Experiencia a cuatro meses de suimplementacicn.

Consideraciones éticas

El estudio fue sometido a evaluacién y aprobado por el
Comité Cientifico y el Comité de Etica en Investigacién del
hospital. Este proyecto se enmarca como practica epide-
mioldgica obligatoria en establecimientos de salud, en el
contexto de vigilancia de brotes epidémicos o de infeccio-
nes intrahospitalarias, por lo que no se requiere de consen-
timiento informado. No se realiz6 ningln procedimiento que
no estuviese dentro de los estandares de atencidn. Al ana-
lizar los datos recopilados, se respet6 la confidencialidad
de la identidad del paciente, a partir de la codificacién alfa-
numérica de la misma.

Resultados

En los cuatro primeros meses del inicio de la vigilancia,
se realizaron 99 hisopados rectales en 74 pacientes; 36 re-
sultaron positivos, lo que representd una tasa de portacién
de BPC del 48,6 % (36/74).

La distribucién porcentual de las distintas carbapene-
masas detectadas (n=52) resulté: 40,4 % NDM (21]); 30,7
%0XA (16); 17,3 % KPC (9);5,8%VIM (3); 5,8 % IMP/VIM (3],
lo que implica que en el 52 % de los casos la carbapenema-
sa involucrada fue una metalo-carbapenemasa (MBL). La
frecuencia de aparicién durante la vigilancia se muestra en
la Figura 1.

En 14 de 36 pacientes con hisopado positivo (38,9 %),
se demostré que la colonizacidn era causada por mas de un
tipo de enzima, con la siguiente distribucion (n): NDM-0XA
(10), KPC-NDM-VIM/IMP (1], NDM-0XA-KPC (1], KPC-VIM (1]
y NDM-VIM/IMP (1]. (Figura 2).

El tiempo hasta el resultado, desde la recepcién de la
muestra, promedid las 3 h, por lo que se pudo tener el dato
el mismo dia del hisopado.

La vigilancia activa incluyé a 74 pacientes internados en

Figura 1. Distribucion porcentual de las 52 carbapene-
masas de acuerdo con el tipo de enzima durante los me-
ses de la vigilancia.

IMPAIM
6%

OXA
3%

» KPC, Klebsiella pnemoniae carbapenemase; VIM, Verona integron-enco-
ded metallo-f-lactamase, NDM, New Delhi metallo-f3-lactamase, 0XA-48
like, oxacillinase-48 like variants; IMP,imipenemase.

UCIA, con una edad media (rango) de 60 afos (23-93), de
los cuales el 69,3% (52] eran varones.

El motivo de ingreso a la UCIA fue (n=74): cardiopatia /
infarto agudo (24]); neumonia (12); sepsis (11]; insuficien-
cia renal crénica en hemodialisis (7]; pos-quirdrgico (7],
politrauma (7), accidente cerebrovascular (3), peritonitis
terciaria (2], absceso de 6rgano profundo (1); edema agu-
do de pulman (1]); sin datos (2]. En 26 pacientes (26/74],
lo que equivale al 35 %, el motivo de internacién se asocid a
un proceso infeccioso.

EI 89,2 % de los pacientes (n=66) presentd al menos una
comorbilidad/enfermedad de base. La frecuencia de apa-
ricién fue: hipertension arterial [HTA] (13); diabetes [DIA]
mas HTA (9]); tumor sélido/enfermedad oncohematoldgica
[TS-EOH] (8); enfermedad pulmonar obstructiva crénica
[EPOC] (8]); insuficiencia renal [IR] mas HTA (6]; insuficien-
cia renal crénica [IRC] (4); DIA (4); cardiopatia (3]; EPOC
mds HTA (2); EPOC mas DIA (2). IRmas DIA (1]; infeccion por
virus VIH mas DIAy lupus (1), HIV (1); accidente cerebrovas-
cular (1) y otros (3).

El tiempo promedio de internacién desde el ingreso al
hospital hasta el GItimo hisopado realizado (rango] en la po-
blacién negativa resulté de 12,64 (3-32) dias; para el grupo
de pacientes colonizados, el promedio de dias de interna-
cién (rango) fue de 17,4 dias (1-53).

Se investigé la aparicién de un foco de infeccidn por un
BPC, con confirmacién bacterioldgica, con posterioridad a la
vigilancia intensificada de portadores de BPC. La misma se
documenté en 9 de los 36 pacientes colonizados (33,3 %)
y en 3 de los 38 pacientes no colonizados (7,9 %), dato que
resultd significativo (p<0,05). La infeccidn ocurrié entre los
4y 22 dias posteriores al hisopado de vigilancia intensifica-
da en los pacientes colonizados, y entre 2 a 27 dias en los
no portadores.

I ——
Figura 2. Distribucién de la combinacién de carbapene-
masas en los 14 pacientes colonizados con mas de un
tipo de enzima durante los meses de la vigilancia.
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Combinacién de carbapenemasas

» La barra indica el nimero de pacientes colonizados por la misma com-
binacién de carbapenemasas; KPC, Klebsiella pnemoniae carbapene-
mase; VIM, Verona integron-encoded metallo-f3-lactamase; NDM, New
Delhi metallo-f3-lactamase; 0XA-48 like, oxacillinase-48 like variants;
IMP, imipenemase.
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Las acciones generadas a partir de la deteccidn del pa-
ciente colonizado_incluyeron: maximizar la aplicacién de los
criterios de aislamiento de contacto; intensificar la higiene
de manos y la hospitalaria; adecuar el tratamiento empirico
inicial (TEI) en forma individual ante la aparicién de un foco
de infeccién; hacer seguimiento de facilidades compartidas
al egreso de la UCIA; coordinar con el drea de admisién del
hospital a efectos de optimizar el uso de las camas disponi-
bles en las salas de internacidn al egreso del paciente.

Discusién

Las EPC han tomado gran importancia mundialmente
debido al aumento en las tasas de morbimortalidad y en los
costos hospitalarios. El tracto gastrointestinal es el princi-
pal reservorio de este tipo de microorganismos multirresis-
tentes. Tanto en pacientes adultos como en neonatos, se ha
evidenciado que la exposicién prolongada a antibidticos de
amplio espectro como cefalosporinas o carbapenémicos y
la estadia prolongada en UCI de adultos o neonatal, incre-
mentan el riesgo de colonizacién por EPC. Una de las estra-
tegias primordiales de la vigilancia epidemiolégica activa es
la busqueda de pacientes colonizados con BPC, a través de
la realizacién de hisopado rectal. Una vez detectado el pa-
ciente portador, se deben instaurar medidas de aislamiento
apropiadas y procedimientos que conduzcan a evitar su di-
seminacién y causar brotes.”10

Para la deteccién de BPC con hisopados rectales, se han
desarrollado diferentes métodos fenotipicos, pruebas mo-
leculares y técnicas como la nefelometria laser. Adicional-
mente, las pruebas basadas en inmunocromatografia per-
miten diferenciar el tipo de carbapenemasa presente, con
una sensibilidad y especificidad del 100 %, comparadas con
técnicas de biologia molecular.19-12

Los métodos de deteccién fenotipicos se basan en el em-
pleo de medios de cultivo selectivos que permitan recuperar
bacilos resistentes y evitar el crecimiento de la microbiota
sensible. En los ultimos afos, se han desarrollado medios
cromogénicos. La especificidad no siempre es tan alta, por
lo que cualquier crecimiento debe ser confirmado. Esta
aproximacion genera aumento de la carga de trabajo que
supone la confirmacién de estos aislamientos e incrementa
el tiempo hasta la obtencion el resultado.?

Dentro de los métodos confirmatorios, existen diferentes
pruebas fenotipicas (test de Hodge modificado, medicion de
la hidrélisis de los carbapenemes por espectrofotometria,
métodos basados en la inhibicién especifica de las diferentes
clases de carbapenemasas, métodos colorimétricos basados
en el cambio de pH y método de inactivacién de carbapené-
micos). Estos varfan en su sensibilidad y especificidad, en su
capacidad de discriminar la clase de enzima involucrada, y la
mayoria adiciona un dia mas de trabajo hasta obtener el re-
sultado a las 24 h necesarias para el crecimiento bacteriano
a partir del hisopado rectal.

Por lo expuesto, se plantean escenarios donde se requiere
la implementacidn de técnicas moleculares, mas adn ante la

reciente emergencia de mecanismos mixtos de resistencia
que involucran en forma simultanea mas de un tipo de car-
bapenemasa en la misma bacteria 0 en la misma muestra.**

Los métodos moleculares, en sus distintos formatos,
permiten la identificacidon rapida del microorganismo re-
sistente a través de la deteccidn de genes de resistencia al
antibidtico implicado. Esto tiene una importancia crucial en
algunas situaciones de control epidemiolégico de la infec-
cién, especialmente en el caso de brotes nosocomiales. Su
principal ventaja es la posibilidad de dar un resultado entre
2-3 horas tras latoma de la muestra, pues detecta los genes
de resistencia desde la muestra primaria sin necesidad de
esperar el crecimiento del cultivo. Es importante resaltar su
mayor sensibilidad y enfatizar la posibilidad de aplicacién
directa sobre la muestra clinica, lo cual es fundamental para
tomar decisiones de control de infecciones. Como inconve-
nientes, podemos mencionar que solo identifica aquellos
genes de resistencia disefiados en el ensayo y que pueden
requerir de un cultivo posterior para la realizacién de estu-
dios de sensibilidad antibiética o de tipificacién molecular.
El mayor costo econdmico de las pruebas moleculares, res-
pecto de los métodos basados en el cultivo, que implica una
inversion para que el laboratorio disponga de esta metodo-
logia, debe ser analizado en un contexto global, dado que
permite un mejor cuidado de los pacientes. Esto se traduce
en una disminucién de la transmision de BPC, del nimero
deinfecciones por bacterias multirresistentes, del consumo
de antibiéticos, de la estadia hospitalaria y, consecuente-
mente, en una reduccién en la morbimortalidad y en el costo
de los cuidados sanitarios.”

Através de este estudio, se pudo determinar y conside-
rar como datos relevantes que: a) en los pacientes coloni-
zados, el porcentaje de infeccién por BPC fue significativa-
mente mayor respecto de los no colonizados; b] el tiempo
promedio de internacién fue mayor por cinco dias; c)enel
38,9 % de los casos, la colonizacién se debié a més de un
tipo de carbapenemasa; d] se detectd un incremento de la
cantidad de enzimas involucradas al final del periodo de vi-
gilancia; e) las metalocarbapenemasas fueron las enzimas
predominantes, dato que complejiza la instauracién del tra-
tamiento en relacién con los recursos disponibles.

Si bien en este estudio se puso mayor énfasis en las
instancias de incorporar la técnica de PCR-RT por el siste-
ma BD-Max™y en las estrategias para consolidar un equipo
de trabajo, y no, en un andlisis de costos, nuestros datos
demostraron que los pacientes colonizados tuvieron una
internacién cinco dias mayor; si multiplicamos el costo de
cada dia de internacién en la UCIA por el nimero de pacien-
tes BPC-positivos, se obtiene una estimacién aproximada
del potencial ahorro que implica disponer de una metodolo-
gia que detecte al paciente colonizado en tiempo real, pues
el resultado esta disponible en 2-3 h y permite implementar
acciones de contencién, como las aqui mencionadas. Por
este motivo, no debe ser valorada como un gasto generado
por el laboratorio.

ByPC may-ago 2024; 88(2):15-19 // ISSN-e 2684-0359



Togneriy col. Vigilancia activa de la portacion de bacilos productores de carbapenemasas por PCR mdiltiple en tiempo real. Experiencia a cuatro meses de su implementacidn. m

La existencia de pacientes colonizados con BPC es una
de las principales vias de propagacién de las bacterias mul-
tirresistentes, por eso su contencién es una prioridad asis-
tencial y de salud publica. Consideramos que los estudios
de vigilancia activa en forma permanente son imprescindi-
bles para una deteccién precoz de la colonizacion por estas
bacterias, principalmente en los centros hospitalarios de
mayor complejidad.

Los datos aqui presentados son el resultado del primer
estudio prospectivo de vigilancia activa de pacientes colo-
nizados por BPC durante 4 meses mediante PCR multiple en
tiempo real. Los resultados obtenidos en horas posteriores
a la toma de la muestra permitieron implementar acciones
de contencién inmediatas. La tasa de colonizacién fue del
48,6%, hecho que, si bien supera lo publicado por otros auto-
res, constituye una linea de base para monitorear las accio-
nes de control implementadas.
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Resumen

La colestasis intrahepética gestacional (CIG) es una enfermedad hepética que se caracteriza por una
conjuncioén clinica y bioquimica; se traduce en un incremento de los &cidos biliares de leve a moderada
severidad, acompafiado de prurito, generalmente, de inicio palmoplantar y predominio nocturno. La CIG
aparece en el tercer trimestre del embarazo y desaparece luego del parto, mientras que suincidencia va-
ria en diferentes areas geogréaficas. Esta patologia se asocia con riesgo elevado de morbimortalidad fetal.
Objetivo: Determinar la prevalencia de CIG con diagnéstico clinico y bioquimico en embarazadas asistidas
en el Hospital de la Madre y el Nifio de la ciudad de La Rioja en el periodo 2015 - 2019 describiendo a las
embarazadas con CIG seguin edad, localizacién geografica, edad gestacional y tipo de parto. Asimismo,
determinar los valores de referencia de 4cidos biliares en embarazadas sanas en dicho nosocomio. Mate-
riales y métodos: Se llevd a cabo un estudio con enfoque cuantitativo, descriptivo, observacional, retros-
pectivo, de corte transversal (2015-2019], proveniente de historias clinicas del Servicio de Obstetricia.
El disefio se realizé teniendo en cuenta los casos de embarazadas con CIG y los controles que se esta-
blecieron: embarazadas sin CIG. Ademas, se utilizaron técnicas de estadistica descriptiva. Resultados:
La CIG tiene una prevalencia de 1,3 %, y la capital es la zona de mayor incidencia. Se presenta en el tercer
trimestre de gestacién y en mayores de 27 afios con predominio de cesarea. Los acidos biliares tienen
un VR: 1,0-8,3 pmol/I. Conclusién: El laboratorio tiene un rol fundamental para el diagnéstico, el manejo
adecuado y la prevencién de complicaciones fetales.

Palabras clave: colestasis intrahepatica gestacional, embarazadas, acidos biliares, prurito.
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Intrahepatic cholestasis of pregnancy (ICP) is a liver disease characterized by a clinical and biochemi-
cal conjunction, in which there is an increase in bile acids of mild to moderate severity, accompanied by
pruritus, generally with palmoplantar onset and predominantly at night. ICP appears in the third trimes-
ter of pregnancy and disappears after delivery, and its incidence varies in different geographical areas.
This pathology is associated with a high risk of fetal morbidity and mortality. Objective: To determine the
prevalence of ICP with a clinical and biochemical diagnosis in pregnant women assisted at the Hospital
de la Madre y El Nifio of the City of La Rioja, Argentina, in the period 2015-2019, by describing pregnant
women with ICP according to age, geographic provenance, gestational age and type of delivery and by de-
termining the reference values of bile acids in healthy pregnant women in the above-mentioned hospital.
Materials and methods: Quantitative, descriptive, observational, retrospective cross-sectional approach
(2015-2019) from medical records of the obstetrics service. The design was of cases (pregnant women
with ICP) and controls [pregnant women without ICP]. In addition, descriptive statistical techniques were
used. Results: ICP showed a prevalence of 1.3 %, with La Rioja city being the area with the highest inci-
dence. ICP occurred in the third trimester of pregnancy and in women over 27 years of age with a pre-
dominance of cesarean section. Bile acids had a RV: 1- 8.3 pmol/I. Conclusion: The laboratory has a funda-
mental role for the diagnosis, proper management and prevention of fetal complications caused by ICP.
Key words: Intrahepatic cholestasis of pregnancy, pregnant, bile acids, pruritus.
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Introduccién

En 2012, la Sociedad Espafola de Ginecologia y Obste-
tricia (SEGO), en su actualizacién del protocolo de coles-
tasis intrahepatica gestacional (CIG), menciona que esta
enfermedad es la hepatopatia mas frecuente relacionada
con la gestacién y la 22 causa de ictericia en el embarazo.
Tiene una prevalencia de 0,7 % en los embarazos e incluye
una variacién geografica amplia: se da en 1/300 a 1/2000
embarazos; en EEUU se observa en el 0,01 % a 0,02 % de
embarazadas; en Chile,en 5 a 10 % de las gestantes (sein-
crementa en 20 % en partos gemelares).! También se con-
cluye que laenfermedad es mas frecuente en pacientes con
antecedentes de CIG, asi como con ingesta de anticoncepti-
vos hormonales.!

En 2016, en el Consenso de la Federacion Argentina de
Sociedades de Ginecologia y Obstetricia (FASGO) de CIG, se
asevera que este trastorno hepatico, que es mas frecuente
en la gestacion, se genera por una alteracién homeostatica
de los 4cidos biliares, de manera tal que se traduce en un in-
cremento de los mismos y presenta un cuadro clinico que se
manifiesta por prurito, generalmente de inicio palmoplantar
con predominio nocturno. Ademas, se hace hincapié en que
los marcadores bioquimicos mas precoces y sensibles son
los &cidos biliares por lo que recomiendan un ayuno de 8 ho-
ras por lo menos para la toma de muestras de laboratorio.
También se asevera que la aparicién se da en el segundo
trimestre tardio o tercer trimestre, y que se revierte el cua-
dro entre dos y ocho semanas después de culminar el em-
barazo. Asimismo, se menciona que la recurrencia es alta
en los siguientes embarazos, con elevada morbimortalidad
perinatal por las complicaciones del parto pretérmino y su-
frimiento fetal 247

En cuanto a su etiologia, es multifactorial y esta influen-
ciada por una combinacién de factores genéticos, enddcri-
nos y ambientales.>* Como criterios de diagnéstico se esta-
blecen los sindromes clinico y bioquimico:

- Sindrome clinico: el sintoma principal es el prurito pal-
moplantar y/o prurito general. Generalmente, se presenta
durante el Gltimo trimestre de gestacidén, en un 80 %, mien-
tras que en el 1°y 2° trimestre se presentaenun 10 %y 25
%, respectivamente. Comienza generalmente en la regidn
palmoplantar, con progresién central, generalizandose al
resto del cuerpo; es de predominio nocturno, y puede pro-
vocar en la paciente excoriaciones que lleven a insomnio
e irritabilidad. La ictericia se puede presentar en un 25 %,
generalmente en la segunda semana posterior al cuadro
pruriginoso; también pueden aparecer nauseas, vémitos,
coluria, hipocolia y dolor en hipocondrio derecho.! Culmina-
da la gestacidn, el cuadro clinico se revierte de manera es-
pontanea en untiempo maximo de cuatro semanas.

- Sindrome bioquimico: se produce una elevacién de los
acidos biliares con o sin aumento de las enzimas hepati-
cas: glutamico oxalacetico transaminasa (GOT), piruvato
glutamato transaminasa (GPT), fosfatasa alcalina (FAL),
gamma-glutamiltransferasa (GGT) y bilirrubina. La activi-

dad de protrombina, <70 % por malabsorcién de vitamina K,

es poco frecuente.

Los acidos biliares en suero son el marcador mas sensi-
ble y precoz para el diagndstico de colestasis intrahepatica
de la gestacién.>* El rango de referencia depende de la téc-
nica utilizada para analizarlos. La mayoria de los estudios
utiliza un limite superior normal de 10 pmol/L para un anali-
sis enzimatico de acidos biliares séricos totales.

Los niveles de transaminasa pueden estar elevados 2 a
10 veces sobre el valor normal, a menudo antes de la ele-
vacion de 4cidos biliares. La GPT es mas sensible que la GOT
en el diagnéstico de la colestasis intrahepatica del embara-
z0.% Debido a que la placenta produce grandes cantidades
de FAL durante el embarazo, generalmente, no es Gtil en
el diagnéstico de colestasis intrahepéatica de la gestacion.
La gamma glutamiltransferasa (GGT) puede estar elevada,
pero, cominmente, es normal. Las enzimas hepaticas en el
diagndstico de colestasis intrahepatica de la gestacién se
normalizan 2 a 8 semanas después del parto. La mayoria
de las complicaciones ocurren cuando los niveles de acido
biliar exceden 40 pmol/L.4882

Si la medicién de acidos biliares séricos no esta dispo-
nible, el Real Colegio de Obstetras y Ginecélogos del Reino
Unido recomienda que se diagnostiquen como colestasis
intrahepatica de la gestacién los casos de mujeres con pru-
rito tipico y pruebas de funcién hepatica anormales, ya ha-
biéndose descartado otros diagndsticos diferenciales como
diagnostico probable de CIG [PCIG). Hasta tanto se realice la
determinacién de AB sérico, la paciente sera guiada y trata-
da como CIG.3 En general, la mayoria de las pruebas hepéti-
cas permanecen en el rango normal durante el embarazo,
excepto las producidas por la placenta (fosfatasa alcalina,
alfafetoproteina).

Se ha establecido una clasificacién segln niveles de riesgo
para CIG, para un mejor manejo y tratamiento de esta patologfa,
teniendo en cuenta: niveles bioquimicos (perfil hepatico junto
con ABJ, criterios clinicos, antecedentes relevantes como CIG
en embarazos previos, antecedentes familiares de CIG, fetos
muertos con o sin diagndstico preciso de CIG.

Segun los valores de AB, puede utilizarse la siguiente cla-
sificacién:

* Leve: los acidos biliares de 10,0 a 19,9 pmol/L y el perfil
hepatico se encuentran dentro de parametros norma-
les.t

* Moderado: los acidos biliares se encuentran entre 20,0 y
39,9 umol/L, y/o el perfil hepatico se halla incrementado,
pero no més del doble.!

¢ Alto: los acidos biliares estan por encima de 40 pmol/L
y/o el perfil hepatico es mas del doble y/o no hay res-
puesta al tratamiento médico.!

El propésito final de esta investigacién es aportar informa-
cién para mejorar la atencién sanitaria que reciben las pacien-
tes embarazadas con CIG que asisten al HMyN, por lo que se
hace necesario determinar la prevalencia de casos segun los
valores de referencia de los 4cidos biliares séricos como tam-
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Tablal. Valores de referencia para los diferentes analitos.

Analitos Intervalos de referencia
Acido biliar Menor de 10 pmol/L*
GGT 7-32*

GOT 10 -32*

GPT 10-31*

FAL 64-300*

Bilirrubina total Menor de 1,0*

TP 70%a 100 %

» *seglin valores de referencia referidos por el proveedor, a 37°C. GGT,
gamma glutamil transpeptidasa; GOT, glutamico oxalaceticotransami-
nasa: GPT: gammaglutamiltransferasa FAL, fostasa alcalina; TP, tiempo
de protrombina.

bién, describir otras caracteristicas de las pacientes, motivo
por el cual se establecieron los siguientes objetivos:determinar
la prevalencia de CIG con diagnéstico clinico y bioquimico en
embarazadas asistidas en el Hospital de la Madre y el Nifio de
la ciudad de La Rioja en el periodo 2015-2019 describiendo a
las embarazadas con CIG segln edad, localizacién geogréfica,
edad gestacional y tipo de parto. Asimismo, determinar los va-
lores de referencia de los acidos biliares en embarazadas sa-
nas en dicho nosocomio. La importancia del diagnéstico radica
en prevenir las complicaciones de la madre y del feto de forma
precoz y evitar efectos perjudiciales para ellos. 1013

Materiales y métodos

Se realizé un estudio cuantitativo, descriptivo, de tipo ob-
servacional, con informacién retrospectiva, proveniente de
historias clinicas del Servicio de Obstetricia e informacién
del laboratorio bioquimico central del Hospital de la Madre
y el Nifio [HMgN], El estudio, de corte transversal, abarcé el
periodode 2015a2019. Se hizo un disefo retrospectivo de
casos de embarazadas con CIG y controles sin CIG. .

El recorte que se realiza en la poblacién de estudio co-
rresponde al conjunto de todas las mujeres embarazadas
asistidas por primera vez en el Servicio de Obstetricia del

HMyN de la ciudad de La Rioja en el periodo antes mencio-
nado e incluye muestras de pacientes embarazadas con
diagnostico CIG segun sindromes clinicos y bioquimicos.

Criterios de inclusién: pacientes registradas en el Hospi-
tal de la Madre y el Nifio que contaran con historia clinica en
el periodo 2015-2019; mujeres embarazadas cuyos partos
fueron atendidos en el HMyN durante el periodo 2015-2019;
pacientes que tuvieran resultados de perfil hepatico, tiem-
po de protrombina y/o 4cidos biliares como parte de los exa-
menes de laboratorio; pacientes que presentaran prurito de
inicio palmoplantar con predominio nocturno y /o general;
gestantes y recién nacidos cuyas historias clinicas conta-
ran con los datos del estudio.

La base de datos se construy6 con la recoleccién de in-
formacién obtenida por las historias clinicas de las pacien-
tes a partir de los objetivos de estudio. Para ello, se solicité
al director del Hospital, como asitambién al drea correspon-
diente, su autorizacién para el acceso a las historias clinicas
de las pacientes que ingresaron a dicho nosocomio durante
el periodo del estudio.

La recopilacién de datos se llevé a cabo mediante la revi-
sién de historias clinicas de pacientes que cumplian con los
criterios de inclusidn, transcribiendo los datos de estudio a
una base de datos elaborada en Excel: “Registro de datos”.

Mediante el registro disponible de las historias clinicas
de las pacientes con CIG y los registros de laboratorio, se
establecieron las siguientes variables.

e Edad (en afios cumplidos): 14-19, 20-24, 25-29, 30-34,
35-40,41-45

* Localidad: de residencia del paciente [capital - interior)

¢ Prurito generalizado: si/no

* Prurito palmoplantar: si/no

e Edad gestacional: seguin los siguientes grupos: 20-25 /

26-30/31-35/mas de 35
* Tipo de parto (posterior al diagnéstico de CIG): normal o

cesarea
¢ Nacido vivo: si/no
¢ CIG (segun diagndstico, que se realiza por la informacion

de la historia clinica, que incluye sindromes clinicos, prurito

palmoplantar de predominio nocturno, con la progresién de

la enfermedad y la ausencia de tratamiento): si/no
 Acido biliar: valor cuantitativo

Tabla Il. Resultados de laboratorio de pacientes con colestasis intrahepatica gestacional.

Resultado FAL GPT GOT GGT Bilirrubina TP
total

Normales 8,7 % 29,8% 453% 31,0% 56,5% 96,9%

Patol6gicos 79,8% 64,6 % 49,7 % 44,7°% 16,8% 0%

S/D 12,4% 5,6 % 5,0% 24,3% 26,7 % 3,1%

Total con CIG (n=161) 100% 100% 100% 100% 100% 100%

» FAL, fosfatasa Alcalina; GPT, piruvato glutamato transaminasa; GOT, glutamico oxalaceticotransaminasa; GGT, gamma glutamiltransferasa; TP, tiempo

de protrombina; CIG, colestasis intrahepatica gestacional.
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¢ CIG segun proveedor: presencia de CIG: si/no

* Niveles de riesgo de CIG: alto, moderado y leve

e Hepatograma (bilirrubina, FAL, GGT, GOT, GPT): valor
cuantitativo

* CIG (segun el valor de referencia calculado por HMyN]: si/no

 Coagulacidn (TP, KPPT]: valor cuantitativo

Medicién de variables

Los criterios diagndstico considerados fueron: criterios cli-
nicos con la aparicién de prurito palmoplantar de predominio
nocturno, sin lesiones y prurito generalizado; criterio de nor-
malidad bioquimica, que se estableci6 por medio de las deter-
minaciones de los siguientes metabolitos teniendo en cuenta
sus valores de referencias (Tabla 1): GOT, GPT, GGT, FAL, bilirru-
bina, TP y 4cidos biliares, que fueron evaluados en muestras
de sangre obtenidas de todas las pacientes por punciones ve-
nosas teniendo en cuenta su parte preanalitica y, luego, ana-
lizadas con sus respectivos métodos usando equipamiento y
reactivos Wiener: Cm 250 Wiener y Col 4 Wiener.

Tanto la enzima GOT como la GPT fueron determinadas a
37°C mediante el método UV optimizado (IFCC, International
of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine] a 340 nm,
mientras que, en la determinacién de la fosfatasa alcalina
(FAL], se utiliz6 el método cinético optimizado (DGKC y SSCC)
a405nm, yelmétodo (Szasz modificado), para la determina-
cién de gamma glutamil transpeptidasa (GGT. La bilirrubina
(total y directa] reacciona especificamente con el &cido sul-
fanilico diazotado produciendo un pigmento color rojo - viola-
ceo (azobilirrubina), que se mide fotocolorimétricamente a
530 nm. Si bien la bilirrubina conjugada (directa) reacciona
directamente con el diazorreactivo, la bilirrubina no conjuga-
da (indirecta) requiere la presencia de un desarrollador acuo-
so (Reactivo A) que posibilite su reaccién. De tal forma, para
que reaccione la bilirrubina total (conjugada y no conjugada)
presente en la muestra, debe agregarse benzoato de cafeina
al medio de reaccién. Para el estudio del tiempo de protrom-
bina, que analiza la via extrinseca de la coagulacion, deter-
minacion y/o deficiencia de factores y vitamina k, se utilizé
tromboplastina calcica en una etapa.

Todas las técnicas usadas fueron evaluadas con precision
y exactitud por sus respectivos calibradores y controles de
calidad Standatrol SE, como asitambién, por su control exter-
no ProgBA. Para los analitos, se tuvieron en cuenta los valores
de referencia que se presentanenlaTablal.

Los acidos biliares, que constituyen el marcador mas sen-
sible y precoz, se determinaron por método enzimatico colo-
rimétrico a 540 nm mediante la reaccién del azul de tetrazo-
lio marca Randox, UK, con coeficiente de variacion 1,2 %. La
performance analitica fue evaluada segun control de calidad
interno, calibradores comerciales Randox. Luego, para los pa-
cientes con CIG, se categorizaron los niveles de riesgo:

e Alto =40 umol/L
e Moderado: 21 hasta 39,9 ymol/L
e Bajo: 10 umol/L hasta 20,9 (8,10].

Figura 1. Edad de las embarazadas en la muestra general.
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Andlisis de datos

Se utilizaron técnicas de estadistica descriptiva: tablas
de frecuencias, contingencia, calculo de indicadores des-
criptivos y elaboracién de graficos. El diagnéstico habitual
de CIG, en el HMyN, se realiza mediante manifestaciones
clinicas y de laboratorio por lo cual los positivos fueron con-
siderados verdaderos positivos (VP] y, en el caso contrario,
verdaderos negativos (VN].

Luego, el andlisis con las manifestaciones clinicas de
prurito palmoplantar y generalizado se realizé mediante el
calculo de la sensibilidad y la especificidad.

La sensibilidad es la capacidad del factor de diagnosticar
los positivos y la especificidad es la capacidad de diagnos-
ticar los negativos:

Ve

Sensibilidad = —— (a)
VB+FN

Sensibilidad = ——— (a)
VB+FN

. VN
Especificidad = ——
VN+FP

(b)
(b)

El célculo de sensibilidad y especificidad se realiza para
dos factores clinicos, el prurito palmoplantar y generalizado
y para el factor de referencia del HMyN de acido biliar. Estos
indicadores permiten valorar el Unico factor utilizado para
diagnosticar CIG. Por lo tanto, valores altos de especificidad
indican una alta capacidad del factor clinico de detectar po-
sitivos. En general, estos valores se expresan en porcenta-
jes.

Para la determinacidn de valores de referencia del HMyN
de 4cido biliar en embarazadas sanas, se estudid la distribu-
cién y se eliminaron valores outliers y, dado que la distribu-
cién es asimétrica, se calcularon el Pg y el Pgs.

e VN
Especificidad = ——
VN+FP

Resultados

Se trabajé con una muestra de 266 pacientes embaraza-
das entre 15y 45 afios, con edad promedio de 27,5 afios £
6,5 afos. En la Figura 1, se observa mayor cantidad de pa-
cientes en el grupo de 20 a 30 afios, por lo tanto, las 156 (74
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Figura 2. Valores de acido biliar en embarazadas con
colestasis intrahepatica gestacional.
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+82) representan el 58,6 % de las pacientes analizadas.

EI 66,2 % [n = 176] tenia como localidad de origen o pro-
cedencia la ciudad capital, mientras que el resto, el 33,8 %,
pertenecia a zonas del interior de la provincia. El rango de
las semanas de gestacion variaba entre 18 y 41y solo un
1,9% (n=5] tuvo nacimiento con muerte fetal.

La prevalencia se calcula como el total de embarazadas
diagnosticadas positivamente con CIG, segun clinica y labo-
ratorio, dividido el total de mujeres embarazadas asistidas
por primera vez (N = 11981] en el periodo 2015 - 2019 en
el HMyN.

De la muestra de 266 pacientes, se obtuvoun n=161 po-
sitivos de CIG, por lo tanto, la prevalencia de CIG es de 1,3 %.

Las pacientes diagnosticadas con CIG positivamente (n =
161) poseen una edad que varia entre 18 y 40 afios, con un
promedio de 27,4 + 6,4 afios. El 62,1 % [n = 100) reside en
la ciudad capital de La Rioja y el restante 37,9 % (n=61], en
diversas localidades de la provincia. Estos valores son muy
cercanos a la muestra general.

Por otro lado, las semanas de gestacién varian entre 18 y
40, con un promedio de 34,9 + 3,7 semanas.

En relacion con el tipo de parto, el 79,5 % (n = 128) tuvo
nacimientos via cesdrea y el resto, parto normal. En cuanto
al 4cido biliar (n = 115), en la Figura 2, se observa una distri-
bucién asimétrica, con mayor frecuencia de valores que su-
peran los 18 pmol/L. Asimismo, se detectan valores menores
de 10 pmol/L, correspondientes a pacientes diagnosticadas
con signos clinicos. En los 161 casos (n = 46), no se realizd
el andlisis de 4cido biliar por falta de reactivo por lo cual se los
tomé como diagndstico probable de CIG (PCIG).

Por otro lado, los registros de laboratorio presentaron va-
lores anormales, principalmente en FAL, GPT, GOT, GGT y bi-
lirrubina Total. No se presentaron valores anormales en TP,
tal como se muestra en la Tabla Il. La GPT exhibe un valor
de 64,6 %, que es mas sensible que la GOT en el diagndstico
de la CIG. Si bien obtuvimos un 79,8 % de FAL, sabemos que

Figura 3. Cantidad de embarazadas sin colestasis intra-
hepatica gestacional en HMyN segun valores de &cido biliar.
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es un valor sin significancia clinica en la CIG debido a que la
placenta produce grandes cantidades de FAL durante el em-
barazoy, por eso, generalmente, no es Gtil en el diagndstico
de CIG.

En embarazadas con &cido biliar igual o superior a 10
umol/L, se calculd el nivel de riesgo y se registraron un 37,5
% de nivel leve, un 35,9 % de nivel moderado y un 26,6 % de
nivel alto.

En el diagnéstico de estas embarazadas, los signos clini-
cos ocupan un papel fundamental, ya que, de los 161 casos,
126 presentaron al menos algdn prurito (78 %).

Relacidn de CIG con prurito palmoplantar y generalizado

La relacién entre la presencia de CIG y la manifestacién
clinica de prurito palmoplantar se presenta en la Tabla Ill. En
la misma, se advierte que el 75,8 % de los positivos diagnos-
ticados con factores clinicos poseen la presencia de prurito
palmoplantar. Por lo tanto, la sensibilidad del prurito palmo-
plantar es del 75,8 % y la especificidad, del 68,2 %.

Ademas, se detect6 una relacién entre el diagndéstico de
CIG con el factor prurito palmoplantar (Chi =44,5; p<0,001).
Luego, se analizé la relacién entre la presencia de CIG y la
manifestacién clinica de prurito generalizado. Estos resul-
tados se presentan en la Tabla IV. En la misma, se advierte
que el 61,9 % de los positivos diagnosticados con factores
clinicos posee la presencia de prurito generalizado, por lo
tanto, la sensibilidad es del 61,9 %. El 63,9 % de los nega-
tivos no presenta la manifestacién de prurito generalizado,
por lo tanto, la especificidad es del 64,0 %. Luego, se detect6
una relacién entre el diagnéstico de CIG con el factor prurito
generalizado (Chi= 14,8; p<0,001).

Determinacion de valores de acidos biliares en embaraza-
das del HMyN

Del total de la muestra de 266 embarazadas se registré
elvalor de cido biliaren 217. EnlaTablaV, se presentan los
valores que describen la presencia de acido biliar: minimo y
mdximo, media, mediana y percentiles. Se incluye la medida
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Tabla IlIl. Relacién diagndstica de colestasis intrahepati-
ca gestacional con presencia de prurito palmoplantar.

Prurito palmoplantar

Tabla IV. Relacién diagndstica de colestasis intrahepati-
ca gestacional con presencia de prurito generalizado.

Diagnéstico CIG Prurito generalizado

Diagnéstico CIG . Total Total
S| NO i
60 28 88 55 31 97
No (Controles) No (Controles)
% 68,2 31,8 100,0 % 64,0 36,0 100,0
37 116 153 59 96 150
Si (Casos]) Si (Casos)
% 24,2 75,8 100,0 % 38,1 61,9 100,0
N 197 144 241 114 127 241
Total Total
% 40,2 59,8 100,0 % 473 52,7 100,0

» Nota: De las 266 pacientes, 25 no poseen datos de prurito. CIG, colesta-
sis intrahepética gestacional.

» Nota: Hay 30 pacientes sin datos de prurito; CIG, colestasis intrahepati-
ca gestacional.

de variabilidad del rango intercuartilico, sugerida para medir
la variacion en distribuciones asimétricas, a partir de la cual
se advierte que la variabilidad es mayor en el grupo de las
embarazadas con CIG.

En la poblacién de embarazadas sanas, se determinan los
valores de referencia, que surgen de los registros del HMyN.
La distribucién del cido biliar es asimétrica, segun se obser-
va en la Figura 3, por lo cual se calculé el P5 y P95 a fin de
determinar los valores de referencia para el 90 % central.

Mediante el andlisis de outliers o valores extremos de los
registros de 4cido biliar en embarazadas sanas, se calcul6 el
valor limite de 9,25 pmol/L, a partir del cual se descartan va-
lores, por lo que se censuraron 3 registros. Luego, con un n
=99 de casos, se calcularon valores de referencia P y Pgs
para el 90 % central de las embarazadas sanas. Los valores
de referencia para embarazadas sanas del HMyN son los que
se presentan en la Tabla VI. Para el percentil del 90 % central
de embarazadas, los valores son de 1 - 8,3 umol/L. De esta

|
Tabla V. Comportamiento del &cido biliar (pmol/L).

Colestasis intrahepatica gestacional

No Si

(Controles) (Casos)
N 102 115
Sin registro de acido biliar 3 46
Minimo 0,4 0,9
Maximo 9,8 161,0
Media 3,6 21,9
DS 2,3 28,4
P5 1,0 2,0
P95 8,5 67,7

» Nota: En 43 embarazadas no se registro el acido biliar. DS, desvio Estan-
dar; P5, percentil del 5 %; P95, percentil del 95%.

manera, en el HMyN se determinaron valores de referencia de
acido biliar en embarazadas sanas entre 1y 8,3 pmol/L.

Relacién del diagnéstico de CIG (clinica y laboratorio) con
el diagndstico de CIG segln determinaciones de acido biliar

Segun el rango de acido biliar provisto por el proveedor
(RANDOX], es posible determinar la presencia de CIG en las
embarazadas. Luego, si el 4cido biliar alcanza o supera los
10 pmol/L, se determina que una paciente tiene CIG.

Las determinaciones de acido biliar no fueron realizadas
a la totalidad de pacientes debido al faltante de reactivos.
De lamuestra de 266 embarazadas, tal como se indicé en el
punto anterior, se registrd el acido biliar de 217. Sobre este
grupo de embarazadas, se estudié el porcentaje de diagnos-
ticadas por la clinica/laboratorio y el porcentaje de diagnos-
ticadas solo por el valor de referencia del proveedor (210
pumol/L). En la muestra total de embarazadas, se registra
un 53 % diagnosticado con CIG mediante clinica y laborato-
rio (115/217). Sin embargo, el diagnéstico del registro del
acido biliar solamente es de 29,5 %. En la Tabla VI, se rela-
cionan estos resultados y se sefiala que 115 embarazadas
fueron diagnosticadas con CIG segln clinica/laboratorio y,

Tabla VI. Valores de referencia de acido biliar para em-
barazadas sanas del HMyN.

Indicador Valor
N 99
Minimo 0,4
Maximo 8,6
Media 3,5
P50 2,8
P5 1,0
P95 8,3

» P50, percentil del 50 %; P5, percentil del 5 %; P95, percentil del 95 %.
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Tabla VII. Relacién diagndstica de colestasis intrahepatica gestacional con colestasis intrahepatica gestacional segin

valor de referencia de acido biliar del proveedor.

Colestasis intrahepatica gestacional segin valor de

Diagnéstico de colestasis intrahepatica

referencia de acido biliar del proveedor

) Total
gestacional )
No (< 10 pmol/L) Si (=210 pmol/L)
N 102 0 102
No (Controles)

% 100,0 0,0 100,0

N 51 64 115
Si (Casos)

% 44,3 55,7 100,0

N 153 64 217

Total
% 70,5 29,5 100,0

» Nota: Hay 49 embarazadas que no tuvieron registro de &cido biliar.

de esas, solamente 64 presentaron acido biliar 210 pmol/L
(sensibilidad del 55,7 %).

Relacién del diagnéstico de CIG clinico con el diagnéstico
de CIG segun valores de referencia de acido biliar del HMyN

Si se toman los valores de referencia del HMyN, el por-
centaje de embarazadas que se detectan como positivas
segun el 4cido biliar es de 33,6 %, un porcentaje mayor que
el correspondiente al valor habitual, que es 29,5 %. Existen
7?3 embarazadas (Tabla 10) que podrian ser diagnosticadas
con CIG considerando solamente el valor de referencia del
HMyN y 144 embarazadas que no serian diagnosticadas
con este valor.

Por otro lado, el diagndstico correspondiente al valor de
referencia del HMyN (Tabla VIII) indica que se logra detectar
el 93,1 % de negativos (especificidad) y el 57,4 % de positivos
(sensibilidad). Estos valores propios de referencia poseen
mayor sensibilidad que el valor de referencia del proveedor.

Discusién

Dentro de las enfermedades hepaticas de la gestacion, la
colestasis intrahepatica gestacional es la patologia mas fre-
cuente y puede generar severas complicaciones feto/neona-
tales, por lo cual la deteccién oportuna es importante para el
Hospital de la Madre y el Nifio de la provincia de La Rioja.

En el trabajo, se incluyeron 266 pacientes embarazadas,
que fueron diagnosticadas con CIG segun sindromes clinicos
y bioquimicos y que asistieron por primera vez al Servicio de
Obstetricia del Hospital de la Madre y el Nifio de la ciudad de
La Rioja durante el periodo 2015 - 2019.

La prevalencia de CIG es de 1,3 % en embarazadas del
HMyN de la ciudad de La Rioja, capital de la provincia, donde
se dala mayor incidencia. La mayoria de embarazadas diag-
nosticadas se encuentran en el tercer trimestre de gestacién
y son, principalmente, mayores de 27 afios.

La edad gestacional promedio de las embarazadas diag-
nosticadas con CIG fue de 35 semanas. Por otro lado, la ma-

yoria de las embarazadas han tenido partos por medio de
cesarea.

Existe unarelacién entre el diagnéstico CIG mediante la cli-
nica y el laboratorio y la presencia de prurito palmoplantar y
generalizado, ya que el 78 % presentd alguno de estos signos.
En particular, el 75,8 % posee la manifestacién de prurito pal-
moplantar y el 61,9 %, del generalizado, por lo que la sensibi-
lidad (capacidad de detectar verdaderos positivos) es mayor
en el palmoplantar. Toda mujer que presente prurito requiere
estudios de laboratorio complementarios, ya que la CIG se
basa en la presencia de prurito asociada a concentraciones
elevadas de acidos biliares séricos, y hepatograma.

En relacién con los analitos estudiados en este trabajo,
mas del 44 % de las embarazadas presenta alteraciones de
FAL, GPT, GOT y GGT. Para BT, un 26,7 % y para TP,un 3,1 % de
alteraciones, lo que indica que estos Ultimos tienen escaso
valor diagnéstico.

Mediante los niveles de acido biliar y segun las especifi-
caciones del proveedor, se observé un 62,5 % de pacientes
con un riesgo alto o moderado, hecho que evidencia la nece-
sidad de realizar analisis de AB. Estos resultados concuerdan
con la bibliografia consultada en este estudio, en la cual se
considera que la alteracion de los AB y enzimas hepaticas en
suero materno son buenos predictores de la mayoria de las
complicaciones que se presentan asociadas a la CIG, y que
los AB constituyen el marcador mas sensible y precoz de la
enfermedad.

Se determinaron los valores de referencia propios para el
HMyN mediante el percentil central del 30%, y se obtuvieron
como resultado valores entre 1y 8,3 pmol/L; este Gltimo es
inferior al sugerido por el proveedor. Lo expuesto implica que
con estos valores de referencia se podrian detectar mas em-
barazadas con CIG. Este valor de referencia presenta para el
diagndstico CIG una sensibilidad (posibilidad de diagnosticar
verdaderos positivos) de 57,4 % y una especificidad (posibili-
dad de diagnosticar verdaderos negativos) de 93,1%, indica-
dores mas favorables al diagnéstico que el utilizado hasta el
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Tabla VIIl. Relacién diagnéstica de colestasis intrahepatica
gestacional con acido biliar con valor de referencia del HMyN.

Colestasis intrahepdtica

Diagnéstico de colesta-  gestacional segun acido

sis intrahepatica biliar HMyN Total
gestacional No(<83  Si(>8,3
pmol/L) pmol/L)
95 I 102
No (Controles)
% 93,1 6,9 100,0
N 49 66 115
Si (Casos])
% 42,6 57,4 100,0
N 144 /3 217
Total
% 66,4 33,6 100,0

» Nota: Hay 49 embarazadas que no tuvieron registro de acido biliar.

momento.

La CIG es una patologia que se presenta con una prevalen-
cia del 1,3 % en el Hospital de la Madre y el Nifio de la cuidad
de La Rioja, y la capital de |a provincia es la zona con mayor
incidencia. La mas grande cantidad de embarazadas diag-
nosticadas se encuentra en tercer trimestre de gestacion y
las pacientes son, principalmente, mayores de 27 afos.

Ellaboratorio fue fundamental para el diagnéstico de la pa-
tologia, ya que los acidos biliares, los primeros en aumentar
acompanfados por la alteracién de las enzimas hepaticas, se
mostraron mas alterados y este hecho permitié que mas de
la mitad de las pacientes pudieran ser diagnosticadas.

Ellaboratorio conjuntamente conlaclinica, que en el HMyN
tiene un papel fundamental para el diagnéstico, contribuye al
diagnéstico oportuno, el manejo adecuado y la prevencion de
complicaciones fetales. A partir de estos resultados, queda-
ran abiertos otros interrogantes, que podran ser abordados
para mejorar la atencion en el drea quimica del Laboratorio
del HMyN.
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Comparison of two agglutination methods for detection of anti-Brucella antibodies in blood bank donors.
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Resumen Introduccién: Una de las pruebas de tamizaje realizadas en donantes de bancos de sangre es la deter-
minacién de anticuerpos anti-Brucella. Este estudio plantea la utilizacidn del test de Rosa de Bengala en
reemplazo del test de Antigenos Febriles. Objetivos: Evaluar la concordancia entre observadores para
la técnica de Rosa de Bengala. Evaluar la concordancia entre ambas técnicas. Estimar la proporcién de
muestras y donantes reactivos entre dos periodos distintos durante los cuales se utilizé una u otra téc-
nica. Materiales y Métodos: Se realizé un estudio observacional, transversal y retrospectivo. Se utilizaron
los resultados de pacientes que concurrieron al Servicio de Hemoterapia del Hospital Nacional Posadas
entreel 01/11/2019 y el 18/08/2021. Ambas concordancias, entre observadores y en entre ambas téc-
nicas - fueron evaluadas con el test kappa de Cohen. Las proporciones de donantes reactivos de cada
periodo se contrastaron por test de comparacidn de dos proporciones. Resultados: La concordancia entre
observadores arroj6 un kappa de 0,78 (IC95%: 0,61 - 0,95). La concordancia entre ambos test arroj6 un
kappa de 0,29 (IC95%: 0,15 - 0,43). La proporcién de donantes reactivos fue de 4,0 % para el periodo de
Antigenos Febriles y de 1,6 % para el periodo de Rosa de Bengala. Conclusiones: Se observa una concor-
dancia cualitativa aceptable entre ambos observadores; pero no, entre ambas técnicas. La diferencia de
proporciones entre donantes reactivos de cada periodo fue altamente significativa. El cambio de meto-
dologfa permitié aumentar la especificidad sin disminuir la sensibilidad. La utilizacién del test Rosa de
Bengala posibilité reducir el descarte de unidades de sangre.

Palabras clave: Anticuerpos anti-Brucella, Antigenos Febriles, Rosa de Bengala, Banco de Sangre.

Abstract Introduction: One of the screening tests performed in blood bank donors is the determination of anti-
Brucella antibodies. The present study proposes the use of the Rose Bengal test to replace the Febrile
Antigens test. Objectives: i) To evaluate the interobserver agreement for the Rose Bengal technique
and the inter-assay agreement between both techniques. i) To estimate the sample proportion of reac-
tive donors with either technique between two different periods. Materials and Methods: Observational,
cross-sectional, retrospective study. The results of patients who attended the Hemotherapy Service of
the National “Profesor Alejandro Posadas” Hospital [Buenos Aires, Argentina) from November 1st 2019
to August 18th 2021 were evaluated. Both interobserver and interassay agreement were evaluated with
Cohen’s Kappa test. The proportions of reactive donors of each period were contrasted through the two-
proportion comparison test. Results: The interobserver agreement showed a Kappa of 0.78 (95%Cl: 0.61
- 0.95), whereas the interassay agreement showed a Kappa of 0.29 (95% CI: 0.15 - 0.43). The proportion
of reactive donors was 4.0% for the Febrile Antigen period and 1.6% for the Rose Bengal period. Conclu-
sions: An acceptable qualitative agreement was observed between both observers, but not between both
techniques. The difference in proportions between reactive donors of each period was highly significant.
The change in methodology allowed increasing the specificity without decreasing the sensitivity. The use
of the Rose Bengal test reduced the discard of blood units.

Key words: Anti-Brucella Antibodies, Febrile Antigens, Rose Bengal, Blood Bank.
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Introduccién

El tamizaje en donantes de bancos de sangre abarca la
determinacién de distintos marcadores serolégicos de in-
fecciones transmisibles por transfusion (ITT) con el fin de
prevenir su transmision al futuro receptor. Una de las prue-
bas de tamizaje realizadas es la determinacién de anticuer-
pos anti-Brucella mediante ensayos de aglutinacién sobre
portaobjetos o placas de vidrio. En el mercado, se encuen-
tran disponibles distintos test, entre ellos, la prueba de
aglutinacion de Antigenos Febriles (AF) (Wiener Lab] yla de
Rosa de Bengala (RB) (Monlab Test]. Tanto AF como RB son
pruebas Utiles para el tamizaje de brucelosis humana, ya
que no se necesita una infraestructura compleja ni un en-
trenamiento especial por parte del operador; ademas, son
de bajo costo, gran difusién, rapidas y altamente sensibles.
RB es una prueba recomendada por el Comité Mixto FAO/
OMS de Expertos en Brucelosis. Presenta como ventaja que,
debido a su bajo pH, privilegia la aglutinacién de anticuerpos
de isotipo IgG, lo que la convierte, ademas, en una prueba
especifical. Esto hace que RB sea una de las pruebas reco-
mendadas! para el tamizaje de anticuerpos anti-Brucella en
donantes de bancos de sangre, ya que, ademas de su alta
sensibilidad, tiene una adecuada especificidad que minimi-
za las reacciones cruzadas.

Marco tedrico

La brucelosis es una zoonosis infectocontagiosa de dis-
tribucién mundial, conocida desde hace muchos anos, sin
embargo, continda siendo un problema sanitario y econémi-
co de envergadura® por las grandes pérdidas que genera, ya
que afecta a varias especies de mamiferos, principalmente,
animales domésticos perro), ganado (vacas, cerdos, ove-
jas, cabras], ademas de fauna silvestre y marina. El hombre
es considerado un huésped accidental. Es causada por bac-
terias del género Brucella, que incluye distintas especies.
B. abortus, B. melitensis, B. suis y B. canis son las princi-
pales especies que provocan enfermedad en humanos. En
nuestro pais, la brucelosis es endémica. En el ser humano,
puede presentarse de manera aguda o gradual y evolucio-
nar a la cronicidad o bien, pasar clinicamente inadvertida.
El diagnéstico tradicional comienza con la sospecha clinica
de la enfermedad, pero muchas veces la sintomatologia de
la misma es inespecifica, lo que dificulta el diagndstico cli-
nico, y por eso , la realizacién de pruebas de laboratorio es
de suma importancia. El diagndstico de laboratorio puede
realizarse a través de métodos directos aislando el microor-
ganismo en cultivo de sangre, médula ésea o tejidos o por
métodos indirectos (seroldgicos], a través de la deteccién
de anticuerpos en suero.? Si bien el aislamiento del microor-
ganismo es el método de referencia, la mayoria de los pa-
cientes son diagnosticados por métodos indirectos, que son
de uso masivo por su mayor simpleza y accesibilidad?, ya
que no siempre es posible aislar el microorganismo. Existen
pruebas serolégicas de tamizaje y confirmatorias.

La brucelosis presenta dos patrones epidemiolégicos: el

Tabla I. Concordancia entre dos observadores con dos
categorias para la técnica RB.

Observador 1

Reactivo No reactivo
Reactivo 13 3
Observador 2
No reactivo 3 88

» Se pueden observar seis resultados discordantes (reactivo/no reactivo)
entre los dos observadores.

urbano - alimentario por consumo de alimentos contamina-
dos como lacteos no pasteurizados o carnes mal cocidas y
el rural - laboral por inhalacién de aerosoles con alto indculo
bacteriano o contacto con secreciones de animales enfer-
mos; ademas, en algunos paises como el nuestro, también
se considera como un agente de riesgo de transmisién la
via transfusional*?. En Argentina, por medio de la Ley Nacio-
nal 22990/ 83, es obligatorio el tamizaje para deteccién de
brucelosis como infeccidn transmisible por transfusién para
B. melitensis, B. abortus y B. suis, pero no, para B. ovis y B.
canis, las cuales no estan contempladas en la legislacion.
En nuestro pais, la prevalencia estimada de test reactivos
para brucelosis en bancos de Sangre oscilé entre 0.39% y
1.09% en el periodo 2009 — 20198, Un resultado reactivo
puede corresponder a infeccidn activa, pasada o reaccion
cruzada (falso positivo). Para los bancos de sangre, actual-
mente, se utilizan pruebas seroldgicas de tamizaje. Las ca-
racteristicas que estas deberian idealmente presentar son:
alta sensibilidad y adecuada especificidad, para poder de-
tectar atodos los individuos que podrian estar infectados. El
resultado reactivo implica el descarte de la unidad [bolsa de
sangre]. Dentro de las pruebas de tamizaje, se encuentran
las clasicas (Huddleson, Wright, fijacién de complemento)
y las mas modernas (técnica de aglutinacion con antigeno
tamponado (BPA), prueba de aglutinacion con Rosa de Ben-
gala (RB), prueba de microaglutinacién rapida en portaob-
jetos (RSAT]]. Actualmente, en los bancos de sangre, las
pruebas serolégicas mas comdnmente utilizadas son los
ensayos de aglutinacién, donde se emplean suspensiones
de bacterias muertas y, de estar presentes los anticuerpos,
se produce la reaccidn visible macroscépicamente como
una aglutinacién. El valor predictivo negativo de estas prue-
bas es elevado. La valoracién adecuada de sus resultados
requiere la utilizacién de un antigeno de calidad y bien es-
tandarizado, ya que lo contrario es causa frecuente de titu-
los poco fiables y confusiones diagnésticas®.

Las cepas recomendadas por los organismos interna-
cionales en la elaboracién de las suspensiones antigénicas
son B. abortus 1119-3 0 99 S. Estos antigenos permiten de-
tectar anticuerpos anti-B. abortus, suis y melitensis*®.

Por su rapidez, gran difusién, practicidad, bajo costo y
elevada sensibilidad, RB y BPA son las recomendadas para
tamizaje en bancos de sangre. Ambas, debido a su bajo pH,
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privilegian la aglutinacién de anticuerpos de isotipo IgG,
dado que favorecen la expresién del componente aglutinan-
te de los mismos, lo que las hace mas especificasl. BPA es
ligeramente més sensible que RBL.

RB es una prueba de aglutinacién rapida, muy eficaz,
que se utiliz6 inicialmente como prueba de cribado al per-
mitir una aproximacién diagnéstica en pocos minutos. No
obstante, |la experiencia practica acumulada le ha concedi-
do un protagonismo que va mas alla del correspondiente a
una simple prueba de cribado. El medio acido en el que se
efectda la prueba favorece considerablemente la expresion
del componente aglutinante de los anticuerpos que refleja
infeccién actual. Su sensibilidad y especificidad para iden-
tificar anticuerpos aglutinantes anti-Brucella es muy eleva-
da, de forma tal que solo excepcionalmente resulta negativa
en la fase aguda de la infeccién y, con muy poca frecuencia,
en las fases evolucionadas o crénicas de la enfermedad®.

El test de antigenos febriles (AF) de Wiener Lab es otro
ensayo de aglutinacién disponible comercialmente en
nuestro pais.

Objetivos

En primer lugar, evaluar la concordancia entre dos ob-
servadores para la técnica de Rosa de Bengala (RB), que
fue implementada en reemplazo de la técnica de Antigenos
Febriles (AF) para el tamizaje de brucelosis en donantes de
Banco de Sangre en agosto del afio 2020. En segundo lugar,
evaluarla concordancia entre AFyRB, alavez que estimary
comparar proporciones de muestras reactivas para brucelo-
sis entre dos periodos durante los cuales se utilizé la técni-
ca AF o la técnica RB y, finalmente, analizar esta diferencia
en términos de unidades de sangre descartada.

Materiales y Métodos
Evaluacion de la concordancia entre los observadores

Se seleccionaron prospectivamente 107 muestras de
suero de donantes del Banco de Sangre que concurrieron
al Servicio de Hemoterapia del Hospital Nacional Profesor
Alejandro Posadas. La seleccién fue previa a la implementa-
cién del test RB, en el periodo comprendido entre los meses
de marzo y agosto de 2020. Estas muestras presentaban
resultados reactivos y no reactivos por la técnica AF. Para
la realizacién de la técnica AF, se utilizé el reactivo de An-
L]

Tabla Il. Concordancia en los ensayos de Antigenos Fe-
briles vs. Rosa de Bengala.

Antigenos Febriles

Reactivo No reactivo
Rosa de Reactivo 16 1
Bengala No reactivo 36 52

» Se pueden observar 37 pares de resultados discordantes (reactivo/no
reactivo) entre ambos métodos.

tigenos Febriles de Wiener Lab (Santa Fe, Argentina). Las
muestras con resultados reactivos fueron tituladas en pla-
ca de vidrio, segun las especificaciones del fabricante, con-
siderando reactivos aquellos titulos iguales a o mayores de
1/40. A su vez, dichas muestras fueron ensayadas para el
test RB utilizando el reactivo de Rosa de Bengala de Monlab
Test (Barcelona, Espafia) y observadas a doble ciego por
dos observadores entrenados. Las muestras con resultado
reactivo fueron tituladas siguiendo las especificaciones del
fabricante, quien considera reactivas aquellas muestras
con titulo igual a 0 mayor de 25 Ul/ml.

De esta forma, se evalud la concordancia entre los obser-
vadores para la técnica RB con el coeficiente kappa de Co-
henyse aceptd un coeficiente igual o superiora 0,70 (70 %)
para considerar una concordancia cualitativa entre ambos.

Evaluacion de la concordancia AF-RB

Se procedid a evaluar la concordancia entre las técnicas
de AF y RB utilizando 105 muestras de suero de donantes
del Banco de Sangre que concurrieron al Servicio de Hemo-
terapia del Hospital Nacional Profesor Alejandro Posadas en
el periodo comprendido entre los meses de marzo y agosto
de 2020; dichas muestras fueron ensayadas en simulta-
neo para ambas técnicas. Aquellas con resultado reactivo
fueron tituladas en cada caso siguiendo las especificacio-
nes del fabricante. Se evalu¢ la concordancia entre ambas
técnicas a través de la utilizacién del coeficiente kappa de
Cohen yse acept6 un coeficiente igual o superior a 0,50 (50
%) para considerar una concordancia cualitativa aceptable
entre ambas técnicas.

Andlisis comparativo entre los periodos AF y RB

Se realiz6 un estudio retrospectivo utilizando los resulta-
dos obtenidos mediante el sistema de gestion de laborato-
rio Infinity (Laboratorio Roche SA®) para las pruebas de AF
(Wiener Lab®) y RB (Monlab Test®)] utilizadas durante dos
periodos distintos, respectivamente. Para el ensayo AF, se
tuvieron en consideracion los resultados obtenidos entre el
01/11/2019 y el 31/07/2020 (periodo AF), mientras que,
para el ensayo de RB, se tuvieron en cuenta los resultados
entre el 15/08/2020 y el 18/08/2021 (periodo RB). La po-
blacién en estudio incluyé individuos de ambos sexos, entre

Tabla Ill. Proporcion de muestras reactivas para test AF y RB.

Antigenos Rosa de
Febriles Bengala
N° muestras reactivas 212 129
Tamafo muestral 5908 /922
Proporcion (%) 3,6 1,6

» Se observa una diferencia altamente significativa en la proporcién de
casos reactivos en ambos periodos.
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Tabla IV. Proporcién de donantes reactivos para test AF y RB.

Antigenos Rosa de
Febriles Bengala
N° donantes reactivos 198 114
Tamafo muestral 4998 7147
Proporcion (%) 4,0 1,6

» Se observa una diferencia altamente significativa en la proporcién de
donantes reactivos en ambos periodos.

18 y 65 afios, que concurrieron como donantes de sangre
al Servicio de Hemoterapia del Hospital Nacional Profesor
Alejandro Posadas.

Los resultados fueron extraidos del sistema Infinity (La-
boratorio Roche SA®) y analizados mediante el uso del pro-
grama estadistico Epidat.

Para cada periodo, AF y RB, se analizaron la cantidad
total de registros, la distribucién de resultados para el to-
tal de muestras analizadas (equivalente a unidades de
sangre donadas] y la proporcién de muestras reactivas.
Asimismo, se analizd la distribucién de resultados segin
el nimero de donantes que acudieron al servicio y la pro-
porcién de donantes reactivos.

Para calcular el total de los donantes, se tuvieron en
cuenta los registros replicados de las muestras analiza-
das asumiendo de este modo la donacidn por reposicién y
seleccionando de cada caso replicado el dltimo de los re-
gistros con relacién a las fechas. Este criterio se basé so-
bre el supuesto de que si en la Gltima donacién el resulta-
do habia sido no reactivo, en donaciones previas también
lo habia sido; ya que en caso de ser reactivo el individuo es
retirado del circuito de donacién.

Posteriormente, se efectud un analisis de comparacién
de proporciones entre muestras reactivas de cada perio-
do y entre poblacién de donantes reactivos de cada pe-
riodo. Se estimé un intervalo de confianza del 95 % para
la diferencia de proporciones y se considerd significativa
una diferencia superior al 5 %. Se compararon los datos
demograficos de sexo y edad de cada periodo. La distribu-
cién por sexo se analizé por comparacién de proporciones,
mientras que la distribucién por edad se analiz6 a través
de grafico de cajas y se realiz6 contraste con el test de
Mann-Whitney.

Resultados
Evaluacion de la concordancia ente observadores

Luego de realizar la concordancia entre observadores para
latécnica de RB, se pudo observarunindice kappa de Cohende
0,78 (EE 0,0863), con IC95% (0,61 - 0,95) y valor p: 0,00001.
EnlaTablal, se pueden observar seis resultados discordantes
(reactivo/no reactivo) entre los dos observadores.

Evaluacién de la concordancia AF-RB

La concordancia entre las técnicas AF-RB arroja un indi-
ce kappa de Cohen de 0,29 (EE 0,0695]), con I1C95% (0,15
- 0,43), con un valor p: 0,0001. Si se observan los datos de
la Tabla Il, se pone de manifiesto el hallazgo de 37 pares de
resultados discordantes (reactivo/no reactivo) entre am-
bos métodos.

Andlisis comparativo entre los periodos AF y RB

Se obtuvieron mediante el sistema de gestién de laboratorio
Infinity (Laboratorio Roche SA®) 14044 registros, con 14000
registros validos. Se eliminaron resultados como NM (nueva
muestra), NRM (no remite muestra), etc. Del total de 14000 re-
gistros, se analizo la distribucién por servicio para seleccionar
alos donantes de sangre del Servicio de Hemoterapia y resulté
un total de 13840 donantes, de los cuales 5913 (42,7%) co-
rresponden al test AFy 7927 (57,3 %), al test RB.

En el periodo AF, obtuvimos 5908 registros validos, ya que
se eliminaron de la casuistica aquellos que no aportaban a los
objetivos propuestos; de esta manera, se obtuvo un porcentaje
de reactividad de 3,6 % (212 muestras entre 5908 resultados
totales). La mayoria de los resultados reactivos obtenidos
(178 reactivos de 212] se hallan en el valor de corte de la prue-
ba (1/40).

Al tener en cuenta la donacién por reposicién, el total de
muestras analizadas corresponde a una poblacién menor de
donantes. De esta manera, los 5908 registros corresponden
a 4998 donantes, ya que 910 muestras fueron analizadas al
menos dos veces. La proporcién de donantes reactivos para el
periodo AF fue de 4,0 % (198 reactivos de 4998). De la misma
forma, podemos observar que la mayor proporcién de reactivi-
dad se encuentra en el valor de corte de la prueba (1/40], dado
que se hallan en este titulo 164 de los 198 donantes reactivos.

Por otro lado, el periodo RB comprende 7927 registros, de
los cuales 5 fueron eliminados por no aportar resultado signi-
ficativo a la casuistica (por ejemplo, aquellos con resultado
como MMR (muestra mal remitida), entre otros). Asi, de los
7922 registros validos, resultaron reactivos 129, de modo que
el porcentaje de reactividad para el periodo RB fue de 1,6 %.

Del mismo modo que para el periodo AF, se procedi6 a cuan-
tificar los casos de donantes duplicados para el periodo RB, es
decir, aquellos pacientes que en el periodo analizado concurrie-
ron dos o mas veces a donar al Servicio de Hemoterapia. Asi, los
7922 registros corresponden a 7147 donantes; en cada caso
duplicado, se selecciond el dltimo de los registros con relacién
a las fechas ya citadas. El porcentaje de donantes reactivos
para el periodo RB fue entonces de 1,6 %: 114 de los 7147 do-
nantes. La mayoria de las muestras reactivas (119 de las 129
mencionadas) arrojaron resultados cercanos al valor de corte
de la prueba, entre 25 Ul/mly 50 Ul/ml. Lo mismo sucedié enel
caso de los donantes reactivos testeados por RB: 105 de 114
donantes reactivos evidenciaron titulos bajos de reactividad.

Se procedid al analisis de comparacién de proporciones
de muestras reactivas de cada periodo, AF y RB; teniendo en
cuenta el IC 95%, el resultado obtenido fue de 1,4 - 2,5 %, con
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Figura 1. Distribucién por sexo para los test Antigenos Fe-
briles y Rosa de Bengala.
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» No se observan diferencias significativas por sexo entre ambos
métodos.

unvalor p: 0,00001, lo que demuestra que la diferencia es alta-
mente significativa. Estos resultados pueden observarse en la
Tabla lll. De este analisis, se desprende que, utilizando el test
RB como prueba de tamizaje, cada 200 donaciones se descar-
tan entre 3 y 5 unidades de sangre menos respecto del uso del
testAF..

Si realizamos el mismo andlisis de comparacién de propor-
ciones, pero teniendo en cuenta la proporcién de donantes re-
activos en los periodos AF y RB, el IC 95% arroja un resultado de
1,7 -3,0%, conunvalor p: 0,00001. De igual manera que parael
caso anterior, la diferencia es altamente significativa y puede
observarse enlaTabla V.

Ademas, se realiz6 la comparacién de las proporciones de
muestras reactivas en ambos periodos, AF y RB, segun el sexo,
yno se encontré una diferencia significativa en los resultados
entre ambas poblaciones de donantes (ver Figura 1).

El test de Mann - Whitney se utilizé para contrastar la dis-
tribucién por edades de los donantes reactivos en ambos pe-
riodos, y se obtuvo un p: 0,347, lo que indica que no existe una
diferencia significativa en la distribucién de la variable edad
entre ambos grupos (ver Figura 2.

En la Figura 3 se pone de manifiesto que no se observa di-
ferencia significativa en el porcentaje de reactividad entre el
ndmero de muestras y donantes para un mismo test (3,6 %
muestras y 4,0 % donantes reactivos por AF) (1,6 % muestrasy
1,6 % donantes reactivos por RB); pero por el contrario se obser-
va una diferencia significativa en el porcentaje de reactividad
entre ambos periodos AF/RB.

Discusién

Durante el mes de agosto del afio 2020, se procedié a
realizar el cambio en la metodologia de tamizaje para bru-
celosis en donantes del Banco de Sangre que concurrian al
Servicio de Hemoterapia del Hospital Nacional Profesor Ale-
jandro Posadas. En nuestro laboratorio, se utilizaba la prue-
ba de aglutinacién de Antigenos Febriles de Wiener Lab® y,
si bien la especificidad y la sensibilidad reportadas por el

Figura 2. Distribucién por edad para los test Antigenos
Febriles y Rosa de Bengala.

ANTIGENOS FEBRILES ROSA DE BENGALA

» No se observan diferencias significativas por rango etario entre am-
bos métodos.

fabricante para este ensayo son del 100 %, observdbamos
alta frecuencia de test reactivos a titulos bajos, lo que nos
hacia pensar en posibles resultados falsos positivos. Por
otra parte, la bibliografia documenta una mayor especifici-
dad para el test Rosa de Bengala de Monlab Test®, por lo que
se decidié implementar este Gltimo en reemplazo del test
Antigenos Febriles (AF). Luego, se procedi6 en primer lugar
a realizar la evaluacion de la concordancia entre observa-
dores para la nueva técnica empleada. Para ello se calculé
el indice kappa de Cohen estableciendo como requisito una
concordancia mayor de 0,7 (70 %). El resultado obtenido
fue de 0,78 (EE: 0,0863), con IC 95%: 0,61-0,95, lo que nos
indica que existe un acuerdo satisfactorio entre los dos ob-
servadores. Este hecho adquiere relevancia para asegurar
la repetibilidad y trazabilidad de los resultados, indepen-
dientemente del observador que realice el ensayo cada dia.

Posteriormente, se realizé el ensayo de concordancia
entre las técnicas AF y RB. El calculo del indice kappa de
Cohen arroj6 un resultado de 0,29 (EE: 0,0695), con IC 95%:
0,15-0,43; este resultado se encuentra por debajo del mi-
nimo establecido de 0,50 (50 %), lo que indica un acuerdo
cualitativo no aceptable entre ambas técnicas. Si se ob-
serva la distribucién de los resultados discordantes entre
ambas técnicas, se pone de manifiesto que todos ellos se
encuentran dentro del valor de corte para la técnica AF, es-
tablecido en 1/40, mientras que titulos superiores como
1/80 o 1/160 arrojan resultado reactivo para RB. Este he-
cho se fundamenta en la mayor especificidad que presenta
el test RB que, debido a su bajo pH, favorece la aglutinacion
de anticuerpos isotipo IgG especificos en mayor proporcion
respecto del reactivo de AF y minimiza de este modo las
posibles interferencias y reacciones cruzadas que arrojan
resultados falsamente positivos.

Luego, se procedid a analizar el impacto en el cambio de
técnica AF por RB. Al comparar las proporciones de donan-
tes con resultado reactivo durante dos periodos distintos,
donde se emplearon cada uno de los métodos, se observé
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Figura 3. Proporcion de reactividad en dos periodos para
los test Antigenos Febriles y Rosa de Bengala.
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» Se observa una diferencia significativa en el porcentaje de reactivi-
dad entre ambos periodos AF/RB.

que la diferencia de proporciones entre donantes reactivos
de cada periodo fue altamente significativa, con una propor-
cion del 4,0 % para el periodo AF (198 reactivos de 4998) y
del 1,6 % para el periodo RB (114 reactivos de 7147]. Los
resultados obtenidos resultan esperables, si se tiene en
cuenta, como se menciond anteriormente, la elevada espe-
cificidad que presenta la técnica de RB en comparacién con
la técnica de AF. El fabricante del reactivo RB reporta en el
inserto que el reactivo estd compuesto por una suspension
de B. abortus cepa S99, pH 3,6, mientras que el reactivo AF
contiene una suspensidén de antigenos de B. abortus cepa
1119-3 ensolucién fisiolégica'®!. Ambos utilizan cepas an-
tigénicas recomendadas por organismos internacionales, y
la diferencia radica en el pH acido que utiliza el reactivo RB.
De este modo, el cambio de reactivo permitié aumentar la
especificidad en el tamizaje sin disminuir la sensibilidad.

Los titulos reactivos para ambas técnicas fueron bajos,
en el rango de 1/40 a 1/160 para AF, con 178 de 212 regis-
tros reactivos de 1/40, mientras que se observaron resul-
tados en el rango de 25 Ul/ml a 100 Ul/ml para RB, con 119
de 129 registros reactivos en el rango de 25 Ul/ml a 50 Ul/
ml. Estos resultados reactivos a titulos bajos sugieren resul-
tados falsos positivos en ambos casos. Segun el fabricante
de AF, son concluyentes de enfermedad solamente titulos
mayores de 1/320.

Partiendo del supuesto de que todos los individuos inclui-
dos en el estudio son personas sanas, ya que superaron exi-
tosamente el cuestionario previo ala donacién, cbservamos
una proporcién de muestras reactivas de 1,6 % para el test
RB, mientras que el porcentaje asciende a 3,6 % para el test
AF. Este hecho apoya la sospecha de la existencia de una
mayor proporcién de falsos positivos para el test AF.

Sise tiene en cuenta que la proporcién de donantes reac-
tivos para el periodo RB fue de 1,6 %, se puede ver que este
resultado se corresponde con el 1,4 % observado por Marder
G.2, mientras que, seguin MSAL, en Argentina la prevalen-

cia estimada de test reactivo para brucelosis en bancos de
sangre es del 1 %, ligeramente inferior a la encontrada en
este estudio. Acd cabe discutir la metodologfia utilizada en
cada caso y la adecuada notificacién a MSAL, sin embargo,
a pesar de esto, la cifra de 1,6 % se acerca mas en cuanto
a proporcién de donantes reactivos reportada por otros au-
tores. Por otra parte, se debe tener en cuenta que los test
de aglutinacién pueden presentar reacciones cruzadas con
otras enterobacterias que no son Brucella por similitud de
la estructura antigénica de Brucella con otros microorganis-
mos (incluso el suero de individuos vacunados contra céle-
ra puede presentar reacciones cruzadas) 3.

Para descartar cambios en los factores de riesgo de la
poblacién de donantes entre ambos periodos, se analizé la
distribucién por sexo y edad de cada periodo, y no se encon-
traron diferencias significativas entre ambos sexos ni por
rango etario, por lo que la disminucién en el porcentaje de
reactividad entre el periodo AF y RB puede atribuirse a una
mayor especificidad de la técnica RB y no, a cambios en los
factores de riesgo de la poblacién estudiada.

Finalmente, una de las conclusiones que se desprenden
del analisis realizado fue que, mediante la implementacion
del test RB, se descartan entre 3 y 5 unidades de sangre
menos cada 200 analizadas. El cambio en el método de ta-
mizaje por el test RB posibilitéd reducir la exclusion de uni-
dades de sangre que, de haberse usado el test AF, hubieran
sido descartadas y, por lo tanto, permitié mayor disponi-
bilidad de estas. Este hecho deriva a su vez en una menor
necesidad de una nueva citacién de donantes, que implica
la notificacién y repeticion de ensayos y/o derivacién del
paciente al hospital o centro de referencia para confirmar la
sospecha diagndstica, y en la reduccién de los costos con-
secuentes. Por lo expuesto anteriormente, concluimos que
el test RB supera al test AF en cuanto a especificidad y, por
lo tanto, en la reduccién de deteccién de falsos positivos.
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Resumen

Introduccién: La etapa preanalitica incluye la solicitud de examen, la preparacién del paciente, la reco-
leccién de la muestra primaria y el transporte hacia y dentro del laboratorio. Cominmente, parte de es-
tos procedimientos no son realizados por personal del laboratorio, por ello, su estandarizacién y control
resultan dificultosos. Objetivo: Evaluar los errores preanaliticos relacionados con la toma, conservacion
y transporte de muestras. Materiales y Métodos: Se realizé un estudio observacional descriptivo en el
que se analizaron muestras de hemogramas y coagulogramas ingresadas entre el 1° de eneroy el 31 de
diciembre de 2019 en el Laboratorio de Guardia del Hospital de Nifios “Sor Maria Ludovica”. Se calcularon
5 indicadores de calidad (IC) armonizados. Se discriming entre las extracciones realizadas por el perso-
nal del laboratorio y el personal de las salas de internacién. Los resultados fueron comparados con las
especificaciones de calidad del Grupo de Trabajo de Errores de Laboratorio y Seguridad del Paciente (WG-
LEPS) y la métrica Six Sigma (6S). Resultados: Se analizaron 13568 muestras. El total de errores prea-
naliticos fue de 739 (5,45 %), y el méas frecuente correspondid a las muestras coaguladas (77 %), para el
cual se obtuvo un desempefio inaceptable, segin WG-LEPS, y minimo para la métrica 6S. Se alcanzé un
mejor desempenfio en las extracciones llevadas a cabo por personal de laboratorio en comparacién con las
realizadas por personal de las salas de internacion. Conclusiones: Se observé un porcentaje de errores
preanaliticos superior al observado por laboratorios de poblacién general. Para todos los IC, el laboratorio
obtuvo un mejor rendimiento que las salas de internacién.

Palabras clave: fase preanalitica, pediatria, servicios de laboratorio clinico, control de calidad, indicado-
res de calidad de |a atencién de salud.
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Introduction: The pre-analytical phase includes: the request for the test, the preparation of the patient,
the collection of the primary sample and the transport to and within the laboratory. In general, some of
these procedures are not carried out by laboratory personnel; therefore, their standardization and control
are difficult. Objectives: To evaluate preanalytical errors related to sample collection, conservation and
transport. Materials and methods: Descriptive-observational study. The hematology samples collected
between January 1 and December 31 2019 were analyzed in the stat laboratory of the “Sor Maria Lu-
dovica” Children’s Hospital, La Plata, Buenos Aires, Argentina. Five harmonized quality indicators were
calculated. We discriminated between extractions carried out by laboratory personnel and hospital room
personnel. The results were compared with the quality specifications of the Working Group on Laboratory
Errors and Patient Safety (WG-LEPS) and the Six Sigma (6S] metric. Results: A total of 13568 samples
were analyzed. A total of 739 (5.45 %) preanalytical errors were found, the most frequent being clotted
samples (77 %), for which an unacceptable performance was obtained according to WG-LEPS and minimal
performance according to the 6S metrics. A better performance was obtained in the extractions carried
out by laboratory personnel compared to those carried out by hospital room personnel. Conclusions: The
percentage of preanalytical errors was higher than that observed by laboratories in the general popula-
tion. For all quality indicators, the laboratory had a better performance than the hospital rooms.

Key words: Pre-Analytical Phase, Pediatrics, Clinical Laboratory Services, Quality Control, Quality Indica-
tors, Health Care.
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Introduccién

La gestién de calidad en los laboratorios clinicos im-
plica el control del proceso analitico en su totalidad inclu-
yendo las fases preanalitica, analitica y posanalitical. En
los dltimos afios, la mayor parte de los esfuerzos se han
dirigido a detectar y corregir defectos en la etapa anali-
tica del proceso de prueba, de modo que se ha logrado
una reduccién significativa de la incidencia de errores en
esta etapa’. Segln distintos autores, los errores cometi-
dos en la etapa analitica rondan el 10 % mientras que en
la etapa preanalitica pueden representar hasta el 70 %%°.
La fase preanalitica se define como los pasos que comien-
zan en orden cronolégico a partir de la prescripcion médicae
incluyen la solicitud de examen, la preparacion del paciente,
la recoleccién de la muestra primaria y el transporte hacia
y dentro del laboratorio, y finaliza cuando comienza el pro-
cedimiento de examen analitico®. ComuUnmente, parte de
estos procedimientos no se realizan dentro del laboratorio
clinico ni bajo supervisién de su personal; es por ello que la
estandarizacién y control resultan dificultosos. Actualmen-
te, se recomienda agrupar estos procedimientos en dos
categorias: la primera esta centrada en los errores preana-
liticos, relacionados con la identificacién del paciente y la
segunda se ocupa de los problemas relativos alas muestras
a analizar’.

Con el propdsito de monitorear y evaluar el desempefo
del laboratorio e identificar oportunidades de mejora, la Nor-
ma IS0 15189:2022 recomienda la utilizacién de indicado-
res de calidad (IC o 10, por sus siglas en inglés] para cada
una de las etapas del proceso analitico. Los IC representan
herramientas que permiten valorar el funcionamiento de to-
dos los procesos del laboratorio y compararlo con objetivos
de calidad®. Por su parte, el Grupo de Trabajo de Errores de
Laboratorio y Seguridad del Paciente (WG-LEPS) de la Fede-
racién Internacional de Quimica Clinica (IFCC) ha desarrolla-
do un Modelo de Indicadores de Calidad, que establece una

lista consensuada de IC para las distintas etapas del proce-
so analitico y tres niveles de desempefio - minimo, deseable
y dptimo- que representan objetivos de calidad para cada
indicador. La armonizacién en la utilizacién de IC permite la
comparacion entre los datos recopilados en distintos labo-
ratorios en el dmbito nacional e internacional®10,

Otro método de evaluacién del nivel de desempefo es
la métrica Six Sigma (6S), la cual provee principios y he-
rramientas que pueden ser aplicados para la medicién de
defectos o errores en cualquier proceso!!. El nimero de
errores o defectos por millén (DPM) de un proceso puede
ser transformado en un valor de 6S utilizando una tabla es-
tadistica. El valor 6S se relaciona con la frecuencia de apari-
cién de errores: cuanto mayor sea, menos probable es que
el laboratorio informe resultados equivocados; es decir, una
valoracién 6S m3s alta se correlaciona con un menor nime-
ro de DPM y un mejor desempefio!®!3,

El objetivo del presente trabajo fue evaluar los errores
preanaliticos relacionados con la toma, conservacion y
transporte de muestras utilizando IC armonizados y consi-
derando las especificaciones de calidad, desarrollados am-
bos por el WG-LEPS de la IFCC, y la métrica 6S.

Materiales y métodos

Se llevé a cabo un estudio observacional de corte trans-
versal en el Laboratorio de Guardia del Hospital Interzonal
de Agudos Especializado en Pediatria (HIAEP] “Sor Marfa Lu-
dovica” de la ciudad de La Plata. Se procesaron muestras ur-
gentes, provenientes de pacientes pediatricos internados y
ambulatorios, derivados desde Guardia Médica. La toma de
muestras de los pacientes ambulatorios fue realizada por el
personal del laboratorio mientras que las de los pacientes
internados fueron tomadas, identificadas y transportadas
por personal médico y/o de enfermeria de la sala.

El personal del laboratorio evalud la integridad de las
muestras para su posterior analisis. En el caso de que una

Tabla I. Definicidn de los indicadores de calidad utilizados.

Definicidn

Indicador
01-8 Muestras no recibidas
0l-9 Muestras con anticoagulante
incorrecto
0I-11  Muestras coaguladas
Muestras con volumen insu-
0l1-12 ..
ficiente
01-13  Muestras mal enrasadas

» Ql,indicador de calidad.

% de muestras de hematologia no recibidas
/n® total de muestras de hematologia

% de muestras de hematologia con anticoagulante incorrecto
/n® total de muestras de hematologia

% de muestras de hematologia coaguladas
/n® total de muestras de hematologia

% de muestras de hemogramas con volumen insuficiente
/n° total de muestras de hemogramas

% de muestras de hemostasia con relacién muestra-anticoagulante incorrecto
/n” total de muestras de hemostasia
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Tabla Il. Niveles de desempefio de indicadores de calidad para |a fase preanalitica desarrollados por el Grupo de Trabajo
de Errores de Laboratorio y Seguridad del Paciente (WG-LEPS) de la Federacién Internacional de Quimica Clinica (IFCC)®

Indicador Nivel de Desemperio
Optimo Deseable Minimo Inaceptable
01-8 <0,20 0,20-0,40 0,41-0,60 >0,60
01-9 <0,07 0,07-0,13 0,14-0,20 >0,20
0l-11 <0,50 0,50-1,00 1,1-2,00 >2,00
0l-12 <0,40 0,40-0,80 0,81-1,20 >1,20
01-13 <0,20 0,20-0,30 0,31-0,40 >0,40

» Ql, indicador de calidad.

muestra cumpliera con algln criterio de rechazo, este se
detallé en un campo de observaciones en el informe de
resultados del paciente y quedo registrado en el Sistema
Informdtico del Laboratorio (LIS]. Los criterios de recha-
zo definidos por el laboratorio fueron: muestra coagulada
(para las solicitudes de hemogramas y coagulogramas); in-
adecuada relacién de volumen de muestra- anticoagulante
(para coagulogramas]); uso de anticoagulante incorrecto y
volumen de muestra insuficiente.

Seincluyd la totalidad de las solicitudes de hemogramas
y coagulogramas recibidas en el Laboratorio de Guardia en-
tre enero y diciembre de 20189.

Variable Presencia de error preanalitico

Elerror enla extraccién, conservacion y transporte de las
muestras se valord a partir de los rechazos de las muestras
de hematologia (solicitudes de hemogramas y coagulogra-
mas) en el Laboratorio de Guardia. Se utilizaron cinco IC
definidos por la WG-LEPS y adaptados a nuestro laboratorio
(Tablal).

Recoleccion y anélisis de datos

Los datos requeridos para calcular los IC se obtuvieron del
LIS y se volcaron en tablas de Microsoft Excel para su andlisis.

Para evaluar los errores en la etapa preanalitica, los por-
centajes obtenidos para cada IC anual se compararon con los
niveles de desempefio establecidos por el WG-LEPS (Tabla ll].

Los porcentajes obtenidos para cada IC se convirtieron a
la métrica 6S. Para ello, se calculé la tasa de DPM usando la
siguiente férmula:

DPM = (ndmero de errores x 1.000.000) /nimero total de
muestras o solicitudes.

Esta tasa, luego, se convirti6 en un valor de sigma de
acuerdo con tablas disponibles online**.

Se establecieron los niveles de desempefo detallados en
la Tabla lll.

Se calcularon los IC anuales, y se realizé una compara-
cién entre los resultados obtenidos para las extracciones
llevadas a cabo por el personal de laboratorio, las salas

de internacion (incluida la de neonatologia) y las Salas de
neonatologia en particular. Los resultados obtenidos fueron
comparados con las especificaciones de calidad del WG-
LEPS y 6S.

Resultados

Durante el periodo de estudio en el Laboratorio de Guar-
dia del HIAEP “Sor Maria Ludovica” se recibié un total de
13.568 solicitudes de hemogramas y coagulogramas. La
distribucién de muestras de hemogramas y coagulogramas,
asi como el nimero y porcentaje de rechazos, se especifi-
canenlaTablaIV.

En la Tabla V, se detalla el nimero de defectos registra-
dos, el total de muestras recibidas, porcentaje de errores,
DPM, rendimiento y nivel sigma para cada IC para la toma,
conservacién y transporte de muestras. El tipo de error mas
frecuente correspondié a muestras coaguladas 0I-11 (77 %),
yla frecuencia de los otros tipos de errores no superd el 10 %.

En las tablas VI y VI, se detallan los niveles de desempe-
fio alcanzados para cada IC cuando las extracciones fueron
llevadas a cabo por personal del laboratorio, salas de inter-
nacién o salas de neonatologia. Para todos los IC, el labora-
torio obtuvo un mejor desempefio que las salas de interna-
cién, segin WG-LEPS y 6S. En las salas de neonatologia, se
obtuvieron porcentajes de errores mayores y niveles de 6S
menores para los indicadores QI-8, QI-11, QI-12 y 01-13 en
comparacion con los resultados obtenidos en el total de las
salas de internacion.
L]

Tabla Ill. Valores sigma y correspondencia con nivel de
desempeno.

Nivel sigma Nivel de desempefio
<3 Inaceptable
3-4 Minimo
4-5 Bueno
5-6 Muy bueno
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Tabla IV. Distribucién de muestras de hemogramas, coagulogramas segun lugar de obtencién y nimero y porcentaje de rechazos.

Muestras Hemogramas Coagulogramas Total
Recibidas Rechazos Recibidas Rechazos Recibidas Rechazos

n % n % n %

Laboratorio 2874 24 0,8 700 8 1,1 3574 32 0,9

Salas de inter- 6916 395 57 3078 312 10,1 9994 707 71
nacién

Total 9790 419 4,3 3778 320 8,5 13568 739 54

Discusién porcentajes de error son marcadamente superiores a los

En el contexto actual, en el cual los resultados de la-
boratorio poseen un papel cada vez mas relevante en la
toma de decisiones clinicas, resulta prioritario trabajar en
el aseguramiento de la calidad analitica con el fin de ga-
rantizar una atencién mas segura, un mejor uso de los re-
cursos econémicos y humanos y resultados clinicos con-
fiables. Distintos estudios han demostrado que la mayoria
de los errores en el laboratorio clinico se cometen en la
etapa preanalitica®>!°. Es por ello que el aseguramiento
de calidad en esta etapa ha adquirido un rol primordial, de
tal manera que la mayor parte de los IC armonizados desa-
rrollados por el WG-LEPS son especificos para esta etapa®.

Considerando los IC seleccionados, el total de errores
registrados representd el 5,45 % de las muestras recibi-
das,delos cuales el error mas frecuente correspondié alas
muestras coaguladas. Experiencias de otras instituciones
reportaron un porcentaje de error en la etapa preanalitica
deentre 0,25y 0,80%,y el principal motivo de rechazo fue
la recepcién de muestras coaguladas o hemolizadas!>??,
Los valores de 6S reportados por la bibliografia son: Q1-8:
4.5, 01-9: 4.9, 01-11: 4.4, 01-12/13: 4.5, que superan los
obtenidos en el presente estudio?®!. Si bien la compara-
cién es dificultosa porque no todos los estudios evaldan
los mismos criterios de rechazo, y estos se encuentran
influenciados por la subjetividad del operador, nuestros

reportados por la bibliografia. Sin embargo, si nos centra-
mos en experiencias de centros exclusivamente pediatri-
cos, se observaron porcentajes de rechazode 0,81 a 5,4 %
y valores de 6S similares a los del presente estudio, lo que
pone en evidencia las dificultades inherentes a la toma de
muestras en esta poblacién?%23,

En cuanto al andlisis en funcién del personal a cargo de
las extracciones sanguineas, se observé un mejor rendi-
miento cuando estas estuvieron a cargo de personal de
laboratorio, y se obtuvo un desempefio 6ptimo para los
indicadores 10-8, 10-9 y 10-12, segin el WG-LEPS. Solo el
indicador 10-13 resultd inaceptable, hecho posiblemente
asociado a un volumen insuficiente en relacién con el an-
ticoagulante debido a inconvenientes en la extraccién en
pacientes con dificil acceso venoso. En el analisis de los
datos correspondientes a las salas de internacién, solo se
obtuvo un desempefio 6ptimo para el [Q-12 y desempefios
minimos (10-9) o inaceptables para el resto de los indica-
dores (10-8,10-11 y10-13]).

La métrica 6S estuvo entre 3,93 (minimo) y 6 (exce-
lente) para los IC calculados para personal del laboratorio
mientras que el correspondiente al total de las salas de
internacion estuvo entre 3,1 [minimo) y 4,63 (bueno).
Esta diferencia puede atribuirse a la mayor complejidad
de las extracciones sanguineas en pacientes internados

TablaV. Indicadores de calidad anuales y rendimiento segin WG-LEPS y 6S

Indicadores de calidad anuales

01-8 01-9 0l-11 0l-12 0I-13
Total de defectos 69 19 570 s ’4
Total de muestras 13568* 13568* 13568* 9790** 3778%**
Porcentaje de defectos 0,51 0,14 4,20 0,07 1,96
Rendimiento segin WG-LEPS Minimo Minimo Inaceptable Optimo Inaceptable
Nivel sigma 4,07 4,49 3,23 4,69 3,56
Rendimiento segun 6S Bueno Bueno Minimo Bueno Minimo

» *Corresponde al total de muestras para hemogramas y coagulogramas. **Corresponde al total de muestras para hemogramas. **Corresponde al total

de muestras para coagulogramas.
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Tabla VI. Indicadores de calidad y desempefio, segin WG-LEPS, para el laboratorio, salas de internacién y neonatologia.

01-8 019 0l-11 0l-12 0I-13
Desempefio Desempefio Desempenfio Desempefio Desempenfio
(%)**  segln (%)** segun (%)** segun (%)** segun (%)** segun
WG-LEPS WG-LEPS WG-LEPS WG-LEPS WG-LEPS
Laboratorio 0 Optimo 0 Optimo  0,’6  Deseable 0,04 Optimo 0,57 Inaceptable
Salas de - -
internacion® 0,69 Inaceptable 0,19 Minimo 5,43 Inaceptable 0,09 Optimo 2,27 Inaceptable
Neonatologia | 1,01 Inaceptable 0,1 Deseable 10,14 Inaceptable 0,14 Optimo 2,39 Inaceptable

» *Para los célculos se considerd el total de las salas de internacidn, incluyendo las salas de neonatologia. **Porcentaje de defectos.

y a la falta de capacitacién del personal que transporta
muestras coaguladas, insuficientes o mal enrasadas al la-
boratorio creyéndolas pasibles de ser analizadas. El mejor
control de la etapa preanalitica cuando la misma esta su-
pervisada por personal de laboratorio también fue reporta-
do en otros trabajos'® 2425

Se analizd, ademas, de forma independiente el desem-
pefio de las salas de neonatologia considerando que po-
dria producirse una mayor cantidad de rechazos debido a
la especial dificultad en la toma de muestras de pacientes
neonatos. En estas salas, se produjo un mayor porcentaje
de errores para todos los [0, con excepcién de las mues-
tras con anticoagulante incorrecto. Coincidiendo con es-
tos hallazgos, en un estudio realizado por Rooper y col.*®,
se observé un mayor porcentaje de rechazos en muestras
de neonatologia en comparacién con el resto de las salas
en un centro de atencidn terciario.

Entre las limitaciones de este estudio se puede mencio-
nar que el calculo de IC pudo estar influenciado por subje-
tividades en la deteccidn de errores preanaliticos y en la
carga de datos en el sistema informatico del laboratorio,
procedimientos realizados por diferentes profesionales
de guardia. Por otra parte, no fue posible el analisis del IC
I0-10 (porcentaje de muestras hemolizadas) debido a la
falta de armonizacién en la percepcién de la hemdlisis y
su informe por parte de los profesionales de la guardia.

La hemdlisis se destaca como uno de los motivos mas
frecuentes de rechazo de muestras en otros trabajos y
suele estar asociada a dificultades en la extraccién san-
guineal®18:20.25 gy andlisis podria haberse traducido en
un porcentaje de rechazos mayor.

Atendiendo a las dificultades que presenta garantizar
la calidad de la etapa preanalitica en un centro pediatrico,
donde la recoleccién de muestras es Unica y se requieren
habilidades especiales para la realizacién de flebotomias,
planteamos la necesidad de contar con especificaciones
de calidad propias para pediatria y de realizar compara-
ciones o actividades de benchmarking entre laboratorios
pares.

El presente trabajo brinda informacién valiosa que
permite identificar los procesos vulnerables y errores fre-
cuentes y establecer una linea de base sobre la cual seguir
trabajando en el aseguramiento de la calidad analitica. En
nuestro laboratorio, se observé un porcentaje de errores
preanaliticos superior a lo observado por laboratorios de
poblacidn general. Para todos los IC, el laboratorio obtuvo
un mejor rendimiento que las salas de internacién. Muchas
variables que contribuyen al rechazo de muestras ocurren
fuera del laboratorio clinico, lo que resalta la importancia
de capacitar al personal médico y de enfermeria en las
buenas practicas para la toma de muestras.

Tabla VII. Indicadores de calidad y desempenio, seglin 6S, para el laboratorio, salas de internacién y neonatologfa

01-8 01-9 0lI-11 Ql-12 01-13
Desempefio Desemperio Desempefio Desemperio Desempefio
6S segln 6S segun 6S segln 6S segin 6S segln
6S 6S 6S 6S 6S
Laboratorio 6 Excelente 6 Excelente 3,93 Minimo 4,89 Bueno 4,03 Bueno
Salas de L. - -
. 4 | 3,96 Minimo 4,39 Bueno 3,1 Minimo 4,63 Bueno 3,5 Minimo
internacion
Neonatologia | 3,82 Minimo 4,59 Bueno 2,/7 Inaceptable 4,48 Bueno 3,48 Minimo

» *Para los célculos se considerd al total de las salas de internacién, incluyendo las salas de neonatologia.
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Resumen

Introduccién: El desarrollo de una vacuna contra el virus del herpes simple tipo 2 (HSV-2), el cual causa
una infeccién de transmisién sexual de por vida, seria un gran paso para mejorar la salud sexual y repro-
ductiva mundial. Objetivos: Estudiar las respuestas inmunes de mucosa y sistémica inducidas por una
vacuna experimental, consistente en particulas semejantes a bacterias (BLP] derivadas de lactobacilos,
que conservan su matriz de peptidoglicano y exponen el antigeno gD del HSV-2 en su superficie gracias
a la fusién con dominios LysM. Materiales y métodos: Ratones BALB/c de seis semanas de edad fueron
inmunizados por via nasal con el complejo His-Acglu-gD-BLP027 los dias 0, 14 y 28. Como control, se
administré His-Acglu-gD por via intranasal o His-gD con adyuvante completo de Freund por via peritoneal.
Se evaluaron los niveles de inmunoglobulinas especificas en suero y en lavado broncoalveolar (BAL), asi
como la produccién de citoquinas por parte de los esplenocitos, en respuesta a la reestimulacién antigé-
nica. Resultados: La vacuna experimental indujo mayores niveles de IgA en BAL en comparacidn con los
ratones inmunizados con el adyuvante de Freund. Conclusiones: Este nuevo sistema de presentacion
de antigenos podria ser una herramienta Util para el desarrollo de vacunas mucosas que estimulen la
inmunidad local y a distancia.

Palabras clave: vacunas de mucosas, particulas semejantes a bacterias, presentacion de antigenos, ad-
yuvantes, respuesta inmune adaptativa.
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Introduction: The development of a vaccine against herpes simplex virus type 2 (HSV-2), which causes a
lifelong sexually transmitted infection, would be a great step to improve sexual and reproductive health
worldwide. Objectives: To study the mucosal and systemic immune responses induced by an experi-
mental vaccine consisting of bacterium-like particles (BLP] derived from lactobacilli, which retain their
peptidoglycan matrix and expose the HSV-2 gD antigen on their surface thanks to its fusion with LysM
domains. Materials and methods: Six-week-old BALB/c mice were nasally immunized with the His-Acglu-
gD-BLPO27 complex on days 0, 14, and 28. As a control, His-Acglu-gD was administered intranasally or
His-gD with complete Freund’s adjuvant peritoneally. The levels of specific immunoglobulins in serum
and in bronchoalveolar lavage (BAL), as well as the production of cytokines by splenocytes after the
antigenic restimulation, were evaluated. Results: The experimental vaccine induced higher levels of IgAin
BAL than in mice immunized with Freund’s adjuvant. Conclusions: This new antigen presentation system
could be a useful tool for the development of mucosal vaccines that stimulate local and distantimmunity.
Key words: mucosal vaccines, bacterium-like particles, antigen presentation, adjuvants, adaptive im-
mune response.
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Introduccién

El desarrollo de una vacuna contra el virus del herpes sim-
ple tipo 2 (HSV-2), una infeccion de transmisién sexual (ITS)
de por vida, mejoraria de manera critica la salud sexual y repro-
ductiva mundial®. Segun la OMS, en 2016 habia 491 millones
de personas de 15a49 afios (13 % de la poblacién) infectadas
en todo el mundo, de las cuales el 64 % eran mujeresz. El HSV-
2 puede causar lesiones genitales dolorosas, recurrentes y, a
menudo, se asocia con efectos psicosociales negativos como
vergiienza, ansiedad y depresién®. Ademas, esté demostrado
que lainfeccién por HSV-2 triplica el riesgo de infeccidn por el vi-
rus de la inmunodeficiencia humana (HIV)*. Por otro lado, este
virus puede causar herpes neonatal cuando el recién nacido se
expone al HSV en el canal parto. Este tipo de herpes tiene una
frecuencia estimada de 10 casos por cada 100.000 nacidos en
todo el mundo, pero es una afeccién grave que puede producir
discapacidad neuroldgica persistente e incluso la muerte®.

Los antiviricos como el aciclovir, el famciclovir y el valaciclo-
vir son los mas eficaces para el tratamiento de las personas
infectadas por HSV. Sin embargo, aunque pueden reducir la in-
tensidad y frecuencia de los sintomas, no curan la infeccién®.

Por todo lo expuesto, es necesario desarrollar mejores in-
tervenciones de tratamiento y prevencion y, en particular,
vacunas contra el HSV-2, ya que este virus causa 23 millones
de infecciones nuevas cada afio. El desarrollo de vacunas de
subunidad se ha centrado principalmente en la generacién de
anticuerpos neutralizantes dirigidos a la glicoproteina D (gD)
de la envoltura viral. Esta glicoproteina media la fusién con la
membrana celular y se ha demostrado que los anticuerpos
contra gD impiden la entrada del virus’.

Aunque adn no hay vacunas de administracién nasal dis-
ponibles para enfermedades de transmisién sexual, existen
antecedentes que indican que este abordaje seria el mas apro-
piado, ya que estas son capaces de estimular la produccién de
anticuerpos especificos en la mucosa vaginal®. Las vacunas
administradas por esta via también estimulan la respuesta in-
mune celular, en particular, la de las células T de memoria, in-
dispensables en las infecciones crénicas como la causada por
el HSV-21°,

La administracién de antigenos a través de las vias muco-
sas es un desafio porque puede generar tolerancia en lugar de
respuestas inmunitarias efectoras. La inmunotolerancia es la
respuesta inmune natural de la mucosa, que ha evolucionado
para prevenir respuestas inflamatorias dafiinas, a los antige-
nos solubles!®. Ante este escenario, las bacterias lacticas (BL)
con capacidad inmunomoduladora o inmunobidticas surgen
como potenciales vectores de antigenos y adyuvantes para el
desarrollo de vacunas de mucosa'!3, La cepa Lacticaseiba-
cillus rhamnosus 1BLO27 tiene propiedades inmunomodula-
doras antivirales intrinsecas y propiedades como adyuvante
de mucosas'4. Como la viabilidad de las BL no es un requisito
indispensable para lograr un efecto inmunomodulador dpti-
mo'®, empleamos las particulas similares a bacterias (BLP)
derivadas de la cepa IBLO27 (BLP027), las cuales mejoran las
respuestas inmunes locales y sistémicas, humorales y celula-

res cuando se administran junto con una vacuna viral por via
mucosa®.

Las BLP se obtienen mediante el tratamiento de las BL con
acidoy calor, lo que resulta en la muerte bacteriana y la pérdida
de ADN y proteinas citoplasmaticas. Este tratamiento expone
el peptidoglicano (PG) presente en la pared celular, de modo
que la capacidad de unidn de proteinas con motivos LysM au-
menta al menos 10 veces?’. El motivo LysM es un dominio de
unién de pared celular ampliamente distribuido en la naturale-
za que se une de manera no covalente a los residuos de N-ace-
tilglucosamina del PG'81%, Hasta la fecha, mas de 40 antigenos
diferentes de naturaleza bacteriana, viral o parasitaria se han
fusionado con el dominio C-terminal de AcmA - una autolisina
de Lactococcus lactis?® -, el cual les permitié unirse a las BLP y
quedar expuestas en su superficie.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en trabajos ante-
riores, desarrollamos una plataforma para vacunas mucosas
que explota el potencial inmunomodulador bien descripto
de L. rhamnosus IBL027 en combinacién con los 5 dominios
LysM de la glicoproteina manosil-endo-beta-N-acetilglucosa-
midasa (Acglu) (GenBank: KPH22907.1) derivada de Limo-
silactobacillus fermentum, capaz de estimular la respuesta
inmune celular y humoral, tanto mucosa como sistémica,
cuando se administra por via intranasal®l. En este enfoque,
la pared celular gruesa y rigida de L. rhamnosus, libre de pro-
teinas y acidos teicoicos expone el PG para unir proteinas con
dominios LysM. La unidn no covalente de los antigenos del
patdégeno a la superficie de las BLP se logra mediante la sim-
ple mezcla de los antigenos heterélogos purificados con las
particulas lacticas®!. En este trabajo, proponemos el uso de
esta plataforma para presentar la glicoproteina gD del HSV-2
como antigeno en su superficie. Por Gltimo, proponemos es-
tudiar las respuestas inmunes de mucosa y sistémica provo-
cadas por la vacuna experimental utilizando inmunizaciones
intranasales en un modelo de ratdn. Aunque sera necesario
realizar estudios que evallden los niveles de anticuerpos indu-
cidos por esta plataforma en la mucosa genital, su capacidad
de neutralizacién viral y la capacidad protectora de la vacuna
frente a un desafio con HSV-2, los resultados preliminares ob-
tenidos en este trabajo indican que la plataforma constituida
por Acglu-BLP027 es una herramienta prometedora para la
generacién de vacunas mucosas.

Materiales y métodos
Cepas y condiciones de crecimiento bacteriano

L. fermentum IBLO38 y L. rhamnosus IBLO27, deposita-
dos en la Facultad de Bioquimica, Quimica y Farmacia de la
Universidad Nacional de Tucuman (Tucuman, Argentina), se
cultivaron durante 12 h a 37 °C en caldo Man-Rogosa-Shar-
pe [MRS] (fase logaritmica final).

Las cepas de £ coli (TOP10, DH5¢, DB3.1 y Rosetta) se
cultivaron en caldo Luria Bertani o en placas de agara 37 °C
suplementadas con 100 pg/ml de ampicilina, 50 pg/ml de
gentamicina o 17 pg/ml de cloranfenicol para el plasmido de
seleccidn.
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Clonado recombinante de la glicoproteina gD del HSV-2

El antigeno viral usado en el desarrollo de esta vacuna ex-
perimental fue un polipéptido recombinante de 45 kDa que
comprende los aminoécidos 1 - 340 de la glicoproteina gD
(GenBank: JQ956374.1) de HSV-2. Se partié del plasmido
pENTRY207-gD perteneciente a la genoteca del Laboratorio de
Biologia de Infecciones de INSIBIO (Tucuman, Argentina). La
secuencia codificante para gD sin los dominios transmembra-
na, flanqueada por los sitios attB fue subclonada en el vector de
destino personalizado pETG-N-RGS-His-[fB] con el objetivo de
agregarle a dicha proteina una etiqueta de polihistidina (His)
que permitird, luego, purificarla y usarla como control. También,
el antigeno de interés fue subclonado en el vector pENHAC-
[rfb] donde, ademas de la etiqueta de polihistidina, se agregé
la secuencia de Acglu, que permitira unir el antigeno de interés
ala superficie de las BLP para generar una vacuna de mucosa.
Para este fin. se usé la LR-clonasa Il (clonado recombinatorio
Gateway®) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El
ADN plasmidico se aislé con el kit comercial High Pure Plasmid
Isolation (Roche] ylaintegridad de los vectores resultantes se
verificé mediante andlisis de restriccién con Hindlll/Xbal (New
England Biolabs) seguido de electroforesis en agarosa.

Expresién y purificacion de las proteinas recombinantes
His-gD e His-Acglu-gD

Las proteinas recombinantes se identificaron en €. coli Ro-
setta, como se describié anteriormente®®?3, La expresién de
la proteina His-gD se indujo con 1 mM de IPTG de acuerdo con
lo descripto en la literatura®*. Por otro lado, se puso a punto la
expresion de His-Acglu-gD por tratarse de una proteina adn no
descripta. Para ello, se indujeron cultivos de 10 ml con diferen-

Figura 1. Esquema de inmunizacién.
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» Los ratones BALB/c de seis semanas de edad se inmunizaron por via
intraperitoneal (I.P.) con His-gD con adyuvante completo de Freund los
dias O (primera dosis), 14 y 28 (refuerzos). Este grupo fue usado como
control para las comparaciones. El resto de los ratones fueron vacuna-
dos por via intranasal (I.N.) His-Acglu-gD o His-Acglu-gD-BLP027. Diez
dias después del primer o del segundo refuerzo, se obtuvieron mues-
tras de suero y BAL para la determinacién de anticuerpos especificos
IgG e IgA. Cada grupo experimental estuvo integrado por 8 ratones.

tes concentraciones de IPTG (0,1; 0,5; 1,0 0 2,0 mM] durante 2,
304 h,secentrifugarona4°Cpara separar el sedimento celular
del sobrenadante, y las fracciones de proteinas nativas y des-
naturalizadas se obtuvieron como se describié previamente®3.

Ambas proteinas se purificaron utilizando cromatografia
Ni-NTA (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones
del fabricante. La expresién y pureza de las proteinas recombi-
nantes se analizaron mediante SDS-PAGE seguida de la tincién
con el colorante azul de Coomassie y se verificaron mediante
transferencia de Western usando un anticuerpo monoclonal
anti-RGS-His de ratén (Qiagen, Alemania). Las proteinas purifi-
cadas se almacenaron a -80 °C. La concentracién de proteinas
se determind con el reactivo de Bradford (BioRad) siguiendo
las instrucciones del fabricante.

Preparacidn de la vacuna His-Acglu-gD-BLP02?7

Se prepararon las BLPO27 como se describié anterior-
mentel®. Se incubaron diferentes concentraciones de la
proteina recombinante His-Acglu-gD purificada en condicio-
nes desnaturalizantes (30, 70 o 90 pg de proteina) con las
BLP (108 particulas) en rotacién suave durante 1 h atempe-
ratura ambiente. Las particulas se lavaron 3 veces con PBS
estéril, se resuspendieron en el mismo buffer y se almace-
naron a -80 °C. La cantidad de proteina unida se comparé
con estandares de BSA por SDS-PAGE utilizando el programa
ImageJ.

Inmunizacion de los ratones

Los ratones BALB/c se obtuvieron de una colonia cerra-
da, mantenida en CERELA-CONICET (Tucuman, Argentina).
Se alojaron en jaulas de plastico a temperatura ambiente
con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h. Los parametros se
estudiaron en 8 ratones por grupo. Todos los grupos fue-
ron alimentados con una dieta balanceada convencional
ad libitum. Antes de la eutanasia, todos los animales fue-
ron anestesiados anestesiaron usando una mezcla de
clorhidrato de ketamina y clorhidrato de xilazina en una
proporcién de 20:1. No se observaron signos de malestar o
dolor durante el experimento.

Los experimentos se realizaron de acuerdo con la Guia
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio y fueron
aprobados prospectivamente por el Comité Etico de Cuida-
do Animal del CERELA (protocolos n.’ BIOT-CRL/11).

Para las inmunizaciones, se utilizaron ratones BALB/c
de seis semanas de edad divididos en tres grupos. El grupo
1 se inmunizé por via intraperitoneal con 35 pg de His-gD
con adyuvante completo de Freund. El grupo 2 recibié 60
pg de la proteina His-Acglu-gD por via intranasal y el grupo
3 se inmunizé usando His-Acglu-gD-BLP027 por la misma
via (108 particulas/ratén con 60 pg de proteina). De esta
manera, los 3 grupos recibieron la misma cantidad (en
micromoles] de proteina. Todos los grupos de animales
fueron inmunizados con una primera dosis el dia 0 y re-
cibieron dos refuerzos los dias 14 y 28, respectivamente
(Figura 1).
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Figura 2. Expresién de la proteina His-gD recombinante.
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» (A) SDS-PAGE de His-Acglu-gD (75 KDa) expresada en seis clones de E.
coli Rosetta (A-F) después de la induccion con 1 mM de IPTG en con-
diciones nativas (CN) o desnaturalizantes (CD); Alb, albumina de 65
KDa usada como marcador de peso molecular. (B) Western blot de la
proteina recombinante His-Acglu-gD en condiciones desnaturalizantes
utilizando un anticuerpo primario anti-RGS-His y la proteina ORF2 del
HEV de 66 KDa como control.

Deteccidn de anticuerpos en suero y BAL

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante pun-
cién cardiaca 10 dias después del segundo refuerzo y se
recogieron en tubos heparinizados. Las muestras de lavado
broncoalveolar (BAL) se obtuvieron como se describié ante-
riormente!®. Brevemente, se expuso la traquea y se intubd
con un catéter. Se realizaron dos BAL secuenciales en cada
ratén inyectando 1 ml de PBS estéril; el fluido recuperado
se centrifugé durante 10 min a 900 x g. Los sobrenadantes

se congelaron a -80 °C para andlisis posteriores. Los anti-
cuerpos anti-gD especificos (IgA e IgG) se determinaron por
ELISA siguiendo lo descripto anteriormente®4, sensibilizan-
do las placas de poliestireno con 3 pg de la proteina His-gD
por pocillo.

Anilisis de datos

Los experimentos se realizaron por triplicado y los resul-
tados se expresaron como media + DE. La prueba de Tukey,
para comparaciones por pares de las medias, se utilizé para
evaluar las diferencias entre los grupos. Las diferencias se
consideraron significativas cuando p <0,05.

Resultados
Expresion y purificacion de las proteinas quiméricas gD del
HSV-2

La proteina recombinante His-gD del HSV-2 (45 KDa) se
expresé en €. coli Rosetta después de la induccién con 1
mM de IPTG, segun lo descripto en la literatura®®, utilizando
los plasmidos pETG-N-RGS-His-gD y pENHAc-N-gD. Las pro-
teinas de la fraccion citoplasmatica (CN] y de los cuerpos
de inclusién (CD) fueron analizadas mediante SDS-PAGE.
Encontramos una mayor cantidad de His-gD en condiciones
desnaturalizantes (Figura 2A). Esta proteina se purificé con
buffer urea 8 M usando cromatografia de afinidad Ni-NTA.
Su pureza se analizé mediante SDS-PAGE (Figura 2A) y se
verificd mediante Western blot usando un anticuerpo mono-
clonal anti-RGS-His de ratén (Figura 2B) y la proteina ORF2
del virus de la hepatitis E (Hepatitis € virus: HEV) de 66 KDa
como control®®,

Adem3s, se establecieron las condiciones 6ptimas de
expresion de la proteina recombinante His-Acglu-gD (75
KDa). Para ello, se indujo la expresién en cultivos de 10 ml
usando cuatro concentraciones diferentes de IPTG (0,1;
0,5; 1 y 2 mM] y diferentes tiempos de induccion (2, 3 y

Figura 3. Condiciones dptimas de expresién de His-Acglu-gD.
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» SDS-PAGE de His-Acglu-gD (75 KDa) expresada en de E. coli Rosetta, inducida con las siguientes concentraciones de IPTG: 0,1; 0,5; 1 y 2 mM a 37°C
durante 2,3 04 h. La flecha negra indica la condicién de induccién seleccionada para los siguientes experimentos.
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Figura 4. Unién de |a proteina recombinante His-Acglu-gD
alas BLPO27.
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» SDS-PAGE de His-Acglu-gD (75 KDa) expresadaen €. coli Rosetta después
de la induccién con 0,1 mM de IPTG y purificada en condiciones desna-
turalizantes (CD), unida a las BLP de Lacticaseibacillus rhamnosus
IBLO27. Tres concentraciones diferentes (30, 70y 90 pg] de la proteina
recombinante purificada se unieron a 108 BLP027. La cantidad de pro-
teina unida se determing en comparacion con los estandares de ALB.

4 h). Las proteinas obtenidas en CN y CD, en cada una de
las condiciones, fueron analizadas mediante SDS-PAGE. La
banda correspondiente a His-Acglu-gD se visualizé en ma-
yor cantidad en CD en todas las condiciones analizadas (Fi-
gura 3). Sorpresivamente, se observd una mayor cantidad
de proteina luego de 3 h de haber inducido la expresién con
IPTG a la menor concentracién testeada (0,1 mM]. Se pudo
determinar que un tiempo de induccién de 4 h no aumenta
la expresién de la proteina (Figura 3].

Desarrollo de una vacuna de mucosa experimental usando
gD como antigeno

A continuacién, se desarrollé una vacuna experimental
mediante el uso de una proteina de fusién, resultado del
dominio LysM de Acglu, las BLP027 y gD del HSV-2 como
antigeno. Para ello, se mezclaron diferentes concentracio-
nes de la proteina recombinante His-Acglu-gD purificada
por cromatografia Ni-NTA (Thermo Fisher Scientific) en
condiciones desnaturalizantes (30, 70 0 90 pg de protei-
na) con las BLP (108 particulas) con el objetivo de deter-
minar cudl era la maxima cantidad de proteina que podia
unirse a las particulas, ya que, segun los resultados ob-
tenidos previamente?!, una mayor cantidad de antigeno
seria capaz de estimular la respuesta inmune celular con
mayor eficiencia. Después del lavado, las particulas se so-
metieron a un analisis por SDS-PAGE y se compararon con
estandares de albumina sérica bovina (ALB). El andlisis de
la densidad de las bandas realizado con ImageJ indicé que
108 BLP027 podrian unirse como maximo a 60 pg de His-
Acglu-gD (Figura 4). La vacuna experimental se designé
His-Acglu-gD-BLP027.

Inmunogenicidad de la vacuna experimental basada en gD-
BLP0O27

Para investigar si la vacuna experimental His-Acglu-gD-
BLP027 era inmunogénica, realizamos experimentos en
ratones adultos inmunocompetentes. Para estandarizar las
inmunizaciones, dados los diferentes PM de las proteinas
de fusion, elegimos administrar el mismo ndmero de moles
(10%) en cada dosis segun lo detallado en la seccién “Mate-
riales y Métodos”. Diez dias después del segundo refuerzo,
se analizaron los niveles de IgG especificos en suero, asi
como los niveles de IgA en BAL por ELISA (Figura 5).

Se observd que His-gD es inmunogénica cuando se admi-
nistra por via intraperitoneal con el adyuvante completo de
Freund, ya que se detectaron anticuerpos IgG especificos
de gD en suero (Figura 5). Ademas, este protocolo de inmu-
nizacién también fue capaz de inducir una respuesta inmu-
ne humoral en el tracto respiratorio, ya que se encontraron
anticuerpos IgA especificos de gD en BAL (Figura 5). La
respuesta mas potente se observo en el grupo experimen-

Figura 5. Inmunogenicidad de la vacuna experimental
His-Acglu-gD-BLP0O2?7.
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» Los ratones BALB/c de seis semanas de edad se inmunizaron por via
intraperitoneal (I.P.) con His-gD con adyuvante completo de Freund los
dias O (primera dosis), 14 y 28 (refuerzos). Este grupo fue usado como
control para las comparaciones. El resto de los ratones fueron vacuna-
dos por via intranasal (I.N.) con His-Acglu-gD o His-Acglu-gD-BLP027.
Diez dias después del segundo refuerzo, se obtuvieron muestras de
suero y BAL para la determinacién de anticuerpos especificos IgG e IgA
por ELISA. Las placas de poliestireno se sensibilizaron con 3 pg de la
proteina His-gD por pocillo. Cada grupo experimental estuvo integrado
por 8 ratones. Las diferentes letras sobre las barras indican diferencias
significativas entre los grupos. P <0,05 se considerd significativo.
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tal que recibié la inmunizacién intraperitoneal con His-gD
asociada al adyuvante completo de Freund, el cual es uno
de los adyuvantes conocidos mas eficaces, cuyo uso esta
restringido para humanos (Figura 5). Las inmunizaciones
intranasales con His-Acglu-gD y el complejo His-Acglu-gD-
BLPO27 resultaron en niveles elevados de anticuerpos IgG
especificos anti-gD, sin diferencias significativas entre los
dos grupos. Sin embargo, se observé que la vacuna experi-
mental desarrollada en este trabajo tiende a inducir mayo-
res niveles de IgAen BAL en comparacién con los grupos de
ratones inmunizados con His-Acglu-gD o con el adyuvante
de Freund (Figura 5).

Discusién

Diferentes cepas de Lactobacillus pueden estimular las
respuestas inmunitarias innatas y especificas y, en conse-
cuencia, se han propuesto como vectores de vacunas®. La
activacién de la respuesta inmune innata esta mediada por
los receptores de reconocimiento de patrones (RRP) expresa-
dos en las células inmunes que reconocen estructuras mole-
culares conservadas, los MAMP, que activan la produccién de
citoquinas, quimioquinas y otros efectores innatos. El reco-
nocimiento de los Lactobacillus por el huésped esta mediado
predominantemente por el receptor TLR2, que reconoce el PG
de la pared celular, lo que conduce a la activacién y maduracién
de las células dendriticas®” y a la diferenciacién de precursores
monociticos?8. Ademas, la viabilidad de las BL no es necesaria
para lograr este efecto inmunomodulador. De hecho, previa-
mente, este equipo de trabajo demostré que las particulas
semejantes a bacterias derivadas de la cepa IBLO27 mejoran
las respuestas inmunitarias locales y sistémicas, humorales y
celulares cuando se administran conjuntamente con una la va-
cuna oral contra el rotavirus'®, con la vacuna contra el virus de
la influenza administrada por via nasal'# o cuando son usadas
como vectores del antigeno modelo Venus®!. La interaccién
MAMP-RRP desencadena una respuesta inflamatoria controla-
da, que es el principal mecanismo de accién observado en las
BLP utilizadas como plataformas de liberacién de antigenos®®.

Tradicionalmente, las especies de Lactobacillus se han di-
sefiado con el fin de expresar antigenos virales y bacterianos
para inducir respuestas inmunitarias protectoras. Este enfo-
que tiene un problema regulatorio, ya que genera organismos
genéticamente modificados que estan estrictamente controla-
dos por entes gubernamentales®®. En el sistema que desarro-
llamos en nuestro laboratorio, los antigenos etiquetados con
Acglu, una proteina con dominios LysM, se adhieren pasiva-
mente a la superficie de las BLPO27 sin alteracidn del genotipo
y, por lo tanto, sin generacién de microorganismos transgéni-
cos. Por esta razon, se espera que las vacunas basadas en esta
estrategia de presentacion de antigenos tengan un proceso de
aprobacién mas facil, mas rapido y menos costoso. Teniendo
esto en cuenta, se estudid si esta estrategia es adecuada para
el desarrollo de una vacuna candidata contra el HSV-2.

Los virus del herpes simple son la principal causa de Ulceras
genitales en todo el mundo y se transmiten principalmente por

via sexual. La respuesta inmunitaria al HSV-2 tipicamente con-
trola la infeccién mucosa aguda; sin embargo, el virus perma-
nece latente en los ganglios, y hay una excrecion esporadica
de bajo grado del virus durante toda la vida desde las neuronas
sensoriales hacia la mucosa. Por lo tanto, mientras el HSV se
esconde de por vida en los ganglios del trigémino, autonémico
odelaraizdorsal, sereactiva y se elimina de manera asintoma-
tica, lo que hace que la transmisién sea alta®?, La terapia actual
incluye tratamiento antivirico episddico para reducir el tiempo
de curacién y terapia antiviral supresora diaria para reducir la
frecuencia de las recurrencias, la diseminacion del virus y el
riesgo de transmisién3Y, Por este motivo, las vacunas preven-
tivas o terapéuticas son muy deseables para controlar la infec-
cién y/olas enfermedades por herpes®!. A pesar de los intentos
de desarrollar vacunas eficaces contra el HSV-2, actualmente,
no hay ninguna vacuna aprobada disponible.

Una vacuna preventiva seria ideal para prevenir la infeccién
activa y la transmisién del virus, lo que evitaria la infeccion
latente de los ganglios de la raiz dorsal, la reactivacién y las
manifestaciones clinicas que la acompafan. También evitaria
las secuelas de la infeccién primaria y la propagacién viral den-
tro de la poblacién y las complicaciones graves que implica la
reactivacion?. Sin embargo, la utilidad de tal vacuna esta en
duda. La mayoria de las infecciones por herpesvirus ocurren en
la adolescencia®*, por lo que cualquier vacuna profilactica solo
tendria una utilidad dptima si su administracién fuera segura
durante la primera infancia. Entonces, podria ser mas realis-
ta centrarse en vacunas terapéuticas, ya que el propdsito de
estas vacunas no es solo prevenir la diseminacion del virus,
sino también destinarlas a personas que ya estan infectadas
por el virus, con el objetivo de reducir |a recurrencia clinica, la
duracién o gravedad de la misma®. Aunque la mayoria de las
vacunas terapéuticas no son tan eficaces para atacar el virus
latente, el trabajo reciente en la edicién del genoma que invo-
lucra endonucleasas autoguiadas y los sistemas CRISPR/cas9
ofrecen un puente para completar la eliminacién viral®. Una
vacuna terapéutica seria rentable y se administraria de mane-
ra mas eficiente en comparacion con una vacuna profilactica,
dirigida al subconjunto de individuos seropositivos con sinto-
mas clinicos. Si bien la infeccién por HSV-2 tiene una amplia
gama de presentaciones, que varian segin el individuo (que
van desde asintomaticas hasta complicaciones graves como
la queratitis ocular), esta seria una estrategia mas eficaz para
la prevencién de complicaciones clinicas graves en compara-
cién con las vacunas profilacticas®.

Se demostré que gD es la glicoproteina mas abundante en
el virién y el principal estimulo para la generacién de anticuer-
pos neutralizantes contra el virus, por lo tanto, es importante
su estudio para el disefio de vacunas y para el desarrollo de
estrategias terapéuticas novedosas®®. Sin embargo, hasta el
momento, los estudios clinicos realizados con candidatos a va-
cunas contra el HSV-2 han resultado decepcionantes, a pesar
de los datos preclinicos prometedores con vacunas disefiadas
para provocar respuestas de anticuerpos neutralizantes que
se dirigen principalmente contra gD¥’. A pesar de los estudios
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preclinicos prometedores y de un ensayo clinico de fase 3 de
parejas serodiscordantes, que demostraron proteccién en
mujeres doblemente seronegativas para HSV-1 y HSV-2 (pero
no en hombres), realizados con una vacuna formulada con
la proteina recombinante gD-2, un adyuvante patentado de
hidréxido de aluminio (alumbre] y monofosforil lipido A, gD2-
AS04 (GlaxoSmithKline, Brentford, Reino Unido), un ensayo de
campo posterior no encontré proteccién contra la infeccién o
enfermedad por HSV-2 en mujeres doblemente seronegati-
vas®®39, Lavacuna se administré por via intramuscular a los 0,
1y6 meses.

Otra vacuna que completé los ensayos clinicos de fase | es
una cepa de HSV-2 defectuosa en la replicacién, con dos genes
involucrados en la replicacion viral eliminados (UL5 y UL29),
denominada dI5-29 (HSV529, Sanofi Pasteur, Lyon, Francia)°.
En estudios preclinicos, la vacuna fue segura, indujo respues-
tas robustas de anticuerpos y células Ty redujo el estableci-
miento de latencia en los nervios periféricos*%*!, El estudio de
fase |, donde se administréd HSV529 o placebo mediante inyec-
cién intramuscular los dias 0, 30 y 180, también encontré que
la vacuna era segura y provoc6 un aumento de >4 veces en
las respuestas de anticuerpos en participantes seronegativos
para HSV, pero no, un aumento sostenido en las respuestas de
anticuerpos en participantes seropositivos. Ademas, solo un
subconjunto de participantes tuvo respuestas significativas
de células T CD4 e incluso, menos CD8%04L,

Actualmente, existe un impulso para examinar el potencial
de otros adyuvantes y rutas de inmunizacién para lograr alcan-
zar una respuesta inmune protectora contra el herpes genital.

Por otro lado, la inmunogenicidad de una vacuna se ve
afectada por la forma en que se presentan los antigenos vira-
les virus atenuado, con replicacion defectuosa, de ciclo Unico,
virus inactivado o subunidad de proteina con adyuvante), asi
como ladosis y la viade administracion. La via de inmunizacién
se basa a menudo en consideraciones pragmaticas mas que
inmunolégicas. Las vacunas inactivadas pueden ser mas in-
munogénicas cuando se administran por via intradérmica, por
ejemplo, debido a la abundancia de células inmunoestimulado-
ras como las células dendriticas en la dermis®’.

Se demostré en estudios experimentales en animales y
humanos que la inmunizacién nasal es un medio eficaz para
inducir respuestas de memoria celular y de anticuerpos contra
antigenos en el tracto respiratorio, asi como en la mucosa del
tracto genital*. Sin embargo, la vacuna contra la influenza viva
atenuada Flumist® es actualmente la Gnica vacuna nasal auto-
rizada. Se han propuesto diferentes adyuvantes y sistemas de
administracion para el desarrollo de nuevas vacunas nasales
eficaces. No obstante, los esfuerzos previos en humanos con
adyuvantes experimentales derivados de toxinas para la inmu-
nizacién nasal han fracasado debido a los casos notificados
de pardlisis facial transitoria (paralisis de Bell) después de la
vacunacién nasal*2. Por lo tanto, la seguridad de los nuevos in-
munoestimuladores disefiados para la administracién nasal en
humanos debe evaluarse a fondo.

Los adyuvantes actualmente aprobados estan restringidos,

en gran medida, para promover respuestas a las rutas parente-
rales de inmunizacién. Sin embargo, la préxima generacién de
vacunas requerird la inclusién de adyuvantes que también den
lugar a potentes respuestas celulares de tipo Th1 que puedan
contribuir significativamente a lainmunidad contra infecciones
por patégenos intracelulares. Las nuevas estrategias de vacu-
nacién deben usar adyuvantes que estimulen las respuestas
mucosas Y sistémicas a través de diferentes rutas de inmuni-
zacion®’.

En este trabajo, se evalué la capacidad de la construccién
His-Acglu-gD-BLP027 para inducir respuestas inmunes espe-
cificas cuando se administra por via nasal a ratones adultos
inmunocompetentes. La proteina recombinante His-Acglu-gD,
administrada por la misma via, se us6 para las comparacio-
nes. Se observé que la inmunizacién nasal con His-Acglu-gD-
BLPO27 fue eficaz para estimular las respuestas inmunes hu-
morales, respiratorias y sistémicas, lo cual fue demostrado por
el aumento de los niveles de anticuerpos especificos en BAL y
en las muestras de suero de los ratones vacunados. El comple-
jo His-Acglu-gD-BLP027 incrementd los niveles de IgA especifi-
ca en BAL, sin embargo, los niveles de anticuerpos séricos en
ratones tratados con His-Acglu-gD no fueron estadisticamente
diferentes de los observados en los ratones que recibieron el
complejo con las BLPO27 por via nasal. Cabe recordar que la ex-
hibicidn de proteinas implica una compensacién entre una alta
exposicién, que mejorara las interacciones con las CPA, y una
baja exposicion, que protegera la proteina mostrada. El grado
de exposicién y su efecto sobre la inmunogenicidad no se pue-
de medir ni racionalizar!®. De hecho, el uso del sistema de an-
claje propuesto en este trabajo puede resultar en respuestas
del hospedador claramente diferentes*?; esto debe tenerse en
cuenta al disefar estrategias de entrega basadas en BLP.

Existen estudios en donde la oncoproteina E7 del virus del
papiloma humano-16 (human papillomavirus: HPV-16) se ha
mostrado con éxito en la superficie de L. lactis, y la inmuniza-
cién intranasal de ratones C57BL/6 con las bacterias recom-
binantes indujo una respuesta inmune especifica para E744,
Basandose en estos resultados, Ribelles et al. exploraron la
posibilidad de generar una BAL no modificada genéticamente
que muestre la oncoproteina. Para lograr esto, E7 se unié a la
superficie de L. lactis o L. casei (no recombinante]. La admi-
nistracién de estas cepas provocé una respuesta inmune débil
en comparacion con las respuestas observadas para las cepas
modificadas genéticamente®. Este estudio muestra clara-
mente que la localizacién del antigeno juega un papel impor-
tante, pero no revela una tendencia general sobre qué tipo de
localizacién es mas prometedora o sobre cudl serd la respuesta
inmune inducida.

Por otro lado, recientemente, se ha demostrado que el do-
minio LysM es un agonista del TLR2 y que actia como adyu-
vante: los dominios LysM mezclados o fusionados con antige-
nos pueden provocar respuestas inmunes robustas contra los
mismos*®. Este efecto parece ser independiente de cualquier
activacion de células T o de |a presencia de epitopos de células
T, que es para lo que se utilizan a menudo los adyuvantes de

ByPC may-ago 2024; 88(2):41-50 // ISSN-e 2684-0359



m Raya-Tonetti y col. Nuevo prototipo de vacuna de mucosa contra el HSV-2 basada en particulas semejantes a bacterias como portador y adyuvante de antigenos.

proteinas. Ademas, se ha identificado que los dominios LysM
son capaces de aumentar lainmunogenicidad de los antigenos
que se coadministran o se unenaellos y también, de aumentar
los titulos de anticuerpos funcionales especificos para dichos
inmundgenos 846, Porlo tanto, la respuesta inmunitaria poten-
ciada, provocada por los adyuvantes inmunoldgicos LysM no
es una respuesta proinflamatoria genérica, sino una respuesta
especifica que es Gtil para adyuvar vacunas. Es asi como nues-
tros resultados sugieren que para algunos antigenos se podria
prescindir del uso de las BLP porque, al fusionarlos con el domi-
nio Acglu, se obtiene una respuesta inmune humoral sistémica
semejante a la formulacién con las particulas. Aunque es nece-
sario realizar nuevos estudios para profundizar en este punto
y para evaluar si ajustando ciertos pardmetros como la dosis
o el esquema de inmunizacidn se puede obtener un efecto si-
milar en la produccidn de anticuerpos en las mucosas, el uso
del dominio LysM como adyuvante simplificaria el proceso de
preparacién de la vacuna y disminuirfa los costos de la misma.

Ademss, los esplenocitos de los ratones tratados con este
complejo produjeron niveles mas altos de TNF-a e IFN-y en
respuesta a la estimulacién con el antigeno especifico en com-
paracin con los otros grupos (datos no mostrados). Estos re-
sultados indican que la vacuna experimental probada es capaz
de inducir una respuesta inmune celular mediada por linfocitos
Th1l. Estos hallazgos son importantes, ya que diversos estu-
dios han demostrado que, aunque los anticuerpos, especial-
mente de tipo IgG, contribuyen significativamente a la protec-
cién contra el herpes genital, la inmunidad protectora contra
el HSV-2 se correlaciona con el desarrollo de una respuesta po-
tente por parte de las células T CD4" o CD8* y del IFN-y, ya que
pueden reducir la gravedad de la infeccidn primaria producida
en ratones, eliminar el virus del sistema nervioso y protegerlos
contra la reactivacion exvivo®C. Sin embargo, no todas las vacu-
nas administradas por via intranasal son capaces de estimular
respuestas inmunes celulares. En este sentido, se realizaron
estudios en donde se probd la capacidad del adyuvante IC31°
en combinacién con la glicoproteina D del HSV-2 para inducir
inmunidad protectora contra la infeccién por herpes genital
en ratones C57BL/6 luego de administrarlo a través de las vias
intranasal, intradérmica o subcutdnea. La inmunizacién con
gD mas IC31° a través de las tres rutas desarrollé respuestas
elevadas de anticuerpos vaginales y séricos especificos con
actividad neutralizante de HSV-2. Sin embargo, solo la inmuni-
zacién intradérmica dio como resultado una significativa res-
puesta a IFN-y esplénico®.

Aunque el tracto genital es un componente del sistema in-
mune de las mucosas, presenta caracteristicas Unicas, que no
comparte con otros tejidos mucosos, y secreciones externas
tipicas. Tanto los tejidos del tracto genital masculino como fe-
menino carecen de sitios mucosos inductivos, analogos a las
placas de Peyer intestinales. En consecuencia, las respuestas
inmunes humorales y celulares locales, estimuladas por infec-
ciones genitales son débiles o estan ausentes, y las inmuniza-
ciones intravaginales repetidas solo dan como resultado res-
puestas humorales minimas*?. En linea con esta observacion,

varios estudios han documentado el valor de la inmunizacién
nasal para montar inmunidad protectora contra el herpes geni-
tal en ratones*®. Por ejemplo, lainmunizacién por via intranasal
con gD combinada con una serie de adyuvantes de probada
eficacia como la emulsién de aceite en agua MF59, las micro-
particulas de poli(D,L-lactida-co-glicdlido) (PLG) (encapsula-
das o coadministradas), los complejos inmunoestimulantes
(ISCOMs ] (incorporados o coadministrados con iscomatrix] y
la enterotoxina desintoxicada de €. coli LT-K63 indujeron res-
puestas de anticuerpos IgA de mucosas (lavado nasal, saliva
y lavado vaginal) que fueron mayores que las inducidas por la
administracién intramuscular de gD con MF59. La inmuniza-
ciénintranasal con estas formulaciones también indujo niveles
sustanciales de IgG en suero y anticuerpos neutralizantes?®,
Otros estudios probaron que la inmunizacién intranasal con gD
en combinacion con alfa-galactosilceramida (alfa-GalCer) pro-
voca una fuerte respuesta sistémica de IgG especifica de gD,
asi como una respuesta linfoproliferativa con un perfil mixto de
citoquinas Th1/Th2 en el bazo, los ganglios linfaticos medias-
tinicos y los ganglios linfaticos genitales, y potentes respues-
tas linfoproliferativas e IFN-y especificos de gD en los ganglios
linfaticos genitales y en el bazo*®. La vacuna experimental
His-Acglu-gD-BLP027 presentada en este trabajo, administra-
da a ratones adultos inmunocompetentes por via intranasal
fue eficaz para estimular las respuestas inmunes humorales,
respiratorias y sistémicas y para inducir una fuerte respuesta
inmune celular mediada por linfocitos Th1. Desde el punto de
vista de la aplicacién, el dominio LysM puede sacarse de su
contexto natural y fusionarse con otras proteinas. Por lo tanto,
la plataforma presentada en este trabajo permitiria unir cual-
quier proteina o péptido de interés al PG de las bacterias Gram
positivas. Aunque es necesario realizar mas estudios, esto abre
la posibilidad al desarrollo de vacunas de mucosas multivalen-
tes que permitirdn aprovechar la capacidad adyuvante de las
BLP optimizando los costos de produccién y facilitando la admi-
nistracién de las mismas a la poblacién. Ademas, como se de-
mostré previamente®!, la presentacién de proteinas recombi-
nantes en la superficie de las IBLP es una excelente estrategia
por razones relacionadas con la estabilidad y la accesibilidad
de la proteina presentada.

Por otro lado, las BLP derivadas de L. lactis con el dominio de
unidn al PG AcmA se evaluaron ampliamente como portadoras
de antigenos respiratorios e intestinales, y se obtuvieron res-
puestas inmunes mucosas, especificas de dichos antigenos®..
Sabiendo que las BLP se pueden usar de dos maneras: como
adyuvantes al mezclarlas con los antigenos o como portadoras
cuando el antigeno se une a su superficie a través de una eti-
queta de unidn al PG, Bi et al. Disefiaron una vacuna de admi-
nistracién nasal contra el HIV tipo 1 (HIV-1)2. En este estudio,
unieron trimeros de la proteina gp120 del HIV-1 a la superficie
de las BLP utilizando AcmA o mezclaron la proteina gp120 con
las particulas, y se usaron dos vias, intramuscular o intranasal,
parainmunizar ratones y cobayas. Encontraron que ambas for-
mulaciones indujeron IgG especifica de gp120, pero solo el an-
tigeno unido a las BLP como vehiculo de administracién indujo
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con éxito SIgA mucosa en ratones, no solo en la cavidad nasal,
sino también en los sitios de la mucosa vaginal y rectal. Ade-
mas, los lavados nasales de cobayas inmunizadas con gp120
unida a las BLP pudieron neutralizar pseudovirus del HIV-1 de
nivel 18. Esto indica que la unién de trimeros de gp120 a las
BLP es una buena estrategia para inducir respuestas inmunes
humorales y mucosas y que las BLP utilizadas como portado-
res de los trimeros de gp120 en su superficie inducen mejores
respuestas inmunitarias de la mucosa que las BLP mezcladas
con lo trimeros de esta proteina.

Sibien en este trabajo se valoré la produccion de anticuer-
pos sistémicos y del tracto respiratorio especificos para gD, es
necesario continuar con mas estudios que evalden los niveles
de anticuerpos presentes en la mucosa genital, su capacidad
de neutralizacién viral y la capacidad protectora de la vacuna
frente a un desafio con HSV-2.

Se requiere una vacuna que, administrada por via intrana-
sal, pueda activar el sistema inmunolégico estimulando los si-
tios mucosos distantes. Los resultados aqui obtenidos y los an-
tecedentes mencionados nos permiten proponer la plataforma
constituida por Acglu-BLPO27 como una herramienta promete-
dora para la generacién de vacunas mucosas que estimulen no
ololainmunidad local, sino que también potencien la respuesta
inmune en sitios mucosos distantes.
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Resumen

Introduccién: Las bacterias anaerobias ocupan diferentes nichos ecolégicos y regulan la respuesta in-
mune innata del huésped; sin embargo, algunas de ellas se consideran patégenos oportunistas, ya que
pueden invadir y producir dafio. Objetivo: Determinar la prevalencia de bacterias anaerobias en mues-
tras clinicas de pacientes internados y ambulatorios en el Hospital (de adultos]) “Dr. Julio C. Perrando”
de la ciudad de Resistencia (Chaco, Argentina) durante el periodo de abril del 2017 a agosto del 2018.
Materiales y métodos: Se realiz6 un estudio observacional, retrospectivo y, a la vez, experimental y pros-
pectivo identificando muestras enviadas para cultivo en anaerobiosis. Resultados: Se analizaron 419
muestras provenientes de los diferentes servicios del nosocomio. En 46 de ellas (11%), se determind la
presencia de microorganismos anaerobios; predominaron las muestras de pacientes de sexo femenino
(88 %) tomadas de cavidades uterinas (33 %) y heridas quirdrgicas (23 %) y provenientes de la sala de
ginecologia (66 %). Soloun 7 % de las coloraciones de Gram fue compatible con bacterias anaerobias y 13
% tuvo cultivo bacteriolégico positivo; de estas Ultimas, el 86 % correspondid a bacterias estrictamente
anaerobias. EI género aislado con mayor frecuencia fue Prevotella spp. (56 %), predominantemente a
partir de muestras ginecolégicas (66 %). Conclusion: En este estudio, se reveld una prevalencia del 11 %
de bacterias anaerobias en muestras clinicas de uno de los principales hospitales publicos del nordeste
de Argentina; se destaca Prevotella spp. como patégeno oportunista que debe considerarse para adaptar
el tratamiento empirico al perfil epidemioldgico local.

Palabras clave: infeccidn, anaerobios, Prevotella, vigilancia epidemiolégica.
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Introduction: Anaerobic bacteria occupy different ecological niches and regulate the innate immune re-
sponse of the host; however, some of them are considered opportunistic pathogens as they can invade
and cause damage. Objective: To determine the prevalence of anaerobic bacteria in clinical samples from
both hospitalized and ambulatory patients at the Dr. J.C. Perrando Hospital, located in the city of Resis-
tencia (Chaco, Argentina), during the period April 2017 - August 2018. Materials and methods: A retro-
spective observational and prospective experimental study was carried out, identifying samples sent for
culture in anaerobiosis. Results: Four hundred and nineteen samples from different services of this hospi-
tal were analyzed. The presence of anaerobic microorganisms was determined in forty-six of them (11%),
predominantly female patient samples (88%), taken from uterine cavities (33%) and surgical wounds
(23%), and from the gynecology room (66%]. Only 7% of the Gram stains were compatible with anaerobes
and 13% yielded positive bacterial cultures; of the latter, 86% corresponded to strictly anaerobic bacteria.
The genus most frequently isolated was Prevotella spp. (56%), predominantly from gynecological sam-
ples (66%). Conclusion: This study revealed an eleven percent prevalence of anaerobic bacteria in clinical
samples from one of the main public hospitals in northeastern Argentina, and Prevotella spp. highlighted
as an opportunistic pathogen to be considered to adapt empirical treatment to the local epidemiological
profile.

Key words: Infection; Anaerobes; Prevotella; Epidemiological surveillance.
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Introduccién

En el dmbito mundial, las bacterias anaerobias son
consideradas como verdaderos patdgenos en numerosas
infecciones graves, sin embargo, en pocas oportunidades,
se realizan pruebas de identificacion y susceptibilidad anti-
bidtica de aislamientos en laboratorios de rutinal. Las infec-
ciones por bacterias anaerobias son, en general, endégenas
y pocas veces, de origen exdgeno. La mayoria se desarrolla
cerca de las mucosas (orofaringe, piel, intestino y tracto
genital femenino)3, donde los anaerobios predominan como
parte de la microbiota habitual. Las bacterias anaerobias
son aquellas que solo pueden desarrollarse en ausencia de
oxigeno (<0,5 %) y bajo condiciones de potenciales redox
muy reducidas. Si bien la mayoria de las especies anae-
robias que habitan la piel y mucosas del cuerpo humano
sobreviven bajo condiciones estrictas de anaerobiosis, los
anaerobios que producen infecciones con mayor frecuen-
cia en humanos son generalmente aerotolerantes, es decir,
que pueden tolerar un 2 a 8 % de oxigeno (ej. Bacteroides
fragilis, Prevotella intermedia y Fusobacterium nucleatum).
Esta condicién les permite sobrevivir por un tiempo en pre-
sencia de oxigeno, pero no pueden replicarse®.

La superficie mucosa y epitelial del cuerpo humano esta
colonizada por bacterias anaerobias en distinta concen-
tracién, segun el lugar de colonizacién, desde 103 UFC/g
en la piel a 10113 UFC/g en la materia fecal. La relacién
aerobio - anaerobio es variable segun la localizacién, por
ejemplo, 103:1 enla piely 1:10% en el colon®. Las bacterias
anaerobias colonizan la cavidad oral, el tracto gastrointes-
tinal, la vagina y el tracto genitourinario®.

En Argentina, el primer consenso para el estudio de la
sensibilidad in vitro a los antimicrobianos de bacterias
anaerobias de importancia clinica en humanos se llevé a
cabo en Buenos Aires hacia finales de 2011. Son varios los
géneros relacionados con infecciones en humanos®* y,
con el correr del tiempo, van surgiendo nuevas especies y
modificaciones en la nomenclatura de estas bacterias. Por
medio de la identificacién genotipica como procedimien-
to complementario o alternativo, se consigue una mayor
rapidez y precision en la identificacién de algunas bacte-
rias. Sin embargo, no todos los laboratorios cuentan con
la identificacion por métodos moleculares y, en algunos
casos, estos no son necesarios porque se logra una iden-
tificacién confiable y rapida con los métodos fenotipicos.
Es por ello que, en la actualidad, se continla realizando la
identificacién de los aislamientos clinicos por medio del
estudio de caracteristicas microscdpicas, macroscépicas
y fenotipicas®.

Considerando que es importante avanzar en el entendi-
miento de la epidemiologia local de bacterias anaerobias,
este estudio tuvo como objetivo determinar la prevalencia
de bacterias anaerobias en muestras clinicas de pacien-
tes internados y ambulatorios en el Hospital “Dr. Julio C.
Perrando” de la ciudad de Resistencia (Chaco, Argentina)
durante el periodo de abril de 2017 a agosto de 2018.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio observacional, retro-prospectivo.
Se analiz6 |a base de datos del Servicio de Microbiologia del
Hospital “Dr. Julio C. Perrando” para identificar las muestras
de pacientes adultos con sospecha clinica de infeccién por
bacterias anaerobias y/o mixta, enviadas para cultivo en
anaerobiosis, desde abril de 2017 hasta mayo de 2018.

Entre junio de 2018 y agosto del mismo afio, se recolec-
taron muestras que fueron tomadas en las distintas salas
(Ginecologia, Guardia y Emergencia, Clinica Médica, Odonto-
logia, Consultorios Externos y Traumatologia) del hospital y
derivadas al Servicio de Microbiologia en frascos de anae-
robiosis (caldo de tioglicolato sin indicador, suplementado
con vitamina K1, hemina y C02) para su posterior estudio.
Se utilizaron medios de cultivo selectivos y no selectivos:
agar Brucella suplementado con hemina y vitamina K1 mas
el agregado de gentamicina o amicacina (BRU c/ATB] para
inhibir el desarrollo de microorganismos anaerobios faculta-
tivos y agar Brucella suplementado con hemina y vitamina
K1, perosin el agregado de antibidticos (BRU s/ATB], para el
aislamiento de las diversas colonias e identificacion de las
mismas, respectivamente. También se usé un medio liquido
para reserva, que se suministré al médico para que directa-
mente hiciera latoma de muestra. Para la confirmacion del
caracter anaerobio y la tolerancia al oxigeno de las distintas
colonias estudiadas, se utilizé agar chocolate incubado en
aerobiosis (la ausencia de desarrollo en estas placas confir-
ma que se trata de una bacteria anaerobia).

Para el procesamiento de las muestras, se verificé que
hubieran sido remitidas al laboratorio en frascos de anaero-
biosis y sembradas en BRU C/ATB recientemente preparado
y en agar chocolate. Luego, se realizé la coloracién de Gram
tomada directamente del frasco de anaerobiosis y se ob-
servo en el microscopio. Esto permitié sospechar una mor-
fologia compatible con anaerobios y orientar el tratamiento
empirico.

Las placas de BRU C/ATB sembradas se colocaron en
una jarra con generadores comerciales de anaerobiosis
(GENbag anaer, bioMérieux SA}, se incubaron a 37°C du-
rante un minimo de 48 h y un maximo de 7 dias. Las placas
de agar chocolate sembradas se incubaron en aerobiosis a
37°C, solo para control aerébico. Transcurrido el tiempo de
incubacién, se observaron las placas de lajarra, se realizé la
descripcion macroscdpica de cada colonia (tamafio, forma,
bordes, color, opacidad y alguna otra caracteristica impor-
tante como pitting, pigmento o hemdlisis] y la coloracién
de Gram para luego observarlas microscépicamente con ob-
jetivo de 100x.También se realizé incubacién anaerobia de
subcultivos de cada colonia en BRU S/ATB pararealizar prue-
bas rapidas de identificacion. En estas placas, se colocaron
discos de vancomicina (5 pg], colistina (10 pg), kanamicina
(1000 pg]) y bilis al 20 %. Para los cocos Gram positivos se
agregd la prueba de sensibilidad al polianetol sulfonato de
sodio (PSS, disco con 1000 pg). A cada colonia, también se
le realizd la prueba de catalasa, indol, nitrato y esculina para
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poder entrar a las tablas de identifica-
cién con base en el perfil de discos
obtenidos y resultados de las pruebas
répidas®, ala vez que se llevd a cabo la
confirmacién del caracter anaerobio y
la tolerancia al oxigeno sembrandolas
en agar chocolate. Las placas fueron
incubadas a 37°C en aerobiosis.

Se us6 una base de datos anonimi-
zada para el andlisis de los datos pros-
pectivos y retrospectivos. Las frecuen-
cias de las categorias de las variables
se compararon y clasificaron mediante
la prueba de 2y posthoc de los resi-
duos ajustados ( =0.05), utilizando el
lenguaje R (version 4.2.0) y el paquete
Tidyverse (version 1.3.1).

Resultados

De las 419 muestras analizadas (es-
tudio retrospectivo n = 358 y prospec-
tivo n = 61), en 46 de ellas (11 %), se
determiné la presencia de microorga-
nismos estrictamente anaerobios. Enla
Figura 1, se muestran los resultados de
las muestras analizadas discriminando
por sexo, sala, tipo de muestra, resulta-
do de la coloracién de Gram, tipo de ais-
lamiento y microorganismos aislados.

En este estudio, se encontré que el
mayor porcentaje de muestras anali-
zadas pertenece a pacientes del sexo
femenino (88 %) (Figura 1A}, deriva
de la sala de ginecologia (66 %) (Fi-
gura 1B] y corresponde a cavidades
uterinas (33 %) y heridas quirdrgicas
(23 %) (Figura 1C). En este estudio,
también se muestra que solo el 7 % de
las muestras analizadas resulté com-
patible con microorganismos anaero-
bios al realizar la coloracién de Gram
(Figura 1D).

De las 419 muestras recibidas, 56
(13 %) tuvieron cultivo bacterioldgico
positivo, de las cuales, 48 (86 %) co-
rrespondieron a aislamientos de anae-
robios estrictos (Figura 1E), y el géne-
ro aislado mas frecuente fue Prevotella
spp. 35 (56 %) (Figura 1F).

En la Tabla |, se muestra la catego-
rizacién de los aislados bacterianos
segun la muestra de origen; Prevotella
spp fue el aislamiento mas frecuente,
principalmente recuperado a partir de
muestras ginecoldgicas (66 %).
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Figura 1. Caracteristicas epidemioldgicas y bacterias aisladas en muestras (n =419)
de pacientes con sospecha clinica de infeccién por bacterias anaerobias .

A) Sexo B) Sala

C) Tipo de muestra

F) Microorganismo aislado

P-valor
(chi-cuadrada)

** <0.001

Clasificacion de

frecuencias
(residuales de Pearson)

. + frecuente

B - frecuente

» Distribucidn segin: A) Sexo; B) Sala; C) Tipo de muestra; D) Resultado del Gram; E) Tipo de aisla-
miento; F) Microorganismo aislado. Arriba de cada grafico de barras circular, se indica la frecuen-
cia de cada categoria. El aumento significativo de la frecuencia se indica con el cambio de color de
los graficos de barras circulares. Fuente: para el estudio retrospectivo (n=358), se usaron datos
obtenidos a partir del sistema operativo BD EpiCenter™. Gl, Ginecologia (Maternidad preparto, To-
coginecologia, Maternidad alto riesgo); CE, Consultorio externo; 0D, Odontologia; S/, sin especi-
ficar; GDIA, Guardia y Emergencia; CM, Clinica médica; C, Cirugia; T, Traumatologia; UTI, Unidad de
terapia intensiva; LCR, liquido cefalorraquideo; Mtra, muestra; Abs, absceso; c/c, compatible con;
anaerobios, microorganismos anaerobios estrictos; aerotolerantes, microorganismos aerotole-

rantes; flora mixta, anaerobios y aerotolerantes.

Discusidn

Las bacterias anaerobias poseen
un rol importante en la mayoria de las
infecciones en humanos y su identifi-
cacion ha sido un gran desafio para los
laboratorios. Con el presente trabajo,
se pretendi6 realizar un aporte a la epi-
demiologia nacional y, en especial, ala
regional, de este grupo heterogéneo de
microorganismos.

Las superficies mucosas y el epite-
lio del cuerpo humano estan coloniza-
dos por bacterias anaerobias. Alli las
lesiones tisulares asociadas a trau-
matismos o cirugias, la alteracién de
la irrigacién sanguinea, la obstruccién
de una viscera hueca (vias aéreas,
tubo digestivo, vias biliares) o la pre-
sencia de un cuerpo extrafio favorecen
la creacién de un ambiente apropiado
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para que bacterias que no requieren de oxigeno para su de-
sarrollo se puedan reproducir e invadir?. Esto explica en gran
medida el predominio observado en las diferentes muestras
del presente estudio.

El procesamiento inicial de las muestras para el estudio
de anaerobios sigue los principios generales para la investi-
gacion de muestras en microbiologfa. El origen de la mues-
tra sumado a la observacidn directa macroscépica y micros-
copica puede orientar sobre la presencia de anaerobios, lo
cual es primordial para instaurar un tratamiento antibiético
empirico.

En este trabajo, las coloraciones de Gram compatibles
con biota anaerobia no fueron numerosas, lo cual puede
explicarse por el hecho de que no siempre los microorganis-
mos aerobios y anaerobios son distinguibles por la morfolo-
gia que se presenta en el Gram?. Sin embargo, es importan-
te informar en la coloracién de Gram compatible con biota
anaerobia, cuando se observan gérmenes que sugieren tal
situacion, ya que los tiempos de cultivo prolongados para
estos microorganismos hacen inviable esperar estos re-
sultados para tomar una determinacién terapéutica. Esta
coloracién permite sospechar la presencia de reaccién in-
flamatoria, orientar el tratamiento empirico y evaluar la cali-
dad del procedimiento, ya que la no recuperacién de los mi-
croorganismos observados en la microscopia podria indicar
una falla en algunos pasos del procesamiento (muestreo,
transporte, técnica de siembra) o que el paciente hubiese
recibido antibiéticos®. No obstante, es necesario realizar los
cultivos, dado que, en ocasiones, se pueden encontrar paté-
genos Unicos no predecibles que conduzcan a cambiar la te-
rapia antibidtica, por lo que informar bacterias clinicamente
relevantes especificando grandes grupos o identificacién
en el nivel de género, por ej., Bacteroides spp.; Clostridium
spp; Fusobacterium spp, y realizar pruebas de sensibilidad,
cuando corresponda (aislamientos Unicos, o de infecciones
severas como osteomielitis, bacteriemias, endoftalmitis],
resultan procedimientos necesarios para el diagndstico,

seguimiento y tratamiento de la infeccién?.

Reforzando la importancia de los cultivos de los microor-
ganismos emergentes, en este trabajo, se encontré un ele-
vado porcentaje de bacterias anaerobias aisladas, lo cual
difiere de otros estudios similares®®, y estas variaciones
podrian deberse no solo a los diferentes procedimientos de
aislamiento, sino también a los diferentes tipos de mues-
tras consideradas.

En este estudio, se encontré que el mayor porcentaje
de muestras analizadas pertenece a pacientes del sexo
femenino, deriva de la sala de ginecologia y corresponde a
cavidades uterinas y heridas quirdrgicas. Esto podria expli-
carse debido a que dicho hospital cuenta con un Servicio
de Tocoginecologia preparado para realizar los controles
postoperatorios de cirugias ginecolégicas, donde se toman
diferentes muestras para sus cultivos, mientras que las
demas salas remiten a sus pacientes para controles posto-
peratorios a sus centros de referencia (centros de salud u
hospitales zonales).

Lo anteriormente expuesto también puede justificar que
Prevotella spp. haya sido el género aislado mas frecuente
en este estudio, lo cual difiere de otros trabajos, donde se
encontré una menor frecuencia que la observada aqui®®.
Esta diferencia podria ser atribuida a los métodos y medios
utilizados, el tamafio y origen muestral, el periodo del estu-
dio, la regién geografica y la presién antibidtica.

La terapia antibidtica es casi exclusivamente empirica
debido a las inherentes técnicas de cultivo en condiciones
anaerébicas y, fundamentalmente, al prolongado tiempo de
emision de los informes microbiolégicos'®!. En las infec-
ciones graves, siempre se debe pensar en la participacién
de bacterias anaerobias. Por esta razén, aunque no se rea-
lice cultivo o no se aislen anaerobios, el tratamiento debe
dirigirse a cubrir aerobios y también anaerobios?. En la ma-
yoria de las situaciones clinicas, es suficiente con arribar a
la identificacion del género o grupo bacteriano y, en otras,
es necesario llegar a la identificacién de la especie como,

Tablal. Agente etiolégico recuperado segun la muestra de origen.

Origen

Microorganismos ginecolégico abdominal de cabezay cuello sangre

n n n n
Prevotella spp. 23 4 I 0
Bacteroides fragilis 5 1 0 1
Peptostreptococcus spp. 2 0 1 1
Bacteroides spp. 0 0 2 0
Clostridium perfringens 1 0 0 1
Fusobacterium spp. 1 0 1 0
Actinomyces spp. 1 0 0 0
Lactobacillus spp. 1 0 0 0
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por ejemplo, la categorizacion taxondmica para realizar vigi-
lancia epidemioldgica. Esta informacion es de utilidad para
la eleccién del tratamiento a implementar y para dilucidar el
origen de la infeccion®.

En el Hospital “Dr. Julio C. Perrando”, los tratamientos
empiricos que se utilizan para combatir las infecciones por
bacterias anaerobias son ampicilina - sulbactam, metroni-
dazoly clindamicina, dependiendo del sitio de infeccién, se-
gun las recomendaciones de la Sociedad Argentina de Infec-
tologiatl. El cultivo de bacterias anaerobias no es un evento
rutinario, sino que responde a objetivos epidemiolégicos y
clinicos especificos. Se recomienda realizar la vigilancia en
forma periddica, institucional y multicéntrica, con alcance
local y regional, a fin de conocer los microorganismos emer-
gentes y eventualmente modificar los esquemas terapéuti-
cos empiricos evaluando nuevos agentes antimicrobianos.
De acuerdo con el género aislado con mayor frecuencia se-
gun su muestra de origen, la sensibilidad antibidtica de Pre-
votella spp. publicada por Legaria y col.4, que coincide con
el tratamiento empirico utilizado en el centro en cuestidn,
puede cubrir al género mas prevalente.

Por otro lado, la vigilancia antibiética mundial mues-
tra que la resistencia a los antibidticos entre las bacterias
anaerobias es creciente!? y, por tal motivo, de acuerdo con
las recomendaciones generales del Clinical and Laboratory
Standars Institute (CLSI)!3, es necesario realizar vigilancias
en los dmbitos hospitalario y nacional para controlar la re-
sistencia a los antibiéticos entre los microorganismos anae-
robios. Las bacterias anaerobias cumplen un rol importante
en las infecciones e intoxicaciones de los seres humanos,
por lo que es importante conocer la prevalencia de los dife-
rentes microorganismos involucrados en cada poblacién.

Los resultados de este estudio proporcionan informacion
que permite orientar la toma de decisiones referidas a tra-
tamientos empiricos. La articulacién de los conocimientos
y comprension de dichas bacterias, en especial, lo relacio-
nado con su prevencion y tratamiento es un proceso conti-
nuo que debe adaptarse a cada contexto particular y a las
nuevas realidades del sistema de salud. Es fundamental co-
nocer datos epidemioldgicos en el ambito regional y nacio-
nal que sustenten las bases para estudios multicéntricos y
promover la salud. Estos resultados podrian ser analizados
y considerados en las diferentes salas de los servicios de
los hospitales y centros de salud para mejorar o cambiar
medidas sanitarias, cuando sea necesario, disminuyendo la
morbimortalidad, dias de internacién, costos y resistencia
antimicrobiana.

Apesarde que, por cuestiones presupuestarias, no se lle-
g6 a laidentificacidn de especies, este trabajo brinda un pa-
norama inicial sobre la prevalencia de anaerobios en uno de
los principales hospitales del NEA argentino, donde Prevote-
lla spp. fue el género de mayor prevalencia aislado. Ademas,
sirve de base para orientar futuras investigaciones, susten-
tar politicas de vigilancia epidemiolégica e instaurar guias
locales de prevencidn, diagndstico y tratamiento.
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Resumen

La microbiota es el conjunto de microorganismos que coloniza el cuerpo humano. La microbiota
intestinal es la mas diversa y abundante, ya que alberga mas de 100 trillones de células
microbianas y 1000 especies diferentes. Entre sus numerosas funciones, la microbiota intestinal
contribuye a la modulacidn de la respuesta inmune y la tolerancia oral a los alimentos. La disbiosis
intestinal (alteraciones o desequilibrios de la microbiota en su composicién y/o funcién) se ha
descrito en numerosos desdrdenes incluyendo enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad
celiaca, obesidad, asma y alergias. La alergia a la proteina de la leche de vaca (APLV] es la alergia
alimentaria mas comun en nifios. Se sabe que la estructura de la microbiota en los primeros 6 meses
de vida es relevante en el desarrollo de alergias, y que la disbiosis podria influenciar tanto la aparicién
como el curso de las mismas. El objetivo de este trabajo fue realizar una revision bibliografica de las
caracteristicas de la microbiotaintestinal en pacientes con APLV, identificar los factores que influyen
en su conformacion en la edad temprana y analizar si ciertas alteraciones en la microbiota podrian
asociarse con el desarrollo de APLV. Se realiz6 una bisqueda bibliografica en PubMed utilizando las
palabras clave indicadas; también se seleccionaron y analizaron estudios clinicos y revisiones de
los dltimos 15 afos. La literatura consultada evidencia que, a pesar de los avances tecnolégicos
en secuenciacién y analisis bioinformatico, ain no se conoce con exactitud qué microorganismos
influyen en el desarrollo de enfermedades alérgicas, e inclusive se han hallado resultados
controvertidos. Esto revela la necesidad de seguir avanzando en el estudio de la microbiota de
poblaciones pediatricas y, mas especificamente, en el conocimiento de las alteraciones que se
presentan en nifnos con APLV.

Palabras clave: microbiota intestinal, disbiosis, alergia alimentaria, alergia a la proteina de leche de vaca.
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The microbiota is the complex community of microorganisms that colonize the human body. The gut
microbiota is the most diverse and abundant, hosting more than 100 trillion microbial cells and 1,000
different species. Among its several functions, the gut microbiota contributes to the modulation of the
immune response and oral tolerance to foods. Gut dysbiosis, which refers to alterations or imbalances
in the composition and/or function of the gut microbiota, has been described in several metabolic and
immune disorders, including inflammatory bowel disease, celiac disease, obesity, asthma, and allergies.
The structure of the microbiota in the first 6 months of life is relevant in the development of allergies, and
gut dysbiosis could influence both their appearance and course. One of the most common food allergies
is cow’s milk allergy (CMA]. This work aims to present a bibliographic overview of the characteristics of
the gut microbiota in patients with CMA, identify the factors that influence its conformation at an early
age, and analyze whether certain alterations in the microbiota could be associated with the development
of CMA. For this purpose, a bibliographic search was performed in PubMed (pubmed.ncbi.nlm.nih.gov),
using the indicated keywords, and clinical studies and reviews from the last 15 years were selected and
analyzed. The bibliography consulted shows that, despite technological advances in sequencing and bio-
informatic analysis, the bacteria involved in the development of allergic diseases are not yet known in
detail, and even controversial results have been found. This shows the need to continue advancing in the
study of the microbiota of pediatric populations, and of the alterations that occur in children with CMA.
Keywords: gut microbiota, dysbiosis, food allergy, cow’s milk allergy.
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Introduccién

La microbiota es una comunidad compleja de microor-
ganismos que coloniza el organismo, principalmente con-
formada por bacterias, pero también por virus, hongos (en
especial levaduras), protozoos y arqueas. Se define como
microbioma todo el habitat en que estos se encuentran,
incluyendo los microorganismos, sus genomas y las condi-
ciones ambientales circundantes (metabolitos, elementos
genéticos maviles, estructuras microbianas, moléculas de
sefalizacion, etc.).12

La microbiota intestinal, especialmente la localizada en
el colon, llega a alcanzar densidades de 10!-10%2 células/
ml.3* Esta compuesta principalmente por dos filos bacteria-
nos, Firmicutes y Bacteroidetes (que suponen el 90 % de la
microbiota intestinal) y, en menor medida, Actinobacteria,
Proteobacteria y Verrucomicrobia.*> El filo Firmicutes in-
cluye un gran ndmero de géneros; algunos de los mas im-
portantes son Lactobacillus, Clostridium y Ruminococcus.
El filo Bacteroidetes incluye bacterias pertenecientes a los
géneros Bacteroides y Prevotella. El principal género perte-
neciente al filo Actinobacteria es Bifidobacterium. Las pro-
teobacterias estan representadas fundamentalmente por
miembros de la familia Enterobacteriaceae, mientras que el
filo Verrucomicrobia tiene un Unico integrante, Akkermansia
muciniphila.

Las bacterias de la microbiota intestinal ejercen nume-
rosas funciones, tales como la metabolizacién de alimentos
que el organismo no puede procesar, como la fibra dietéticay
los carbohidratos complejos; la proteccion contra patdgenos;
la sintesis de metabolitos esenciales, como algunas vitami-
nas y neurotransmisores; el mantenimiento de la integridad
de la mucosa intestinal y la modulacién de la respuesta in-
mune, incluyendo la tolerancia oral a los alimentos.>’

La microbiota intestinal se establece, diversifica y ma-
dura desde el nacimiento hasta los 2 o 3 primeros afios de
vida.”® En su formacién, intervienen componentes genéti-
cos, epigenéticos y ambientales. El establecimiento de la
microbiota intestinal comienza por la exposicién a microor-
ganismos a través del canal de parto y por el contacto con
la piel materna y la microbiota del entorno.® Los primeros
colonizadores consisten en una mezcla de microorganis-
mos cutaneos y entéricos, dominados por Lactobacillus,
Enterococcus, Streptococcus Y estafilococos coagulasa
negativa. Amedida que estos consumen el oxigeno del me-
dio intestinal, son reemplazados por anaerobios obligados,
tales como Bifidobacterium, Bacteroides, Clostridium y Eu-
bacterium.

Existen evidencias de que la microbiota intestinal evolu-
ciona en forma simultanea con el sistema inmunitario del
bebé y con la programacién metabdlica y neurolégica.? En
esta coevolucion, las bacterias comensales juegan un papel
fundamental en el desarrollo de lainmunidad innata y adap-
tativa, contribuyen a la integridad y funcién de la barrera in-
testinal, inhiben la colonizacién por patégenos e intervienen
en las respuestas linfocitarias de tipo B y T regulatoria.’

Varios estudios han reportado una aparente estabilizacién
de la microbiota intestinal, que se aproxima a una configuracion
de adulto dentro de los 3 primeros afos de vida. Uno de los ma-
yores estudios realizados incluyé 903 nifios de 4 paises (Ale-
mania, Finlandia, Sueciay EEUU) seguidos durante 3 afios, enel
cual se observo que después de los 31 meses los filos dominan-
tes y la diversidad permanecen estables con predominio del filo
Firmicutes.8 En forma similar, un estudio en 2016 evalué a 367
individuos japoneses sanos entre 0y 104 afios y reportd que la
microbiota intestinal cambia con la edad. Firmicutes fue el filo
predominante en la poblacién adulta, mientras Actinobacteria
fue el mas hallado en menores de 1 afio. La abundancia relativa
de actinobacterias en nifios fue disminuyendo después del des-
tete, y lacomposicién de la microbiota intestinal fue aproximan-
dose a la de adulto cerca de los 3 afios de edad.?

Numerosos estudios y revisiones han remarcado la im-
portancia del desarrollo de la simbiosis entre microbiota y
hospedador para la salud del bebé y sus consecuencias du-
rante toda la vida.® En los Gltimos afios, la prevalencia de las
alergias alimentarias ha mostrado un marcado crecimiento,
principalmente en sociedades industrializadas en todo el
mundo, y esto ha ocurrido paralelamente con los cambios
de estilo de vida en esos paises, que llamativamente son los
mismos que afectan la conformacién de la microbiota en la
edad temprana, lo cual sugiere una posible intervencién de la
misma en el desarrollo de las alergias.

El objetivo de este estudio fue realizar una revisién bibliogra-
fica exhaustiva acerca de las caracteristicas de la microbiota
intestinal en pacientes con APLV, identificar los factores mas
relevantes que influyen en el establecimiento de la microbio-
ta en la edad temprana y analizar si ciertos taxones especi-
ficos o “firmas” microbianas podrian asociarse con el desa-
rrollo de APLV.

Materiales y métodos

Se realiz6 una busqueda bibliografica en PubMed utili-
zando las palabras clave indicadas, y se seleccionaron es-
tudios clinicos y revisiones de los dltimos 15 afos prove-
nientes de revistas de alto impacto. Se analizaron en total
38 publicaciones relevantes para el objetivo propuesto.

Resultados
Microbiota intestinal: desarrollo, factores que influencian
su conformacién y relacién con la salud y la enfermedad.
Factores que influyen en el desarrollo de la microbiota
intestinal en la vida temprana

Se han descrito varios factores que modulan el estableci-
miento de la microbiota intestinal en la vida temprana y que
son determinantes para la salud del individuo durante toda
su vida. Entre estos, destacan dos factores clave que son:
el tipo de parto -vaginal o por cesarea- y el tipo de lactancia
-materna o artificial-. Dado que el establecimiento y la ma-
duracién de la microbiota intestinal ocurre en los llamados
“1000 dias”, que van desde la concepcién hasta los prime-
ros 2 anos de vida del nifio, este periodo se considera una
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ventana critica de oportunidad para realizar intervenciones
que contribuyan a la conformacién de una microbiota salu-
dable® (Figura 1).

El tipo de parto puede producir profundas diferencias en
los patrones de colonizacién intestinal de los bebés. El parto
vaginal permite el contacto del bebé con la microbiota vagi-
nal y fecal, lo cual resulta en una colonizacién neonatal do-
minada por Lactobacillus y Prevotella.” El parto por cesérea
se ha asociado con menor abundancia y diversidad de los
filos Actinobacteria y Bacteroidetes, y mayor abundancia
y diversidad del filo Firmicutes en los primeros 3 meses de
vida.* Con respecto al género, Bifidobacterium y Bacteroides
son mas abundantes en nifios nacidos por parto vaginal, a
diferencia de los nifios nacidos por cesarea, que presentan
mayor colonizacién por Clostridium y Lactobacillus hasta
los 3 meses de vida. Otros trabajos evidencian menor abun-
dancia de Escherichia coli, Bifidobacterium y Bacteroides
en nifios nacidos por cesarea, posiblemente por efecto del
uso de antibidticos en esta practica quirdrgica. Estos bebés
presentan tipicamente una microbiota enriquecida con Sta-
phylococcus y Streptococcus, comparable con la microbiota
de la piel materna.>” Asimismo, presentan mayor cantidad
de patdgenos oportunistas como Enterococcus, Enterobac-
teryKlebsiella.1"

Con respecto a la lactancia, hay numerosas evidencias
que muestran que la leche materna contribuye al desarrollo
de un microbioma saludable, ya que aporta no solo micro-
nutrientes y compuestos prebidticos que estimulan la co-
lonizacién y el crecimiento de bacterias comensales, sino
también factores inmunolégicos activos, oligosacaridos
y bacterias, los cuales modulan las respuestas inmunes.

Hace algunos afios se pensaba que la leche materna era
estéril. Sin embargo, fueron Jiménez et al. quienes demos-
traron por primera vez, en un experimento en ratones con
Enterococcus marcados genéticamente, que las bacterias
pueden transferirse a los hijos a través de la leche mater-
na'l, resultados que fueron confirmados en ensayos poste-
riores en humanos.?

La microbiota intestinal de lactantes alimentados con le-
che materna es menos diversa, pero contiene altos niveles
de especies del género Bifidobacterium, como B. breve, B.
bifidum y B. longum capaces de metabolizar los oligosaca-
ridos de la leche humana (HMQ), asi como también, menor
presencia de patégenos potenciales que los nifios alimen-
tados con férmula.” Los HMO son polisacéridos complejos
que alcanzan el colon sin ser digeridos y estimulan el creci-
miento selectivo de ciertas bacterias comensales, como las
bifidobacterias, actuando de esta manera como prebiéticos.
Han sido identificadas mas de 200 estructuras de HMO di-
ferentes que dan cuenta de un tercio de los componentes
sélidos de la leche materna, que siguen en abundancia a la
lactosa ylos lipidos y que se hallan en mayor concentracién
(20 g/1) en el calostro humano.® La suplementacién de fér-
mulas infantiles con galactooligosacéridos (GOS) y fructoo-
ligosacaridos (FOS) en una proporcion 9:1, parece simular
en cierto grado el efecto de los HMO sobre la microbiota
intestinal estimulando el desarrollo de bifidobacterias. La
cesacion de la lactancia materna, mas que la introduccién
de alimentos sdlidos, es el principal factor que produce un
cambio de la microbiota de los lactantes.®

Es por las razones antes expuestas que los nifios naci-
dos por parto vaginal y alimentados con leche materna en

Figura 1. Ventana critica de oportunidad para realizar intervenciones que contribuyan a la conformacién de una

microbiota saludable.
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forma exclusiva presentan el microbioma mas saludable y
beneficioso, con altas concentraciones de Bifidobacterium
y bajas cantidades de Clostridioides difficile y €. coli.!°

La edad gestacional es otro factor que afecta el estableci-
miento de la microbiota, ya que los bebés nacidos antes de
término (con menos de 37 semanas de gestacién] tienen
un sistema inmunitario inmaduro y, frecuentemente, afron-
tan largas estancias hospitalarias y alimentacién artificial o
parenteral, factores que interfieren con el establecimiento
de una microbiota saludable.”

Otros factores relevantes que modulan la microbiota in-
testinal en la infancia temprana son: el uso de antibidticos
prenatales o durante los primeros meses de la vida del bebé,
la vida en ambientes rurales, el tamafio de la familia, el nimero
de hermanos y la presencia de mascotas.” Las alteraciones de
la microbiota a causa del uso de antibiéticos en nifios han sido
documentadas en varios estudios. Este fendmeno se observé
incluso hasta 2 afios después de su utilizacién, con disminu-
cién de bifidobacterias y aumento de enterobacterias, sumado
a una disminucién en la diversidad. También se ha reportado
que los nifios cuyas madres reciben profilaxis intraparto por co-
lonizacién vaginal por estreptococos del grupo B, ruptura pre-
matura de membranas o bien por cesarea exhiben alteraciones
en la diversidad y riqueza de su microbiota intestinal 13

Técnicas de estudio de la microbiota intestinal

El estudio de la microbiota se realiza mediante técni-
cas de secuenciacidn de préxima generacién -Next Gene-
ration Sequencing- (NGS), a través de dos abordajes: |a
técnica metataxondmica secuencia el ADN que codifica para
el ARN ribosomal 16S y requiere la amplificacién previa por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR] de las regiones
V3-V4 de este gen. Los productos amplificados son secuen-
ciados y dichas secuencias, comparadas con bases de da-
tos de microorganismos ya conocidos para determinar las
abundancias taxonémicas relativas de cada especie en la
muestra. Esta técnica solo detecta células procariotas, por-
que se amplifica el gen que codifica para el ARN ribosomal
16S Unicamente presente en bacterias. En la figura 2, se
muestra esquematicamente este procedimiento.

La metagendémica total (“shotgun”] permite secuenciar
todo el ADN de una muestra, incluyendo bacterias, hongos,
pardsitos y arqueas. Implica una fragmentacién al azar del
ADN, la secuenciacién de estos fragmentos y la superposi-
cién de los datos generados para obtener las secuencias
completas de los microorganismos presentes. Esta técnica
permite detectar nuevas especies microbianas y caracteri-
zar grupos de genes funcionales.

Relacion entre disbiosis y enfermedad

Las alteraciones en la composicién y abundancia de los
componentes de la microbiota intestinal en la vida tempra-
na, denominadas disbiosis, han sido asociadas con des-
érdenes en la salud en nifos y adultos; entre ellos, se en-
cuentran: sobrepeso, obesidad, manifestaciones atépicas,

asma, sindrome metabdlico, diabetes tipo 2, sindrome de
intestino irritable, enfermedades crénicas inflamatorias y
condiciones relacionadas con el neurodesarrollo.1#16
Muchas de estas enfermedades crénicas, propias de la
“vida moderna”, conocidas como enfermedades crénicas
no transmisibles, estdn asociadas de forma similar con
factores de riesgo medioambientales modernos y se han
incrementado en las Ultimas décadas. En las enfermedades
metabdlicas como la diabetes, existe una inflamacién créni-
ca de bajo grado, que podria ser inducida y perpetuada por
estados de disbiosis intestinal, a través de varios mecanis-
mos. Por ejemplo, el pasaje del lipopolisacarido de bacterias
patégenas al torrente sanguineo causa una endotoxemia
metabdlica que contribuye al estado proinflamatorio. Las
1
Figura 2. Esquema del analisis de la microbiota intesti-
nal por secuenciacién del gen que codifica para el ARN
ribosomal 16S.
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dietas ricas en grasas y bajas en fibra, el sedentarismo y el
consumo de azucares refinados contribuyen a la disbiosis y
alaumento de la permeabilidad intestinal que perpetda este
estado inflamatorio.’

En el caso de las enfermedades alérgicas, aunque facto-
res genéticos pueden afectar la tendencia actual del desa-
rrollo de las mismas, el rapido incremento observado en los
ultimos 20 aios, especialmente en paises industrializados,
sugiere que deben existir factores ambientales y dietarios.
Algunos de ellos han sido identificados: el incremento de los
partos por cesarea, el uso de antibiéticos y un alto consumo
de dietasricas en grasas y bajas en fibra. Elhecho de que to-
dos estos factores a suvez modulen la microbiotaintestinal,
sugiere un papel de la misma en el desarrollo de las alergias,
sobre todo por su importante funcién en la regulacién de la
respuesta inmune y la tolerancia oral en la vida temprana.'®

Microbiota intestinal y alergias alimentarias

La alergia es la enfermedad crénica no transmisible de
inicio mas temprano, que comienza a menudo en los prime-
ros meses de vida. Las alergias alimentarias se presentan
como parte de un conjunto de manifestaciones alérgicas,
conocidas como “marcha atdpica”, en la cual aparece en los
primeros meses la dermatitis atépica, seguida por alergias a
alimentos entre los 2 y 5 afos. Asma y rinitis alérgicas sue-
len manifestarse en la edad escolar.!%4

Notablemente, la evolucién de la epidemia de alergias
ha crecido paralelamente con los cambios de estilo de vida
en los paises industrializados, tales como una progresiva
urbanizacién, programas de sanitizacién ambiental, uso
desmedido de antibidticos, inactividad fisica y consumo de
alimentos altamente procesados. Todos estos cambios han
llevado a una reduccién de la exposicién a microorganismos
en la vida temprana y a una pérdida de la diversidad micro-
biana intestinal.1°

Se han postulado algunas teorias para explicar el gran incre-
mento de las enfermedades alérgicas, especialmente en los
paises occidentalizados. Una de ellas denominada “Teoria de la
Higiene”, propuesta por Strachan a fines de los ‘80, basada en
la evidencia epidemiolégica de que el contacto temprano con
factores ambientales que incrementan una exposicién natural
a microorganismos (como el parto vaginal, la vida en ambien-
tes rurales, familias numerosas, presencia de mascotas y au-
sencia de antibidticos) protege contra enfermedades alérgicas
y autoinmunes y predispone menos al desarrollo de diabetes,
obesidad y enfermedades inflamatorias. Un ambiente extre-
madamente aséptico aumenta la incidencia de estos tras-
tornos.'%!# El hecho de que algunos investigadores hayan
sugerido un papel critico de las sefiales inmunorregulatorias
por parte de las bacterias comensales en la regulacién de la
hiperreactividad alérgica ha llevado a la reformulacién de la
hipétesis de la higiene como la de los “viejos amigos”. Esta
hipétesis propone que los cambios en el entorno, la dietayel
estilo de vida de los paises industrializados, sumados a una
alta exposicion a antibiéticos, un mayor consumo de grasas

saturadas y baja cantidad de fibra, han modificado la micro-
biota intestinal alterando de este modo el natural desarrollo
de la tolerancia inmune, lo cual ha conducido al aumento de
las enfermedades alérgicas.

En la figura 3, se muestra cuales son los factores que pre-
disponen al desarrollo de alergias alimentarias en individuos
genéticamente susceptibles. En relacién con el mecanismo
inmunolégico de la enfermedad alérgica, se sabe que la do-
minancia de la respuesta tipo Th2 sobre Th1 es clave en el
desarrollo de la misma. Los linfocitos Th2 producen interleu-
quinas como IL-4, IL-5 e IL-13, que estan involucradas en el
inicio y perpetuacién del fenotipo alérgico. La IL-4 promueve
la diferenciacién de células T virgenes a Th2 y el cambio de
clase a IgE en los linfacitos B. La IL-5 actua en la diferencia-
cién y activacién de los eosindfilos, y la IL-13 actda también
en el cambio de clase a IgE en los linfocitos B. Ademas, ac-
tiva mastocitos y promueve la migracién de eosinéfilos ha-
cia las mucosas. Por el contrario, una respuesta de tipo Th1
mediada por interferén gamma (IFN-y) inhibe la respuesta
Th2. Como consecuencia, un desbalance inmune entre es-
tas respuestas dirigido hacia un incremento de la respues-
ta tipo Th2 aumentaria el riesgo de padecer enfermedades
alérgicas. La diferenciacién hacia Th1 y Th2, asi como hacia
otros tipos de respuestas T que son relevantes en la enfer-
medad alérgica, como Tregulatoria, Th17 y Th9, esta contro-
lada estrictamente por mecanismos epigenéticos.'®

Nagler y otros autores proponen que la tolerancia a an-
tigenos dietarios y por lo tanto la prevencion de la alergia
alimentaria requieren de una respuesta inmune regulatoria
especifica de antigeno y una respuesta protectora de la ba-
rrera intestinal inducida por las bacterias comensales. La
interrupcién de la comunicacién entre el epitelio intestinal
y las células inmunes por alteraciones del microbioma, im-

Figura 3. Factores que predisponen al desarrollo de
alergias alimentarias en individuos genéticamente
susceptibles.
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pacta negativamente en la homeostasis inmune impidiendo
el desarrollo de la tolerancia oral.1#

El mecanismo primario de tolerancia oral a antigenos
dietarios es la induccién de las células T regulatorias. La res-
puesta tolerogénica a antigenos luminales depende de la
translocacion de estos a través de la barrera epitelial intesti-
nal, enla queintervienen las células M presentes en el tejido
linfoide asociado al intestino (GALT]. Alli son captados por
las células presentadoras de antigenos, fundamentalmente
las células dendriticas CD103+, las cuales migran hacia los
nédulos linfaticos mesentéricos y presentan dichos antige-
nos a los linfocitos T virgenes. Esta interaccién en presencia
de 4cido retinoico [metabolito de la vitamina A) y del factor
de crecimiento transformante beta (TGF-3) producidos por
las células dendriticas CD103+ favorece la conversidn a cé-
lulas T regulatorias foxP3+ especificas de antigeno, produc-
toras de IL-10. Algunas T regulatorias migran hacia el torren-
te sanguineo promoviendo tolerancia sistémica y vuelven
a la [dmina propia donde producen TGF-3, que promueve el
cambio de clase a IgA en los linfocitos B. Si bien el papel de
la microbiota en la regulacién de la captacién y la presenta-
cién de antigenos aun no ha sido completamente dilucida-
do, se sabe que en el intestino delgado, donde se absorben
los antigenos alimentarios, los fagocitos mononucleares
residentes en la Idmina propia (MNPs) expresan el receptor
de quimioquinas CX3CR1. La estimulacién microbiana de
los Toll-like receptors (TLRs) y la sefializacion mediante la
proteina de diferenciacion mieloide 88 (MyD88] inducen la
generacién de extensiones de las células dendriticas en el
intestino delgado. Tanto la presentacién de antigenos como
la produccién de IL-10 por parte de los MNPs CX3CR1+ son
requeridas para la tolerancia. Se ha observado que, en rato-
nes tratados con antibiéticos, los MNPs CX3CR1+ pierden la
capacidad de expresar IL-10, lo que sugiere un papel critico
de la microbiota en su funcién.*>14

Los microorganismos comensales también influyen en
el desarrollo de linfocitos T regulatorios en forma directa, a
través de los 4cidos grasos de cadena corta (AGCC), que son
los productos finales de la fermentacién de la fibra dietética
por las bacterias comensales, en especial los Firmicutes. Se
ha demostrado una correlacién positiva entre el nimero de
T regulatorios y la concentracién de AGCC. Uno de los meca-
nismos por los cuales los AGCC protegen contra enfermeda-
des alérgicas es de tipo epigenético, mediante la inhibicién
directa de deacetilasas de histonas, que regulan la expre-
sién de las células linfoides innatas para la proteccién de la
barrera intestinal, a través de la produccién de IL-22. Esta
induce la produccién de péptidos antimicrobianos por parte
de las células de Paneth, y de mucus mediante las células
Globet en un intestino con microbiota saludable.! En par-
ticular, el acetato es capaz de incrementar el porcentaje y
actividad de las células T regulatorias causando un aumento
en el estado de acetilacién del promotor de foxP3+ a través
de la inhibicién de la deacetilasa de histona HDACS. El buti-
rato inhibe estas enzimas afectando la activacién, al menos

parcial, del factor de transcripcién NF-kB. La acetilacién in-
ducida por los AGCC producidos por Clostridium, Anaerosti-
pes y Eubacterium, asi como la metilacién del ADN inducida
por el folato sintetizado a partir de bacterias comensales
como Lactobacillus y Bifidobacterium, estimulan el desarro-
llo y el balance inmune del intestino.®

Todos estos datos sugieren que las células T regulatorias
foxP3+, inducidas en forma especifica tanto por los antige-
nos alimentarios como por las bacterias comensales, coo-
peran para prevenir la respuesta alérgica a los alimentos.*

Alergia a la proteina de leche de vaca (APLV)

La APLV es la alergia alimentaria mas comun en nifios.
Se presenta generalmente antes de los 2 afos de edad y
es reconocida como un indicador de desregulacion de la
respuesta inmune en la edad pedidtrica.'%° De hecho, los
nifios afectados por APLV en el primer afio de vida tienen un
riesgo incrementado de desarrollar otras manifestaciones
atépicas a lo largo de su vida, asi como otros desdrdenes
crénicos inmunomediados.!® La incidencia mundial es de 2
a 3 % en el primer afo de vida y, en la actualidad, el Gnico
tratamiento posible es retirar de la dieta todos los alimentos
que contengan proteinas de leche de vaca.'8%C

En cuanto a la prevalencia en Argentina, un estudio re-
trospectivo que analizé casos confirmados de APLV durante
11 afos en un hospital universitario detecté una prevalen-
cia acumulada de 0,8 %, con un incremento porcentual de
la misma desde 0,4 % en 2004 hasta 1,2 % en 2014, lo que
representa un aumento de tres veces en la prevalencia de
esta alergia.?* La APLV suele tener una evolucién favorable
conresolucién espontanea hacialos 5 afos devida,y,enun
90 % de los casos, antes de los 2 afios de vida.?2

Con base en la reaccién inmune implicada, se distin-
guen tres tipos de APLV: mediada por IgE, no mediada por
IgE (la mayoria debidas a reacciones de inmunidad celu-
lar) y trastornos mixtos.?3 Las primeras se caracterizan
por la aparicién de forma inmediata (menos de 2 horas
desde el contacto] de sintomatologia cutanea, como
dermatitis atépica, o respiratoria, como rinitis 0 asma.
En estos pacientes, es posible determinar la existencia
de anticuerpos IgE especificos en sangre o de una prue-
ba cutanea positiva (Prick test). La APLV mediada por IgE
es la forma responsable de la expresién mas extrema de
APLV, que es la anafilaxia. Las formas no mediadas por
IgE ocasionan una sintomatologia predominantemente
digestiva de aparicién tardia, cuya forma mas comuin de
presentacion es la proctocolitis alérgica, y, en la mayoria
de los casos, no es posible confirmar la implicacién de un
mecanismo inmunolégico mediante pruebas complemen-
tarias.?? Otras formas de presentacién son la enteropatia
o la enterocolitis inducida por proteina de leche de vaca.?*

El diagndstico de APLV se realiza teniendo en cuenta cri-
terios clinicos y de laboratorio establecidos en consensos
nacionales e internacionales.?

Para el diagnéstico de la variante mediada por IgE, se
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requiere una historia clinica detallada y compatible, con la

aparicion de sintomas inmediatos (menos de 2 hs tras la

ingesta), manifestaciones cutédneas y/o respiratorias y/o

digestivas ligadas a mecanismos IgE: urticaria, angioede-

ma, sindrome de alergia oral, rinoconjuntivitis, sibilancias,

hipersensibilidad gastrointestinal inmediata o anafilaxia,

mas la determinacién de sensibilizacién a proteinas de le-

che de vaca (mediante test cutaneos o IgE especificas] y

mejoria absoluta de los sintomas al suprimir la alimentacién

a base de proteinas de leche de vaca y derivados.

e Pruebas cuténeas [Prick test]
Se coloca una gota de alérgeno o-lactoalbimina, B-lacto-
globulina, caseina, histamina como control positivo y suero
salino como control negativo] en la cara anterior del ante-
brazo; se pincha con lanceta encima de cada gota para que
la solucién penetre en la piel y se mide el tamaro de la pa-
pula a los 15 minutos. Se considera positivo un tamafio de
papula superior a 3 mm; una papula superior a 10 mm se
asocia con alergia persistente.

e Determinacion de IgE especifica en suero
Se determina la IgE especifica para proteinas de la leche de
vaca con un punto de corte de 0,35 kU/L. Valores superiores
a 2,5 tienen un alto valor predictivo positivo.

e Prueba de provocacién oral
Su realizacién puede omitirse si la probabilidad de APLV es
alta, con base en los test cutaneos o las IgE especificas po-
sitivas, 0 si la misma tuviera un riesgo elevado de presentar
sintomas severos (p. ej., antecedente de anafilaxia).
El diagndstico de las variantes no mediadas por IgE requiere
una historia clinica detallada y compatible, mas la prueba
de exclusién - provocacién. La historia clinica debe evaluar
antecedentes familiares y personales de atopia para esta-
blecer el riesgo, la asociacién y tiempo transcurrido entre la
exposicién al alimento y la aparicion de los sintomas, carac-
teristicas y gravedad de los mismos, edad de comienzo, his-
toria nutricional y dietética completa y factores asociados o
desencadenantes.

e Prueba de exclusién - provocacién
Es la prueba gold standard para confirmar el diagndstico de
APLV nomediada por IgE. Consiste en excluir laleche de vaca
y derivados de la dieta por un periodo de 4 a 6 semanas,
comprobar la resolucion de los sintomas y posteriormente
volver a introducirla de forma controlada, excepto en los ca-
sos de enterocolitis inducida por proteinas. Si el nifio esta
alimentado con pecho exclusivamente, la madre debe rea-
lizar la dieta de exclusién en forma estricta. Si se encuentra
recibiendo férmula artificial, se indica una férmula extensa-
mente hidrolizada.

Alteraciones de la microbiota intestinal en alergias alimentarias

En humanos, el primer estudio que exploré la hipdtesis
de que la enfermedad alérgica estaria asociada con una
microbiota alterada en nifios fue realizado en Suecia en los
anos 90 utilizando técnicas dependientes de cultivo. Halla-
ron que los nifios alérgicos estaban menos colonizados con

lactobacilos y tenian mayor proporcién de bacterias aero-
bicas y menos Bacteroidetes que los nifios sin alergias.®
Sin embargo, este tipo de estudios arrojaban resultados
parciales, dado que la mayoria de las bacterias intestinales
no pueden ser cultivadas. Desafortunadamente, no se han
realizado trabajos en esta area utilizando metagendmica
total, pero numerosos estudios basados en secuenciacién
del ARN ribosomal 16S han demostrado que los nifios con
alergias alimentarias exhiben una microbiota diferente a la
de aquellos sin alergias.?® En la Tabla |, se mencionan los
estudios publicados hasta la fecha en alergias alimentarias
mediadas por IgE. Los estudios muestran resultados dis-
pares, si bien pareceria existir un aumento de Enterobacte-
riaceae y Bacteroides, y disminucién de bifidobacterias en
varios de ellos.

Los estudios en alergia alimentaria no mediada por IgE
son alin mas escasos. Por ejemplo, Berni Canani et al. halla-
ron disbiosis intestinal caracterizada por enriquecimiento
de Bacteroides y Alistipes en nifios con APLV IgE no media-
da, en comparacién con el grupo control.*®

Por otra parte, estudios en animales de experimentacién
revelan evidencias acerca del papel de la microbiota en el
desarrollo de alergias. Ratones tratados con antibidticos
han mostrado predisposicién al desarrollo de enfermedad
alérgica. Similarmente, ratones libres de microorganismos
o germ-free (GF) no desarrollan tolerancia inmune y man-
tienen una respuesta Th2 a antigenos administrados oral-
mente. Este efecto puede revertirse mediante la reconsti-
tucién del microbioma a edad temprana, pero no mas tarde
en la vida.?® Otra cuestion interesante es que la microbiota
intestinal es capaz de transferir susceptibilidad a alergia
alimentaria, lo cual fue probado en ratones GF a los cuales
se les reconstituia la microbiota con otra proveniente de un
modelo de ratones susceptibles a alergia alimentaria.?” Un
estudio del grupo de Cathryn Nagler demostrd que ratones
GF estaban protegidos de desarrollar anafilaxia a la leche de
vaca si se colonizaban con microbiota de nifios sanos, pero
no, con microbiota proveniente de nifios con APLV.28

Aunque cada vez surgen mas evidencias de asociaciones
de la microbiota con enfermedades alérgicas, algunos estu-
dios no han hallado diferencias en la microbiota de nifios
con estos cuadros o han encontrado asociacién con ciertos
fenotipos alérgicos, pero no con otros.® Si bien sabemos que
la estructura de la microbiota en los primeros 6 meses de
vida es relevante en el desarrollo de alergias, y que la dis-
biosis intestinal podria influenciar tanto la aparicién como el
curso de las alergias alimentarias, ain no se han detectado
taxones especificos asociados con estas patologias.?® Esto
puede deberse tanto a la heterogeneidad en los disefios ex-
perimentales como al momento de la toma de muestra, los
métodos utilizados para la caracterizacion de la microbiota
o los diferentes tipos de alergia estudiados, lo cual dificulta
establecer una clara asociacién entre taxones especificos y
el desarrollo de alergias.

Algunos autores han hallado que una disminucién de la
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Tabla I. Estudios de microbiota intestinal en pacientes pediatricos con y sin alergia alimentaria mediada por IgE.

L . Diversidad .
Alergia alimentaria . ) Alteraciones en taxas
microbiana
Ling et al. 2014 Leche de vaca, huevo, e Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria
=34)31 do, trigo, i _
(n=34) pescado, trigo, mani Firmicutes
Huevo. leche de vaca Firmicutes, Proteobacteria y Actinobacteria
Chenetal. 2015 (n=23)% trivo r;1an|’ coi ’ Disminuida
g0, mani, so) Veillonella
Leche de vaca, huevo, . .
Azadetal. 2015 (n=12)33 man v ey lgual Bacteroidaceae y Enterobacteriaceae
Ruminococcaceae, Lachnospiraceae
Berni C ietal. 2016
erni~ananieta Leche de vaca NR

(n=39)34

Huevo, trigo, soja, leche NR

Inoue et al. 2017 (n=4)3> .
de vaca, mani

Savageetal. 2018 Leche de vaca, trigo,

Bifidobacteriaceae, Streptococcaceae,
Enterobacteriaceae

Lachnospira, Veillonella, Sutterella
Dorea, Akkermansia

(n=14)% huevo, mani, soja Igual Citrobacter, Oscillospira, Lactococcus, Dorea
B ichetal. 2016
ungava[\;c eta Leche de vaca NR Bacteroidetes, Enterobacter
(n=226)
Fazlollahietal. 2018
azlo’ta ;Ge a Huevo NR Lachnospiraceae, Streptococcaceae
(n=141)
Enterobacteriaceae
Dongetal. 2018 (n=60)?° | Leche de vaca Disminuida
Bacteroidaceae
Th tal.2010 Lactobacill
ompsoneta Leche de vaca NR actobacillaceae

(n=16)38

» NR, no reportada. Adaptada de Di Costanzo, 2020.

Bifidobacteriaceae, Enterobacteriaceae

diversidad microbiana precede al desarrollo de eczema,
sensibilizacién atépica, rinitis alérgica y asma, lo cual su-
giere que esta pérdida de diversidad podria ser incluso mas
importante como factor predictivo que la presencia o ausen-
cia de determinados taxones microbianos.®

Discusion y perspectivas futuras

La bibliografia consultada evidencia que, a pesar de
los avances tecnoldgicos en secuenciacion y analisis
bioinformatico, alin no se conoce con exactitud qué mi-
croorganismos son cruciales en el desarrollo de enferme-
dades alérgicas, y aunque las mas estudiadas son la der-
matitis atépica, el eczema, la rinitis alérgica y el asma,
también se obtuvieron resultados controvertidos. Esto
sugiere la necesidad de seguir avanzando en el estudio
de la microbiota de poblaciones pediatricas y en el cono-
cimiento de las alteraciones que se presentan en nifos

con APLV teniendo en cuenta las particularidades etarias
y regionales.

Por otra parte, es importante tener presente que la pro-
gramacién inmune inducida por la microbiota intestinal
ocurre en los primeros afnos de vida. Este periodo consti-
tuye la ventana en la cual las intervenciones serian efec-
tivas en la prevencion de las alergias.

La evidencia acumulada sobre la influencia de la mi-
crobiota intestinal y sus metabolitos en el desarrollo de
alergias provee una base cientifica para la creacion de
estrategias innovadoras para la prevencién y el trata-
miento de las mismas, como es el uso de ciertos probidti-
cos. Sin embargo, debido a los factores ya mencionados
que intervienen en la conformacion de la microbiota, es
importante tener en consideracién los pardmetros eta-
rios, étnicos, geograficos, de estilo de vida y de alimen-
tacién para el estudio y caracterizacién de la microbiota
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saludable en una determinada poblacién, ya que su co-
nocimiento serd critico para poder predecir alteraciones
relacionadas con ciertas enfermedades.

Si bien algunos ensayos clinicos han demostrado que la
manipulacién de la microbiota intestinal con probiéticos o
prebiéticos podria ser efectiva en la prevencién primaria de
la dermatitis atdpica, ain no hay evidencias suficientes en
otras condiciones alérgicas como las alergias alimentarias.

Por todo lo expuesto, existe un creciente interés en
descubrir biomarcadores basados en el microbioma que
sean capaces de predecir enfermedades y que puedan
ser utilizados a futuro para proponer estrategias tera-
péuticas y preventivas.
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J Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenémica Humana (ISCN 2020) 9-Apr v 8 ras Furforoy Rozenta

CALIDAD EN LABORATORIOS DE GENETICA FORENSE. Dra. Claudia Garcia Bonelli
2 Abril a defini EMESTRAL
0 [NUEVD) riladefinir | SEMES Dr. Esp. César Collino
21 CALIDAD ANALITICA: Implementacién de un Sistema de Gestién de Calidad: 6-May SEMESTRAL Dres: César Collino, César Yené,

Herramientas practicas para el Laboratorio Bioquimico Pablo Lujan.,Claudio Abiega
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NOMBRE DEL CURSO INICIO DURACION

DIRECTOR/A

HERRAMIENTAS PARA EL RECONOCIMIENTO CITOMORFOLGGICO DE LOS LINFOCITOS

22 EN TRASTORNOS BENIGNOS Y MALIGNOS: 6-May TRIMESTRAL Dra. Claudia Ayuso
linfocitos reactivos o sospecha de neoplasia?
Dra. Adriana Ridolfi
23 TOXICOLOGIA LEGAL Y FORENSE 6-May SEMESTRAL e drana Hidom
Dra. Gloria Alvarez
“PRIMER CURSO INTERNACIONAL: )
24 Clinica y Laboratorio de enfermedades autoinmunes”. h;:fgigi? SEMESTRAL Dr.é]:lg;:zfj:rr]u;ll[[;:lreb:llo
(NUEva) ’
. Dra. Maria José Rial
25 ACTUALIZACION EN DIAGNOSTICO VIRAL 13-May CUATRIMESTRAL )
Dra. Alejandra Svartz
26 | BASES MOLECULARESY CELULARES DEL FUNCIONAMIENTO DEL SISTEMA INMUNE 13-May SEMESTRAL Dr. Fernando Chirdo
DILEMAS EN LA IDENTIFICACION MORFOLGGICA DE LAS CELULAS DE LA SERIE
27 MIELOIDE EN SANGRE PERIFERICA 20-May TRIMESTRAL Dra. Claudia Ayuso
(NUevo)
Dr. Ricardo Forastiero
28 INHIBIDORES ADQUIRIDOS DE LA COAGULACION 27-May CUATRIMESTRAL L
Dra. Cristina Duboscq
MEDICINA DEL DEPORTE: Dr. Christian Lassen
29 Relacién con la bioquimica: 27-May CUATRIMESTRAL ' otros
desde el diagnéstico al tratamiento de lesiones deportiva Y
CLAVES PARA LA INTERPRETACION Y VALIDACION DEL HEMOGRAMA AUTOMATIZADO. -
30 DETECCION DE INTERFERENCIAS 3-Jun TRIMESTRAL Dra. Viviana Osta
31 LA BIOQUIMICA EN EL BANCO DE SANGRE 10-Jun SEMESTRAL Dr.Mauro Fernandez Toscano
ROL DE LA MORFOLOGIA DE LAS CELULAS HEMATICAS .
32 EN EL LABORATORIO DE URGENCIAS 10-Jun TRIMESTRAL Dra. Viviana Osta
EVALUACION DEL SEMEN HUMANQO. Dra. Julia Irene Ariagno
¥ TEGRICO-PRACTICO 10-Jun | CUATRIMESTRAL Dra Chenlo
MICROBIOLOGIA DE LOS ALIMENTOS Y BEBIDAS. Dra. Silvina Farrando
o CURSO TEGRICO-PRACTICO Leun TRIMESTRAL Dra. Maria Laura Sanchez
35 HERRAMIENTAS BASICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR 24-Jun | CUATRIMESTRAL or Luis Bastos
Dra. Maria de la Paz Dominguez
EL ROL DEL LABORATORIO EN LA SEGURIDAD DEL PACIENTE. 2do Dra. Silvana Daverio
36 CUATRIMESTRAL
(TOTALMENTE ACTUALIZADO) cuatrimestre Dra. Karina Fiezzoni
NEFROLOGIA II. Rol del laboratorio en los criterios diagnésticos. 2do .
37 (NUEVD) cuatrimestre TRIMESTRAL Dr. Alberto Villagra
38 ACTUALIZACION EN EL ESTUDIO DE LAS DISPROTEINEMIAS 1-Jul SEMESTRAL ora. sabel De'sm'mn'e
Dra. Isabel Crispiani
Dra. Silvia G. Ramos
39 CURSO DE NEUROINMUNOLOGIA 1-Jul CUATRIMESTRAL Dr. Andres Villa
Gabriel Carballo
40 CURSO INTEGRAL SOBRE LIQUIDOS DE PUNCION con Tépicos de Urgencia 8-Jul CUATRIMESTRAL Dr. Luis Palaoro
INMUNOLOGIA CELULAR. EL LABORATORIO EN EL ESTUDIO DE LAS CELULAS
41 15-Jul TRIMESTRAL Dra.Viviana Novoa

DEL SISTEMA INMUNE Y SUS PATOLOGIAS
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ASOCIACION

SOLICITUD DE INSCRIPCION BIOQUIMICA

ARGENTINA

ASOCIACION BIOQUIMICA ARGENTINA
Fundada el 3 de septiembre de 1934

Miembro Fundador:

Confederacién Unificada Bioquimica
de la Republica Argentina (CUBRAJ;
Coordinadora de Colegios Bioquimicos
de Ley de la Republica Argentina;
Sociedad de Bioquimica y Patologia
Clinica del MERCOSUR.

Institucién Invitada:

Ente Coordinador de Unidades
Académicas de Facultades de Farmacia
y Bioquimica [ECUAFyB]

Miembro Adherente:
Asociacidn Latinoamericana Patologia
Clinica.

Integrante:

Comisidn Nacional de Certificacién
Bioquimica (COCERBIN]; Comisidn

de Elaboracién de Normas y Guias
de Laboratorio del Ministerio de Salud
y Accidn Socia; Consejo Asesor y del
Comité de Auditoria Interna Programa
de Acreditacion de Laboratorios de la
Fundacién Bioquimica Argentina.

La ASOCIACION BIOQUIMICA ARGENTINA es la primera entidad Bioquimica de
nuestro pais, y la precursora de muchas otras en Latinoamérica.

Los objetivos que llevaron a su creacion, siguen vigentes en la actualidad:

1| Promover la educacidn continua de los bioquimicos.

2| Editar la Revista Bioquimica y Patologfa Clinica, que es la revista cientifica
de la Asociacidn, de distribucién cuatrimestral.

3| Desarrollar cursos de capacitacién y actualizacién, en la Ciudad de
Buenos Aires y el Interior del Pais.

4| Cada 2 afos, organiza en los afos pares el Congreso Nacional Biogquimico
y en los afos impares, las Jornadas de Actualizacién ABA.

5| Ensusede tiene un aula docente de 30 asientos y un moderno laboratorio
de trabajos practicos.

6| Asimismo, la Asociacion ha implementado el Programa de Certificacion
Bioquimica, mediante el cual se puede acceder a los Certificados de
Especialista, y de Actualizacién en una determinada especialidad o en
Bioquimica Clinica.

7| Enla Asociacién funcionan ademas, diferentes Comisiones Internas y las
Divisiones / Secciones, encabezadas por prestigiosos profesionales, para
asesoran a la Comisién Directiva y a sus socios.

8| La ABA tiene convenios de cooperacidn institucional con universidades
nacionales, privadas y fundaciones cientificas de prestigio.

Los socios de la ABA gozan de aranceles preferenciales en cualquier
actividad que desarrolla la Institucion y reciben la Revista ByPC sin cargo
adicional.



ASOCIACION
BIOQUIMICA
ARGENTINA

Para asociarse, debe hacernos llegar esta solicitud completa en letra clara de imprenta y sin omitir ningin dato.
Adjuntar una foto carnet, una fotocopia del titulo (anverso y reverso, tamafo 10 x 15 cm] y -de elegir este sistema
de pago- el formulario de ingreso al sistema de débito automatico por tarjeta de crédito VISA o MASTERCARD
($45/mes). En su defecto deberd abonar un afio por adelantado ($540/afio)

En el caso que usted optara por el pago anual, puede hacerlo en efectivo en nuestra secretaria o mediante cheque
y/o giro postal a la orden de “Asociacién Bioquimica Argentina”, completo, sin abreviaturas.
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INFORMES

Secretaria de la Asociacién Bioquimica Argentina Venezuela 1823 Piso 3
1096 — Ciudad de Buenos Aires. e-mail: info@aba-online.org.ar.
TELEFAX (011)4384-7415-TEL: (011) 4381-2907

Horario: Lunes a Viernes de 15:00 a 19:00 Hs.



