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Albert Lester Lehninger (1917- 1@ ue un bioquimico estadouniden
dedicé mas de treinta afos al estudio bioquimico de las mi dria
considerado el padre de la bioenergética. En 1951, habia demost osfo
oxidativa en las mitocondrias con la produccién de ATP, y la biosintesis de muleculas
ricas en hidrégeno como son los 4cidos grasos y el colesterol. Hizo contribuciones
fundamentales a la comprensién actual del metabolismo a nivel molecular. En
1948 descubrid, junto con Eugene P. Kennedy, que las mitocondrias son el sitio
de fosforilacién oxidativa en las células eucariotas, esto marcé el comienzo del
estudio moderno de la transduccién de energia. Es autor de varios textos clasicos,
entre ellos: Principios de Bioquimica, utilizado para los cursos de introduccion a
la bioquimica en las muchas universidades del mundo, traducido a doce idiomas,
y con mas de 600.000 ejemplares vendidos. Su memoria se honra a través de las
Conferencias Albert Lester Lehninger Memorial en la Universidad Johns Hopkins.

LN
o
o
N
(5]
©
.E
o
<<
)
2
)
=
|
~—
o
=
2]
¢]
=
(]
S
=
(=]
>
@
c
=
c
(]
o)
—
<
(0]
(8]
E
=)
jon
2
[a3)
=
%)
(SR
0
(S}
o
(2]
<
10
(5]
©
©
i)
@
>
(]
o

.

ia Clinica

I'e

Patolog|

.

imicay

e

ByPC Bioqu




ByPC

Vol. 89 - N°1
Ene. - Abr. de 2025

SUMARIQO Ciudad de Bs. As. Argentina

Pag. 13

Pég. 14

Pag. 19

Pag, 27

Pag. 33

Pég. 44

Pég. 60

Pag. 66

Pag. 66

ISSN 1515-6761 Ed. Impresa
[ISSN 2684-0359 Ed. electrénica

Revista de la Asociacién
Bioquimica Argentina
EDITORIAL
Laboratorios sin latex: un requisito para cuidar a toda la comunidad.
Latex-free laboratories: a requirement to care for the entire community.

Magarifios, José.

ARTICULOS ORIGINALES

Evaluacion de test répido, anélisis de pardmetros de laboratorio y serotipos circulantes en pacientes con diagnéstico confir-
mado de dengue durante marzo - abril del 2023 en zonas de CABA y Gran Buenos Aires.

Evaluation of rapid test, analysis of laboratory parameters and circulating serotypes in patients with a confirmed diagnosis of
dengue during March-April 2023 in areas of Buenos Aires city and Greater Buenos Aires.

Gomez, Alejandra Gabriela; Lépez, Yanina; Soler, Jazmin; Losada, Graciela; Rabellini, Soffa; Tajes-Nufiez, Eugenia; Mogollén-Molina, Natalia; Ronanduano, Paula; Décimo,

Agustina; Oviedo, Florencia.

Ferroptosis, un mecanismo de muerte celular presente en B-talasemia menor.
Ferroptosis, a cell death mechanism present in B-thalassemia minor.
Teran, Magdalena Maria; Ménaco, Maria Eugenia; Haro, Cecilia; Ledesma Achem, Miryam Emilse; Alvarez Asensio, Natalia Sofia; Agliero Aguilera, Ana Carolina; Lazarte,

Sandra Stella; Issé, Blanca Alicia.

Estrategia de comparacién de métodos para la determinacion de ionograma sérico basado en un sistema documental.
Strategy to compare methods for the determination of serum ionogram based on a documentary system.

Labanti Mauricio; Peralta Silvia; Collino Cesar Juan Gerardo.

Evaluacidn de estrategias para la gestion de calidad en laboratorios clinicos: anélisis de modo y efecto de fallo e indicador Budget Error.
Assessment of Quality Management Strategies in Clinical Laboratories: Analysis of Failure Mode and Effect and the Budget Error’ Indicator.

Gimenez, José Maria; Bonetto, Ayelén; Abiega, Claudio; Lujan, Pablo Rodrigo

Andlisis del genoma completo de las cepas emergentes de rotavirus G3P[4] y GBP[8] en Argentina: nueva introduccién vs. reorde-
nante de cepas locales.
Complete genome analysis of emergent GIP[4] and G8P[8] rotavirus strains in Argentina: novel introduction vs. re-assortment of local strains.

Martelli, Antonella; Marchetti, Paulina; Eibar, Vanina Sol; Stupka, Juan Andrés; Degiuseppe, Juan Ignacio.

Verificacién e implementacién de los métodos de B-hidroxibutirato y 4cidos grasos libres no esterificados en un equipo automatizado.
Verification and implementation of the B-hydroxybutyrate and non-esterified free fatty acid methods in automated equipment.

Bariandaran, Aldana; Chilelli, Carla; Barbieri, Alejandra; Pifieiro, Natalia; Gosis, Ramiro; Rodifio, Alejandra; Fernandez, Gabriela; D “Isa, Gabriela.

Antigeno prostatico especifico para el diagndstico de hiperplasia prostatica benigna en pacientes con sintomas de infeccion del

tracto urinario a repeticion.

Prostate-specific antigen for the diagnosis of benign prostatic hyperplasia in patients with symptoms of recurrent urinary tract infection.

Luizaga Gémez, Gabriela Telma.

ARTICULO DE REVISION

Estado actual de las pruebas de laboratorio en el lugar de asistencia del paciente. Rol del bioquimico.
Current state of the point of care Laboratory testing: role of the biochemist.

D “Isa, Gabriela; Quattrocchi, Gabriela; Lépez, Marfa Alejandra; Castro, Marcela; Rodriguez, Fabian.
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Albert Lester Lehninger (1917-1986)
&l padre de la bioenergética

TAPA

Fue un bioquimico estadounidense, ampliamente con-
siderado como un pionero en el campo de la bioenergética.
Nacié en Bridgeport, Connecticut, Estados Unidos, el 17 de
febrerode 1917.

Durante los afios 1935 a 1939 asisti6 a la Universidad
Wesleyan. Su maestro, Ross Fortner Jr., le desperté el interés
por la bioquimica al abordar las contribuciones de los alema-
nes Otto Warburg (Premio Nobel en 1931] y Hans Krebs (Pre-
mio Nobel en 1953) sobre el metabolismo celular.

Lehninger se recibi6 de licenciado en inglés en la Universi-
dad de Wesleyan en el afio 1939, luego realizé su Maestria en
Ciencias en 1940 y se doctord en bioquimica en 1942 en la
Universidad de Madison, Wisconsin, bajo la direccién de Edgar
J. Witzemann. Realizé su tesis doctoral sobre el metabolismo
delas grasas.

Enelafo 1945, fue contratado como profesor asistente de
bioquimica y cirugia en la Universidad de Chicago, en la que
permaneceria seis afios. Ademas, se desempefid en diversos
cargos docentes en la Universidad de Madison.

Albert L. Lehninger dedicéd mas de treinta afios al estudio
bioquimico de las mitocondrias, siendo considerado el padre
de la bioenergética. En 1951, habia demostrado la fosforila-
cién oxidativa en las mitocondrias con la produccién de ATP,
y la biosintesis de moléculas ricas en hidrégeno como son los
acidos grasos y el colesterol.

En 1952 fue designado como director del Departamento
de Quimica Fisiolégica de la Facultad de Medicina de la pres-

tigiosa Universidad Johns Hopkins. Se desempefié en esta
posicién hasta 1978 y luego fue designado como profesor
de la Universidad de Ciencias Médicas. Este cargo fue creado
especificamente para Lehninger, para honrar su servicio a
la Universidad Johns Hopkins, por sus esfuerzos cientificos
pioneros y su dedicacion a sus estudiantes. Ocupd este titulo
hasta sumuerte.

Hizo contribuciones fundamentales a la comprensién ac-
tual del metabolismo a nivel molecular. En 1948, descubrio,
junto con Eugene P. Kennedy, que las mitocondrias son el
sitio de fosforilacién oxidativa en las células eucariotas. Esto
marcé el comienzo del estudio moderno de la transduccién de
energfa. Es autor de varios textos clasicos, entre ellos: Mito-
condria, Bioenergética, Bioquimica y en particular, Principios
de Bioquimica un texto de referencia ampliamente utilizado
para los cursos de introduccién a la bioquimica en las univer-
sidades.

De este tratado de bioquimica de 1970, que fue traducido
adoce idiomas, llegaron a venderse 600.000 ejemplares. Alo
largo de su trayectoria recibié numerosos premios y reconoci-
mientos. Fallecié el 4 de marzo de 1986 a la edad de 69 afos,
debido a complicaciones graves del asma. Péstumamente, su
memoria se honra a través de Las Conferencias Albert Lester
Lehninger Memorial en la Universidad Johns Hopkins.

Su mejor legado fue, la escuela de bioquimicos que formg,
y especialmente, sus discipulos Eugene Patrick Kennedy
(1919-2011) y Morris Enton Friedkin (1918-2002].
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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

Laboratorios sin latex: un requisito para cuidar a toda la comunidad

En los laboratorios de analisis clinicos, la seguridad y la
precisién son fundamentales para una atencién centrada en
el paciente. Sin embargo, hay un aspecto que a menudo pasa
desapercibido: el latex natural.

En la década de 1980, los Centros para el Control y Preven-
cién de Enfermedades (CDC) de Estados Unidos establecieron
el Sistema de Precauciones Universales como guia para preve-
nir la transmision y el control de la infeccién por VIH y otros pa-
tdgenos para el personal sanitario y sus pacientes. Recomen-
daron, entre otras medidas de bioseguridad, el uso de guantes
como barrera para evitar la exposicién a la sangre y a los fluidos
corporales. Si bien esta disposicion no especificaba que los
guantes debian ser de latex de caucho natural, este fue el ma-
terial predominantemente utilizado. La medida fue avalada y
promovida por las aseguradoras de riesgo de trabajo, peronada
se dijo ni se menciond acerca del peligro que su uso acarrea.

La alergia al Iatex es una patologia 100% adquirida y poten-
cialmente mortal, que puede desarrollarse en cualquier perso-
na expuesta en forma precoz y/o reiterada a las proteinas de
los productos elaborados con latex de caucho natural por con-
tacto directo e indirecto o por inhalacién de sus particulas ae-
rosolizadas, a través de las vias cutanea y percutanea, serosa,
mucosa, inhalatoria, digestiva y sanguinea.

El latex natural es una sustancia vegetal que se extrae del
arbol del caucho o Hevea brasiliensis, de la familia de las Eu-
phorbiaceae, y que contiene mas de 250 proteinas, 60 de las
cuales tienen la capacidad de comportarse como alérgenos
potentes,responsables de los procesos de sensibilizacidn,
alergia y cuadros de anafilaxia mediados por anticuerpos espe-
cificos, que pueden implicar serio compromiso paralasaludyla
vida de los seres humanos.

Enunentorno donde la seguridad del paciente es primordial,
eliminar el latex natural de los laboratorios clinicos se convierte
en una medida crucial y prioritaria que no solo protege a aque-
llos que ya cuentan con un diagnéstico confirmatorio de esta
alergia tipo |, sino también, a quienes, estando sensibilizados,
desconocen su condicién.

La conversidn hacia laboratorios seguros, sin latex, también
optimiza la precision de las pruebas. El latex natural y sus parti-
culas asociadas pueden contaminar muestras de sangre y otros
fluidos bioldgicos, lo que podria conducir a resultados incorrec-
tos. Eliminar esta fuente de contaminacién fortalece la integri-
dad de los resultados de las pruebas, y los laboratorios pueden
garantizar resultados mas confiables sentando asi las bases
para una atencién médica mas segura y eficiente para todos.

La transicién hacia la eliminacién del latex no es solo un
acto de responsabilidad médica, sino también una estrategia
para proteger el bienestar del personal de la institucion. Debi-
do a que las posibilidades de sensibilizarse aumentan cuanto

mayor es la exposicion a las proteinas alergénicas del latex, el
personal de salud constituye uno de los grupos de riesgo con
mayor incidencia de esta patologfa, circunstancia que convier-
te esta sensibilizacién en una enfermedad ocupacional recono-
cida por la Organizacion Internacional del Trabajo (OIT) desde
elafio 2010.

Llegd la hora de que los laboratorios clinicos den un paso
adelante y abracen la conversién que lleve hacia instituciones
seguras sin latex. Lograrlo requiere de una planificacién ex-
haustiva para sustituir todos los materiales con Iatex natural
por materiales sintéticos libres de latex y para educar al perso-
nal acerca de los riesgos que representa la exposicion al latex
natural, a fin de consolidar estas medidas de prevencién en el
ambito laboral, pero también en toda la comunidad.

En la actualidad, existen proyectos de ley nacionales y pro-
vinciales que promueven la implementacion de programas de
prevencion de la sensibilizacién y la alergia al latex de cau-
cho natural, con el objetivo de garantizar en todo el territorio
nacional el derecho a la salud de la poblacién. Sin embargo,
con la norma juridica adn pendiente, no alcanza y, por ello, la
Asociacion Argentina de Alergia al Latex trabaja para difundir
informacién sobre esta patologia y abogar por el derecho a la
salud sin exposicion al latex natural. Esta asociacién civil sin
fines de lucro puede proporcionar asistencia técnica y apoyo
alos laboratorios durante el proceso de conversién, incluyendo
acompafiamiento en la redaccién de directrices, protocolos, lis-
tas de verificacién, y la capacitacion necesaria para consolidar
un cambio de cultura organizacional. Por tal razén, convoco a
los colegas, empleadores, propietarios, editores de revistas es-
pecializadas, funcionarios de seguridad y de salud y sindicatos
para que hagan llegar informacién y recomendaciones a todos
los trabajadores que puedan verse expuestos al latex natural
para protegerlos y proteger a la comunidad, ya que, ademas de
la alergia grave que puede adquirirse, este material es mutagé-
nico y puede transmitirse a generaciones futuras a través del
ADN de sus progenitores.

Cuidemos a los que nos cuidan y a toda nuestra comunidad
através de instituciones seguras sin latex.

Biog. Espec. José Magarifios
Miembro del Comité Cientifico de AAAL
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ARTICULO ORIGINAL

Evaluacion de test rapido, analisis de parametros de laboratorio y serotipos
circulantes en pacientes con diagndstico confirmado de dengue durante

marzo - abril del 2023 en zonas de CABA y Gran Buenos Aires
Evaluation of rapid test, analysis of laboratory parameters and circulating serotypes in patients with a confirmed
diagnosis of dengue during March-April 2023 in areas of Buenos Aires city and Greater Buenos Aires.

Gémez, Alejandra Gabrielal*"; Lépez, Yanina

1 1

; Soler, Jazmin!"; Losada, Gracielal"; Rabellini, Sofial™"; Tajes-Nufez,

Eugenial"; Mogollén-Molina, Natalial™'; Ronanduano, Paula®™; Décimo, Agustina® ; Oviedo, Florencia®
*Biologfa Molecular, Laboratorio Central, Sanatorio Dr. Julio Méndez. Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina.

*Contacto: Gdmez, Alejandra Gabriela. Sanatorio Julio A. Méndez, Av. Nicolés, Avellaneda 551 (C.P.1405), Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Ar-
gentina; biologiamolecularsjm@gmail.com.

Resumen

Introduccién: Durante marzo y abril de 2023, se registré un marcado aumento en el nimero de casos de den-
gue reportados en varias ciudades del pais. En tal contexto, recopilamos y analizamos los resultados obtenidos
apartir de 813 pacientes que concurrieron a la guardia del Sanatorio Dr. Julio Méndez con sospecha de dengue,
provenientes de CABAy alrededores. Objetivos: Validar la prueba rapida inmunocromatografica para el antigeno
NS1 utilizado; establecer relacion de positividad (RP) y serotipo circulante; analizar valores de recuento de
leucocitos, plaquetas y de transaminasas de los pacientes diagnosticados con dengue. Materiales y métodos:
Serealizé un estudio de tipo descriptivo y transversal recopilando los resultados de antigeno NS1, recuento de
leucocitos, plaquetas y niveles de transaminasas de pacientes con sospecha de dengue que se presentaron
en la guardia del Sanatorio Dr. Julio Méndez durante marzo y abril de 2023. Resultados: Con los 100 primeros
pacientes analizados, se realizé la validacién de la prueba rapida inmunocromatografica para antigeno NS1
utilizada comparandola con el método ELISA para NS1 del Laboratorio del Hospital General de Nifios Dr Ricardo
Gutiérrez . La concordancia entre ambos tests fue del 39%. La RP para infeccién por dengue en marzo fue de
61,8% y en abril, 62,2%. El serotipo circulante prevalente fue dengue tipo 2 (DEN-2) en un 90,6%. De los 432
pacientes con dengue confirmado por laboratorio, 142 [32,8%) presentaron recuento de leucocitos normales;
251(58,1%), leucopenia moderada y 39 (9,1%), leucopenia severa. En cuanto al recuento de plaquetas, 260
(60%) arrojaron plaquetas normales, 168 (39%), plaquetopenia moderada y 4 (1%), trombocitopenia severa.
Los valores de transaminasas, en 251 casos (58,2%), resultaron normales y en 181 (41,8%), elevados. Con-
clusiones: Enlos pacientes analizados, encontramos mayor prevalencia de leucopenia moderada y severa que
de trombocitopenia en la misma intensidad.

Palabras clave: dengue, flavivirus, dengue grave, epidemiologia, leucopenia, trombocitopenia, transaminasas.
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Introduction: During Marchand April 2023, there was amarked increase in the number of reported dengue cases
in several cities of Argentina. In this context, we collected and analyzed the results obtained from 813 patients
with suspected dengue who attended the Julio Méndez Sanatorium (Buenos Aires), coming from the Buenos
Aires metropolitan area. Objectives: i) To validate the rapid immunochromatographic test for the NS1 antigen
used; ii) To establish the positivity ratio (PR) and circulating serotype; and iii) To analyze leukocyte, platelet
and transaminase counts in patients diagnosed with dengue. Results: The rapid immunochromatographic test
for NS1 antigen used was validated in the first 100 patients analyzed, comparing it with the ELISA method
for NS1 from the Ricardo Gutierrez National Hospital Laboratory (Buenos Aires). The agreement between both
tests was 99%. The PR for dengue infection in March was 61.8%, whereas that in April was 62.2%. In 90.6% of the
patients, the prevalent circulating serotype was dengue type 2 (DEN-2]. Of the 432 patients with laboratory-
confirmed dengue, 142 (32.8%) had normal leukocyte counts, 251 (58.1%) had moderate leukopenia, and 39
(9.1%) had severe leukopenia. Regarding the platelet count, 260 (60%) showed normal platelets, 168 (39%)
had moderate thrombocytopenia and 4 (1%) showed severe thrombocytopenia. Transaminase values were
normalin 251 cases (58.2%) and highin 181 (41.8%). Conclusions: In the patients analyzed, the prevalence of
moderate and severe leukopenia was higher than that of thrombocytopenia of the same intensity.

Key words: dengue, flavivirus, severe dengue, epidemiology, leukopenia, thrombocytopenia, transaminases.
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Introduccién

El dengue es una infeccidn virica que se transmite de los
mosquitos a las personas mas frecuentemente en las regio-
nes de climas tropicales y subtropicales. Cada afio se pro-
ducen entre 100 y 400 millones de infecciones en el ambito
mundial. Se utilizan medicamentos que alivian el dolor y la
fiebre, pero, por el momento, no hay tratamiento especifico.!

En una primera etapa, los sintomas pueden involucrar:
fiebre elevada (40°C), dolor de cabeza intenso, dolor retroo-
cular, dolores musculares y articulares, nduseas, vémitos,
adenopatias y sarpullido, aunque la enfermedad puede ser
cursada de manera asintomatica. Cuando desaparece la fie-
bre, pueden presentarse sintomas del dengue grave como
dolor abdominal intenso, vémitos persistentes, respiracién
acelerada, hemorragias en las encfas o la nariz, cansancio,
agitacion, vémitos o heces con sangre, sed intensa, piel pa-
lida y fria, debilidad general®.

Las metodologias disponibles hasta el momento para
realizar el estudio de este virus, segun el Centro Nacional
de Enfermedades Infecciosas Emergentes y Zoonéticas
(NCEZID, por sus siglas en inglés] incluyen: técnicas inmu-
nocromatogréficas para deteccion de anticuerpos (tipo IgG
elgM) y del antigeno NS1; técnicas inmunoenzimaticas (EIA
0 ELISA) para detecci6n de anticuerpos (tipo 1gG o IgM] y del
antigeno NS1; técnicas de inmunofluorescencia (FIA) para
deteccién del antigeno NS1; técnicas de biologia molecular
para amplificacién de acidos nucleicos como la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) real time, destinadas a la de-
teccion del genoma viral y la tipificacién de serotipos.

Los diferentes serotipos del virus del dengue se transmi-
ten a los humanos mediante picaduras de mosquitos Aedes
(Ae) infectados, principalmente de Aedes aegypti.

El virus del dengue (DENV) existe en forma de cuatro
serotipos, DENV 1, 2, 3y 4 (DENV 1-4). La infeccién con un
serotipo conduce a inmunidad de largo término hacia esa
variante. Durante un corto periodo, también se manifiesta
proteccién cruzada contra los otros tres?, seguido este de
un lapso indeterminado durante el cual la infeccién con otro
serotipo puede conducir a enfermedad grave®.

Luego de la picadura del mosquito, el virus se disemina
por el sistema linfatico hacia estémago, timo, pulmén, trac-
to gastrointestinal, higado, rifidn y cerebro.® Se generan
apoptosis y necrosis celular; esta libera productos téxicos
que activan los sistemas de coagulacidn y fibringlisis. El
proceso de hematopoyesis se deprime y resulta en una dis-
minucién de plaquetas y leucocitos en sangre. Por lo tanto,
en lamayoria de los casos, se esperan resultados de labora-
torio con elevacién de las transaminasas, hepatomegalia y
recuentos plaquetarios disminuidos.

Las pruebas de laboratorio mas comunes para medir las
alteraciones dela coagulacién son el tiempo de protrombina
(TP) y el tiempo parcial de tromboplastina (TPT), las cuales
muestran asociacién entre sus resultados y el sangrado es-
pontdneo en dengue.®

La alta carga viral en sangre, el tropismo por las células

durante marzo - abril del 2023 en zonas de CABA y Gran Buenos Aires.

Figura 1. Clasificacién de los pacientes estudiados du-
rante el mes de abril de 2023 segun los resultados de
dengue obtenidos.

Pacientes con sospecha de dengue abril 2023
Total (n=284)

M Pacientes con dengue confirmado por laboratorio
M Pacientes con dengue confirmado por nexo epidemiol dgico

M Pacientes con dengue sospechoso no conclusivo

endoteliales y la disfuncién plagquetaria por la trombocitope-
nia generan alta fragilidad capilar, que puede causar den-
gue severo hemorragico (DSH) y manifestaciones clinicas
como petequias, hematomas, sangrado gastrointestinal.
También, los megacariocitos infectados son destruidos por
los anticuerpos generados.>3®

En los pacientes con fiebre de dengue (FD], se mani-
fiesta una leucopenia moderada. La misma es atribuida a
la depresion de las células mielopoyéticas por el virus™%, el
cual aumenta la permeabilidad capilar provocando pérdida
de fluidos, que puede conducir a shock hipovolémico y falla
multiorgdnica.*"°

La mayoria de los casos hospitalizados en las regiones
donde circulan los cuatro serotipos se debe a infecciones
posteriores a la primaria. Una teorfa para el aumento de la
severidad de la enfermedad es la accién de anticuerpos no
neutralizantes unidos al virus, los que facilitan la entrada a
las células a través de receptores de fragmento Fc, favore-
ciendo la replicacién viral.*?

Los objetivos de este estudio fueron: a) Determinar las
caracteristicas analiticas del test rapido utilizado para
diagnéstico de dengue marca ALL TEST, método inmuno-
cromatografico de observacion visual directa, b) Establecer
la relacién de positividad de los pacientes estudiados en el
Sanatorio Dr. Julio Méndez con sospecha de dengue, c] Ca-
racterizar los valores de recuento de leucocitos, plaquetas
y transaminasas de los pacientes con diagndstico confir-
mado de dengue y d] Identificar los serotipos circulantes.

Materiales y métodos
Se llevé a cabo un estudio de tipo descriptivo y transver-
sal recopilando los resultados de antigeno NS1, recuento
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de leucocitos, plaquetas y niveles de transaminasas de pa-
cientes adultos y pediatricos con sospecha de dengue que
se presentaron en la guardia del Sanatorio Dr. Julio Méndez
entre el 01/03/2023 y el 30/04/2023.El estudio fue aproba-
do por el Comité de Docencia e Investigacién del sanatorio.

Atodos los pacientes se les hizo una anamnesis y se les
confecciond una ficha epidemioldgica, obtenida de la pagina
del Ministerio de Salud de la Nacién para “Sindrome Febril
Agudo Inespecifico”.!! Ademds, se les realiz6 hemograma,
hepatograma y la investigacién del Antigeno NS1 y de an-
ticuerpos IgM anti-DENV (anticuerpos antivirus de dengue)
por inmunocromatografia a todos los pacientes que concu-
rrieron a la guardia entre el dia 1y 10 de iniciados los sinto-
mas (FIS). En el caso de NS1 positivo, se realizd la reaccién
en cadena de la polimerasa [PCR) para identificacion de los
serotipos 1,2,304.

Los hemogramas se realizaron en los contadores hema-
tolégicos SYSMEX XN 1000 y SYSMEX XP 300 con reactivos
marca Sysmex. Los hepatogramas se realizaron con COBAS
C 501/ COBAS 6000 v2 de Roche y COBAS C 311. Se utiliza-
ron tests rapidos de antigeno NS1 y anticuerpos IgM e IgG
realizados con marca ALL TEST, método de inmunocroma-
tografia, observacion visual. Los datos aportados por el fa-
bricante indican: sensibilidad (S)=94,3% (87,2%-98,1%) y
especificidad (E)=99,1% (87,7%-99,7%).

Para fines confirmatorios, a los primeros 100 pacientes
analizados por test de inmunocromatografia se les tomé
una muestra adicional de suero y plasma con EDTA para rea-
lizar NS1 por método Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) y eventual PCR de seratipo en el laboratorio de refe-
rencia de la Ciudad de Buenos Aires.

La confirmacién de los tests de antigeno NS1 se realizé
con el método ELISA de captura en microplaca para detec-
cién de antigenos NS1 del virus de dengue, PLATELIA Den-
gue NS1 Ag, Biorad, cuyas caracteristicas, indicadas por
el fabricante, son S=91% (85,8%-94,8%), E=100% (99,4%-
100%). La confirmacién de la deteccion de anticuerpos IgM
para dengue se realizé por ELISA de captura en microplaca
para deteccion de IgM DENV, Panbio, Abbott Diagnostics
S=94,7%, E=100% con el lector de microplacas ELISA: Aware-
ness Technology Inc., Sta Fax-2100,

La reaccion de RT-PCR en tiempo real en formato Mul-
tiplex se realizé con sondas Tagman para deteccién de
DENV1-4, Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
2013.5=97,9% (89,1%-99,6%), E=100% (90,8%-100%).

A'las muestras NS1 negativas con alta sospecha clinica
de padecer enfermedades transmisibles por mosquitos Ae-
des (ETMAa), se les realizd PCR para chikungunya, RT-PCR
en tiempo real en formato Multiplex con sondas Tagman
para deteccién de chikungunya, Centers for Disease Con-
trol and Prevention (CDCJ, 2007. S=97,9% (89,1%-99,6%),
E=100% (90,8%-100%) (HNRG]). Pararealizarlas RT-PCR se
utilizaron cicladores CFX96, Biorad.

Los anélisis estadisticos y los graficos se realizaron con
el programa Microsoft Excel 2013.

Figura 2. Pacientes clasificados segln los valores de leu-
cocitos medidos al momento del ingreso.
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Resultados

Se analizaron 813 muestras que correspondieron a 570
adultos y 243 nifos, 487 mujeres y 326 varones, con sos-
pechade dengue. De las primeras 100 muestras analizadas,
62 fueron positivas y 38, negativas para NS1, provenientes
de 60 mujeres y 40 varones entre 2 y 93 afos; procesadas
para NS1 por inmunocromatografia, y enviadas al laborato-
rio de referencia HNRG para confirmacién por método ELISA,
se obtuvo concordancia del 99 % en los resultados obteni-
dos. Siguiendo con el algoritmo utilizado al inicio de la epi-
demia, suministrado por el Ministerio de Salud del Gobierno
de la Ciudad de Buenos Aires, a las muestras positivas para
NS1, se les realizé PCR para dengue con el objetivo de iden-
tificar su serotipo, y a las negativas con alta sospecha de
padecer enfermedades transmisibles por mosquitos Aedes
(ETMAa), se les realiz6 PCR para chikungunya.

Durante el mes de marzo, todas las muestras recibidas
de pacientes con sospecha de dengue fueron analizadas, y
se obtuvo una tasa de positividad de 61,8 %. En el mes de
abril, debido a la escasa disponibilidad de reactivos para
diagnodstico en CABA por la alta demanda de testeos en
pacientes sintomaticos, entre los dias 3 y 13 de abril de
2023, los pacientes con sospecha de dengue que residian
en los barrios con alta circulacion viral (Flores, Floresta, Li-
niers, Mataderos, Monte Castro, Palermo, Parque Avellane-
da, Versalles, Vélez Sarsfield, Villa Devoto, Villa del Parque,
Villa Lugano, Villa Luro y Villa Santa Rita), se clasificaron
como “caso confirmado por nexo epidemiolégico”, segun
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Figura 3. Pacientes clasificados en funcidon de los valores
de plaquetas obtenidos en el momento de ingreso.
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» Trombocitopenia severa (<75x103 plaquetas/mL), trombocitopenia
moderada (75 a 150x103 plaguetas/mL) y recuento de plaquetas
normales (>150x103 plaquetas/mL).

lo dispuesto por la resolucién NO-2023-13796458-GCABA-
SSPSGER del Gobierno de CABA y segun informes de la Direc-
cién Provincial de Epidemiologia de Buenos Aires.*?13 Solo
1 de cada 20 pacientes clasificados por este criterio fueron
enviados para identificacién de serotipos por PCR al HNRG,
segln algoritmo sugerido. Considerando ambos criterios
(resultados de laboratorio y nexo epidemiolégico), la tasa
de positividad fue del 62,3 % para abril.

De 284 pacientes con sospecha de dengue, se confirma-
ron 177 casos (62,2 %), 105 (36,2 %), por laboratorio, y por
nexo epidemiolégico, 72 (25,3 %); 107 fueron clasificados
como “dengue sospechoso no conclusivo”, lo que represen-
ta un porcentaje del 37,8 %. (Figura 1)

Durante el periodo estudiado (marzo y abril de 2023), el
serotipo mas prevalente en las muestras en nuestra institu-
ci6n fue el dengue tipo 2 (DENV 2] con un porcentaje de 90,6
%, seguido de dengue tipo 1 (DENV 1) con un 9,4 %, coinci-
dente con los reportes de las respectivas jurisdicciones de
procedencia de los pacientes en la regién del AMBA.113

Enla Figura 2, se observan los resultados de recuento de
leucocitos: 142 pacientes (32,8 %) presentaron valores nor-
males; 251 pacientes (58,1 %), leucopenia moderada y 39
(9,1 %), leucopenia severa. En cuanto a las plaquetas, 260
pacientes (60 %) presentaron recuento normal; 168 (39 %),
trombocitopenia moderada y solo 4 pacientes (1 %), trom-
bocitopenia severa (Figura 3].

Cabe sefalar que varios pacientes que cursaban la enfer-
medad por dengue con recuento de plaquetas de alrededor
de 160.000/mm? arrojaban resultados anteriores en el Sis-
tema de Laboratorio del orden de 320.000/mm?3 plaquetas,
en estudios de control. Los mismos hallazgos se observaron
en pacientes que mostraban disminucién en el recuento de
leucocitos a la mitad de sus datos histéricos.

durante marzo - abril del 2023 en zonas de CABA y Gran Buenos Aires.

En los pacientes con dengue confirmado por laboratorio
con NS1 positivo tanto por inmunocromatografia como por
ELISA, las transaminasas arrojaron valores elevados en 181
(41,8 %), en un rango observado de 34 hasta 450 Ul/I.

Soloun 5% de los pacientes requirié hospitalizacién, tra-
tandose de personas con varias comorbilidades (diabetes,
obesidad, hipertensién, inmunosuprimidos). En estos, no
se pudo confirmar si correspondian a una primera infeccién
o subsiguientes, dado que no contdbamos con un método
robusto para deteccién de IgG para dengue. EI 95 % de los
casos restantes resolvio el evento de forma ambulatoria,
con sintomas que duraron entre 7 y 15 dias.

Dentro de este bimestre marzo - abril, en aquellos pacien-
tes que presentaron fiebre persistente, mialgias, artralgias,
con o sin derrame ocular y resultado negativo para den-
gue, se realiz6 deteccién por PCR para virus chikungunya.
En consecuencia, se estudiaron por PCR 74 pacientes (56
en marzo, 18 en abril), de los cuales 6 arrojaron resultado
detectable. A su vez, 2 de estos pacientes no tenian ante-
cedentes de viaje previo, y, en consecuencia, se confirmé
circulacion viral de este flavivirus.

Discusién

La leucopenia y trombocitopenia son alteraciones am-
pliamente asociadas a la infeccién por DENV.1# Hay eviden-
cia clinica sobre el compromiso hepatico en esta infeccién,
que incluye hepatomegalia y aumento de transaminasas.
Este aumento tiende a normalizarse en los 14 a 21 dias
posteriores a la infeccién.®

Si bien la trombocitopenia es una de las alteraciones mas
documentadas®, la mayoria de los pacientes de este estudio
presentaron valores de plaquetas normales (59,5 %). Sin em-
bargo, estos valores resultaron significativamente menores
que los recuentos previos de control. Ante esta evidencia,
se resalta la importancia de analizar los valores obtenidos
en el contexto de los antecedentes del paciente. Aunque
la trombocitopenia suele mencionarse como el indicador
mas frecuente en la enfermedad aguda, en este estudio se
observé que la leucopenia tanto moderada como severa se
presenté con mayor frecuencia.

En cuanto a las transaminasas, en el 58,2 % de los casos
arrojaron valores normales y en el 41,8 %, elevados, inde-
pendientemente de los resultados de leucocitos y plaque-
tas, siendo a veces el Unico parametro alterado. Este hallaz-
go puede deberse a que, como se menciond anteriormente,
los recuentos de plaquetas y leucocitos pueden encontrar-
se dentro del rango de referencia, a pesar de haber dismi-
nuido a la mitad del valor en estudios previos de control,
fuera de la etapa de fiebre por dengue.
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Resumen

Introduccién: La ferroptosis es un tipo de muerte celular programada, dependiente de hierro, impulsada
por una severa peroxidacion lipidica, la cual es consecuencia del metabolismo celular y de una homeos-
tasis redox desequilibrada. La B-talasemia es una anemia hereditaria que cursa con eritropoyesis inefi-
caz y hemdlisis, cuya complicacién mas importante es la sobrecarga de hierro. Objetivos: Identificar y
caracterizar proteinas de la membrana eritrocitaria implicadas en la ferroptosis en pacientes con rasgo
B-talasémico (RBT). Materiales y Métodos: Se estudié el proteoma de membranas de eritrocitos despro-
vistos de hemoglobina de 4 sujetos RBT (grupo RBT) y 4 sujetos control por HPLC acoplado a espectrome-
tria de masa. El andlisis e identificacion de proteinas se realiz6 empleando Proteome DiscovererV1.4,yel
software Perseus para su cuantificacion. Se utilizé |a plataforma BlastKOALA para la caracterizacion fun-
cional de cada proteina. Resultados: Se encontrd que las proteinas PCBP 1 y 2 (chaperonas del hierro que
favorecen su depdsito], P67 y P40 (subunidades cataliticas de la NADPH oxidasa) y ALOX15 (marcadora
de peroxidacion lipidica), proteinas involucradas en la via ferroptética, aumentaron significativamente
en el grupo RBT (p<0,05), y su abundancia fue 3,1; 4,4; 3,3; 4,7 y 3 veces mayor que en el grupo control,
respectivamente. Conclusiones: La sobreexpresion de proteinas implicadas en la ferroptosis en portado-
res de B-talasemia avala la participacién de este tipo de muerte celular no apoptética en la fisiopatologia
de esta anemia hereditaria.

Palabras clave: ferroptosis, B-talasemia, hierro, estrés oxidativo.

Abstract
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Introduction: Ferroptosis is an iron (Fe)-dependent programmed cell death driven by severe lipid pero-
xidation, which is a consequence of cell metabolism and imbalanced redox homeostasis. B-thalassemia
is a hereditary anemia that causes ineffective erythropoiesis and hemolysis, with iron overload being
its most important complication. Objectives: The purpose of the study was to identify and characterize
erythrocyte membrane proteins involved in ferroptosis in patients with B-thalassemia trait (BTT). Mate-
rials and Methods: The proteome of hemoglobin-depleted erythrocyte membranes from four BTT subjects
and four control subjects was examined by HPLC coupled to mass spectrometry. Proteins were analy-
zed and identified using Proteome Discoverer V1.4 and quantified using the Perseus software. The Blas-
tKOALA platform was used to characterize each protein functionally. Results: The following ferroptotic
pathway proteins were significantly increased in the BTT group (p<0.05): PCBP 1 and 2 (iron chaperones
that favor its deposition), P67 and P40 [NADPH oxidase catalytic subunits), and ALOX15 (lipid peroxi-
dation marker), whose abundance was 3.1 and 4.4, 3.3 and 4.7, and 3 times higher than in the control
group, respectively. Conclusions: The overexpression of proteins involved in ferroptosis in BTT carriers
supports the contribution of this non-apoptotic cell death to 3-thalassemia pathophysiology.

Key words: Ferroptosis, B-thalassemia, iron, oxidative stress.
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Introduccién

La beta (B)-talasemia se caracteriza por una sintesis
reducida de la subunidad B de hemoglobina, que produce
anemia microcitica hipocrémica y cantidades reducidas de
hemoglobina A (HbA). La disminucién o ausencia del nu-
mero de cadenas P produce un exceso relativo de cadenas
alfa (a). Las a- globinas libres forman agregados que se au-
tooxidan, desnaturalizan y precipitan como hemicromos en
los eritroblastos talasémicos. Como resultado, se generan
especies reactivas de oxigeno (ERO], asi como grupo hem
y hierro en su forma libre. Las ERO, que también son produ-
cidas a partir del hierro libre mediante la reaccién de Fen-
ton, oxidan lipidos, 4cidos nucleicos y proteinas celulares.
La evidencia existente sugiere claramente que el exceso
de cadenas de a- globina libres es directamente responsa-
ble de la hemdlisis y la eritropoyesis ineficaz, los dos prin-
cipales mecanismos fisiopatolégicos que causan anemia
en pacientes B- talasémicos?. El estrés oxidativo (EOx)
constituye un factor primordial que influye en el compor-
tamiento y en la gravedad de la anemia de los sujetos con
B- talasemia. Ultimamente, se ha revelado en sujetos con
rasgo [3- talasémico un incremento de superdxido dismuta-
sa (SOD) y de malondialdehido (MDA, indicador de peroxida-
cion lipidica) a nivel sistémico®. En este contexto de EOx, se
ha demostrado la relevancia fisiopatoldgica de la eriptosis,
un mecanismo de muerte celular especifico de los glébulos
rojos, distinto de la hemdlisis accidental y de la senescen-
cia celular, en condiciones de anemia®. De acuerdo con las

Ultimas recomendaciones del Comité de Nomenclatura de
Muerte Celular, formuladas en 2018, actualmente, existen
dos tipos de muerte celular, a saber, la muerte celular acci-
dental (MAC) y la muerte celular regulada (MCR)®. La MAC
es un proceso de muerte celular descontrolado e inevitable
que resulta de un estrés severo quimico, fisico o mecanico,
mientras que la MCR puede ser controlada por intervencio-
nes farmacoldgicas o genéticas. La MCR se divide, ademas,
en formas apoptéticas y no apoptdticas (por ejemplo, fe-
rroptosis, necroptosis, piroptosis, cuproptosis y alkalipto-
sis), que tienen diferentes caracteristicas de induccién de
sefial y modulacién molecular, asi como implicancias en
distintas enfermedades®”’.

La ferroptosis es una forma de MCR no apoptética, cuyo
mecanismo esta relacionado con la acumulacién de hierro,
y es causada por la peroxidacién de los lipidos, asi como
también, por una acumulacién excesiva de ERO. El término
fue propuesto en 2012 por el laboratorio del Dr. Brent R.
Stockwell. Segun su estudio original, |a ferroptosis es nota-
blemente distinta de otros tipos de MCR, como la apoptosis,
la necroptosis y la muerte celular autofagica, morfolégica,
bioquimica y genéticamente®.

La muerte celular ferroptética se caracteriza por la acu-
mulacién excesiva de Fe?* libre y la generacion de radicales
libres altamente reactivos. Un paso critico e indispensable
en la induccién de la ferroptosis es la degradacién autofa-
gica de la ferritina, proceso conocido como ferritinofagia®.
Esta cascada de eventos, junto a sustratos resultantes de

Tabla 1. Grupos de proteinas sobrereguladas en la condicién de rasgo B-talasémico

Proceso celular

Proteinas involucradas

Ndmero de acceso

Crecimiento y muerte celular

Estrés oxidativo Araquidonato 15-lipoxigenasa (alox 15) P16050
Poly(rc]-binding protein 2 (pcbp2) 015366
Poly(rc)-binding protein 1 (pcbp1]) 015365
Nadph oxidasa subunidad-p40phox K08012
Nadph oxidasa subunidad-p67phox K08010

Metabolismo proteico- sefializacién celular

Proteina - quinasas Tirosina-proteina quinasa (syk) P43405

Inflamacién

Proinflamatorias Proteina de shock térmico de 70 kilodalton P08238
(hsp 70)

Metabolismo del glutatién

Defensa antioxidante Glutation s-transferasa kappa 1 (gstk1) 09y2q3
Isocitrato deshidrogenasa 1/2 (idh1/2) P48735
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (g6pd) K00036
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la peroxidacion de fosfolipidos que contienen cadenas de
acidos grasos poliinsaturados (PUFA), conduce a una oxi-
dacién severa de los fosfolipidos de membrana'®!, Se han
identificado multiples inductores e inhibidores de la ferrop-
tosis que afectan la acumulacién de productos de peroxi-
dacion lipidica y ERO derivadas del metabolismo del hierro.
Paradéjicamente, el papel exacto del hierro en la ferroptosis
es auln poco claro; sin embargo, su participacién esta inequi-
vocamente indicada por la fuerte inhibicién de la muerte ce-
lular asociada con la quelacién del hierro o la limitaciénen la
disponibilidad de este metal®. Durante |a ferroptosis, se pro-
duce el agotamiento del glutation (GSH) como consecuen-
ciadelainhibicién de |a captacién de cistina o de la inactiva-
cién de la selenoproteina glutatién peroxidasa 4 (GPX4), lo
que provoca la acumulacién de ERO dependientes de hierro
y, finalmente, la muerte celular!? . Ademas, la reduccién de
los niveles de selenio aumenta la susceptibilidad a la ferrop-
tosis debido a la deficiencia de GPX413. Se ha observado que
el sistema antiportador de aminodcidos Xc- (compuesto por
las proteinas SLC7A11 y SLC3A2] desempefia un rol funda-
mental en la regulacion del estrés oxidativo y la ferroptosis,
al ser responsable del intercambio de cistina y glutamato
en la membrana celular®. La inhibicién de este sistema tam-
bién puede contribuir a la acumulacién de ERO y al desarro-
llo de la ferroptosis. La funcién de GPX4 en la reduccién de

peréxidos de lipidos tdxicos resulta crucial para suprimir la
ferroptosis en células normales'*

Se ha demostrado que la ferroptosis esta ampliamen-
te involucrada en enfermedades de multiples sistemas,
es decir, enfermedades del sistema nervioso, cardiacas,
hepaticas, gastrointestinales, pulmonares, renales y pan-
credticas. En cuanto al sistema sanguineo, se ha descu-
bierto que la ferroptosis juega un papel importante en mu-
chas neoplasias hematolégicas, tales como la leucemia,
linfoma y mieloma mltiple!®

El gran nimero de genomas secuenciados en los Ultimos
anos condujo a lo que se conoce como era posgendmica.
Béasicamente, la era posgenémica se caracteriza por el desa-
rrollo de herramientas utilizadas para entender las funciones
de un genoma. Una de las herramientas desarrollada fue la
protedmica, la cual utiliza la cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de masas (MS) para la separacion de pép-
tidos y posterior identificacién de los mismos. Teniendo en
cuenta el estrés oxidativo presente en el rasgo -talasémico
(RBT]), sumado a un metabolismo del hierro desbalanceado,
el propésito del estudio fue determinar si este tipo de MCR, la
ferroptosis, podria estar presente en los sujetos portadores
de esta anemia hereditaria. Para ello, se identificaron y carac-
terizaron proteinas de la membrana eritrocitaria implicadas
en la ferroptosis en pacientes con RBT mediante MS.

Figura 1. Esquema de trabajo utilizado para la obtencién de péptidos, LC-MS/MS y andlisis de datos.
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Materiales y Métodos

El estudio incluy6 individuos aparentemente sanos (grupo
control) y sujetos con RBT (grupo RBT), que fueron detectados
en el Instituto de Bioquimica Aplicada de la Universidad Na-
cional de Tucuman (UNT). El diagndstico de los portadores de
B-talasemia se realizd mediante electroforesis de hemoglobi-
na (Hb) en acetato de celulosa a pH alcalino, y el dosaje de la
HbA, con microcolumna de intercambio idnico (BioSystems,
Espafia). Las mutaciones B-talasémicas se estudiaron con PCR
tiempo real'®. Todos los participantes firmaron una declaracién
de consentimiento informado aprobado por el Comité de Bioéti-
cade la Facultad de Medicina de la UNT.

Para obtener las proteinas de la membrana eritrocitaria, fue
necesario extraer la Hb del interior de los mismos, ya que esta
proteina se encuentra en gran cantidad en los hematies y po-
dria interferir en la visualizacién de las demas proteinas eritroci-
tarias. De este modo, se obtuvieron glébulos rojos “fantasmas”
y, luego, a partir de las membranas de dichas células, se reali-
z6 la cuantificacion proteica (Figura 1). Para ello, los glébulos
rojos se separaron por centrifugacién a baja velocidad a partir
de una muestra de sangre entera anticoagulada con EDTA. Las
células aisladas se lavaron con solucién fisiolégica fria y luego,
con untampon de fosfato sadico (NaH,P04-Na>HPO4 5 mM mas
NaCl 150 mM, pH 8). Para extraer la Hb de los gl6bulos rojos, la
muestra se suspendi6 en tampén de lisis frio (4°C) (NaH,P04-
Na,HPO4 5 mM, pH 8] durante 5 minutos. El paso de lisis en frio
se repitié dos veces mas para producir fantasmas blancos con
un contenido minimo de Hb. El pellet obtenido fue finalmente re-
suspendido en solucion fisiologica®”.

A partir de las membranas obtenidas con minimo conteni-
do de Hb, se determind la concentracién de las proteinas de la
membrana eritrocitaria. Para ello se determing la lectura de ab-
sorbancia a 280 nm usando un espectrofotémetro UV/Vis para
microvolumen DeNovix DS-11+ (Wilmington, USA). Luego, se
realizé electroforesis en gel de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE).
Finalmente, las proteinas de membrana eritrocitaria separadas

en el gel se sometieron a andlisis por cromatografia liquida con
espectrometria de masas (LC-MS/MS] en el Centro de Estudios
Quimicos y Bioldgicos en Espectrometria de Masa de la Universi-
dad de Buenos Aires (CEQUIBIEM- CONICET- UBA).

Los espectros obtenidos fueron analizados con el programa
Proteome Discoverer V1.4 (Thermo Scientific). Este programa
permite identificar los péptidos y asignar un valor de drea a cada
proteina. Para la identificacién de los péptidos, se utilizé la base
de datos proteica de Homo sapiens. Una vez obtenidos los valo-
res de drea para cada proteina, se normalizaron y calcularon pa-
rametros estadisticos utilizando el programa Perseus V1.5.5.3.
Los valores de area fueron expresados como logp.

Se us6 la plataforma BlastKOALA para la caracterizacién fun-
cional de cada proteina'®. BlastKOALA es la herramienta que
permite relacionar el proteoma de membrana eritrocitaria con
diferentes rutas metabdlicas asociadas a proteinas relevantes
sobrerreguladas. La informacién obtenida permiti¢ identificar
las proteinas involucradas en la patologia talasémica y su con-
texto metabdlico.

Las proteinas se consideraron significativamente sobrerre-
guladas cuando: i) la prueba T de Student mostré un valor de p<
0,05; i) evidenciaron un cambio relativo mayor de 2 (dos] entre
las abundancias promedio (fold change> 2). De acuerdo con el
programa Perseus, el valor de p se expres6 como -log p, donde
un valor igual 0 mayor de 1,3 indicaba una diferencia significa-
tiva entre las abundancias. Se calculé también un pardmetro
denominado T-test Difference RBT-control, que contempla la di-
ferencia entre el promedio de las areas de cada proteina en las
condiciones RBT y control (log, RBT — log; control). Asi, los pa-
rametros -log p y I-test Difference se utilizaron para construir un
grafico de distribucion de proteinas (Volcano Plot). Este grafico
representa la distribucién de las proteinas en relacién con sus
abundancias en ambas condiciones. Para estimar el limite de
deteccidn del equipo en cuanto a la abundancia de una proteina,
se considerd el percentil noventa y nueve del drea de todas las
proteinas identificadas por Proteome Discoverer.

Figura 2. Categorizacién funcional mediante BlastKOALA
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Figura 3. Volcano plot de las proteinas sobrerreguladas.
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» Color violeta, grupo control; color celeste, grupo rasgo f-talasémico.

Resultados

Se estudiaron 4 (cuatro) sujetos con RBT y 4 (cuatro] indi-
viduos aparentemente sanos, todos adultos y de sexo femeni-
no. Dos pacientes P-talasémicas portaban la mutacién CD39,
mientras que las otras dos exhibieron la mutacién IVSI-1.

Del proteoma total detectado (693 proteinas], se identi-
ficaron 258 proteinas sobrerreguladas en la condicién RBT.

La Figura 2 muestra la categorizacidn funcional de las protei-
nas realizada con el programa BlastKOALA. Se seleccionaron
proteinas relevantes relacionadas con el entorno anti / pro-
oxidante e inflamatorio; 12 estuvieron sobrerreguladas en el
grupo control, y 33, en el grupo RBT (Figura 3]. En la Tabla |
se muestran las proteinas sobrerreguladas del grupo RBT, in-
volucradas en distintos procesos celulares. En los pacientes
con RBT, se detectaron las siguientes proteinas involucradas
en la via ferroptética: ALOX15 (araquidonato 15-lipooxigena-
sa) marcadora de peroxidacidn lipidica, cuya abundancia fue
3 veces mayor que en el grupo control (p< 0,05); PCBP 1y 2
(Poly(rc)-binding protein 1y 2), chaperonas del hierro (Fe)
que favorecen su depdsito, aumentaron significativamente
3,1y 4,4 veces, respectivamente; P67 y P40, dos subunida-
des cataliticas de la NADPH oxidasa, estuvieron sobreexpre-
sadas 3,3y 4,7 veces mas enla condicién RBT que en los indi-
viduos controles (Figura 4).

Asimismo, el estudio proteémico mostrd que un marcador
de estrés celular inducido por temperatura, compuestos t4-
xicos o estrés oxidativo, la proteina de shock térmico de 70
kilodalton (HSP 70] y otra proteina implicada en acciones
metabdlicas y de sefalizacidn, la tirosina-proteina quinasa
(SYK], aumentaron su abundancia en el grupo RBT. Ademas,
las proteinas involucradas en la proteccién celular contra el
desequilibrio redox, como la glutation S-transferasa kappa 1
(GSTk1), la isocitrato deshidrogenasa 1/2 (IDH1/2) y la glu-
cosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), mostraron niveles
mas altos en esta anemia (Figura 4).

Figura 4. Abundancia de proteinas sobrerreguladas en el grupo portadores de B-talasemia .
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» ALOX, 15 Araquidonato 15-lipoxigenasa; PCBP1, Poly(rc)-binding protein 1; PCBP2, Poly(rc]-binding protein 2; SYK, Tirosina-proteina quinasa; NADPH,
oxidasa subunidad-p40phox; NADPH oxidasa subunidad-p67phox; G6PD, Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; HSP 70, Proteina de shock térmico de 70
kDa; GSTK1, Glutatién s-transferasa kappa 1; IDH1/2, Isocitrato deshidrogenasa 1/2; Fold change, veces del cambio.
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Discusion

El fenotipo complejo de las B-talasemias y varias com-
plicaciones relacionadas con el tratamiento subrayan la
necesidad de identificar métodos moleculares novedosos
para la estratificacién de los pacientes y su manejo tera-
péutico. El uso de metodologias dmicas permite identificar
nuevas variantes/secuencias de genes, transcritos, ARN no
codificantes, proteinas, metabolitos, etc., involucrados en
la patogénesis de la B- talasemia'®. En particular, el anéli-
sis proteémico proporciona informacién sobre el papel de
las proteinas en los eventos bioldgicos. A través del analisis
de datos multiémicos, Zhou et al. han propuesto que la pér-
dida de la funcién del gen de globina B (HBB] en las célu-
las progenitoras eritroides humanas conduce a una mayor
produccién de ERO y de estrés oxidativo, lo que provoca un
aumento en la tasa de apoptosis, pero ellos no estudiaron
especificamente la ferroptosis®’.

Este trabajo presenta el primer conjunto de datos pro-
teémicos que compara la membrana de los glébulos rojos
de los portadores B- talasémicos con la de un grupo control,
con respecto al contenido de proteinas implicadas en la
ferroptosis. Se reconocieron 5 (cinco) proteinas involucra-
das en dicha via: ALOX15, PCBP 1y 2 y las subunidades de
NADPH oxidasa, P40 y P67.

ALOX15 esunaenzima que oxida los acidos grasos poliin-
saturados, particularmente los dcidos grasos omega -6y -3,
para generar una serie de metabolitos lipidicos bioactivos.
Se expresa constitutivamente en varios tipos de células
(reticulocitos, eosindfilos, células dendriticas, macréfagos
alveolares, entre otros) y esta implicada en una variedad de
enfermedades, que incluyen aterosclerosis, hipertensién,
diabetes, obesidad y trastornos neurodegenerativos??. Va-
rios autores han demostrado que la peroxidacién lipidica ca-
talizada por ALOX15 en las membranas celulares promueve
la ferroptosis®23,

PCBP1 y PCBP2 funcionan como chaperonas de hierro al
unirse al metal y facilitar su transferencia a otras proteinas
a través de interacciones proteina-proteina mediadas por
metales®®. PCBP1 desempefia un papel fundamental en la
homeostasis del hierro sistémico, ya que ratones knockout
(KO) para la PCBP1 hepatocito-especifica muestran niveles
bajos de ferritina hepatica, disfuncién mitocondrial y pero-
xidacién lipidica mediada por ERQ?°. Asimismo, se ha suge-
rido que las PCBP podrian regular indirectamente los niveles
de hierro en los enterocitos mediante la unién de PCBP?2 al
transportador de metales divalentes 1 (DMT1] y ferropor-
tina (Fpn1), facilitando asi la absorcién celular de hierro®®.
Los resultados de varios autores sefialan que la regulacién
negativa de PCBP1/2 se relaciona con la pérdida de |a capa-
cidad de los hepatocitos para controlar las reacciones qui-
micas del hierro, lo que sugiere un papel importante en la
prevencion de la ferroptosis®>2"28, En nuestro estudio, ob-
servamos una mayor abundancia de estas chaperonas en
pacientes con RBT, lo cual podria indicar un potencial efecto
regulador de la ferroptosis.

Es importante destacar que los pacientes incluidos en
este estudio mostraron recuentos normales de reticuloci-
tos, lo que indica una respuesta compensatoria adecuada
ala anemia, aunque presentaron niveles de ferritina signifi-
cativamente elevados en comparacién con los controles. Es
relevante mencionar que ninguno de los pacientes recibié
tratamiento con quelantes de hierro, lo que sugiere que los
niveles elevados de ferritina podrian ser atribuidos princi-
palmente a la eritropoyesis ineficaz y la sobrecarga de hie-
rro asociada con la B-talasemia. Estos hallazgos, junto con
la mayor abundancia de PCBP1 y PCBP2, respaldan el posi-
ble papel modulador de estas chaperonas en la ferroptosis
en pacientes con RBT.

Las NADPH oxidasas actdan como catalizadores en la
formacion del radical anién superéxido y la produccién de
otras ERO, como el peréxido de hidrégeno, que conduce al
estrés oxidativo y causa dafio a las macromoléculas. La
NADPH oxidasa tiene siete isoformas conocidas: NOX1,
NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 y DUOX2. Estas isoformas
se componen de varias subunidades cataliticas centrales:
p22phox, p4zPhox, pgPhox p4Qphox DUOX activador 1, DUOX
activador, NOXA1 y NOX012°. P67Ph°* es una proteina cito-
sélica no glicosilada que contiene un dominio de activacién
requerido para la activacién de NOX2, mientras que P40P"®
es una proteina que promueve el ensamblaje de la oxidasa
en la membrana®C. En el higado de ratones B- talasémicos
Hbb™3*,1a actividad de la NADPH oxidasa se mostré aumen-
tada, aunque no fue a expensas de las isoformas hepaticas
mas frecuentes, NOX1, NOX2 y NOX431, Por otro lado, Yao et
al.3 han demostrado que la inhibicién de la NADPH oxida-
sa atenua la ferroptosis en un modelo murino de obesidad
y diabetes probando la relacién de las NADPH oxidasas con
este mecanismo de MCR.

El cribado proteédmico también permitié reconocer mayor
abundancia de proteinas involucradas en el estrés oxidativo
y en la inflamacién (HSP 70, SYK, GSTk1, IDH1/2 y GG6PD).
Asimismo, Kittivorapart et al. describieron el aumento de 19
proteinas en vesiculas extracelulares (VEx) presentes en el
plasma de individuos con B- talasemia/HbE, entre las cua-
les se encontraban HSP 70 y enzimas antioxidantes como
catalasa, SOD y peroxirredoxina 233, Li et al. también detec-
taron mayor abundancia de HSP 70 en plasma de pacientes
con B- talasemia mayor e intermedia, mientras que Tzou-
nakas et al. reconocieron que proteinas de shock térmico
y proteina -quinasas estaban sobrerreguladas tanto en el
proteoma de membranas como de VEx eritrocitarias de por-
tadores B- talasémicos3*3°. En condiciones normales, HSP
70 transloca al nucleo y protege a GATA1 de la escisién por
caspasa-3. En |a B- talasemia, el exceso de cadenas de glo-
bina a libres secuestra HSP 70 en el citoplasma, impide la
expresion normal de GATA1, favorece la apoptosis y provoca
una eritropoyesis ineficaz®.

Por otro lado, los perfiles protedmicos de cultivos de cé-
lulas progenitoras eritroides, procedentes de pacientes con
BO-talasemia/HbE definieron un estado metabélico oxidati-
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vo més activo que el de los controles normales®’. El estrés
oxidativo en la B- talasemia es consecuencia de |a patologia
molecular caracterizada por el exceso de globina o y por la
sobrecarga de hierro, que involucran muchos mecanismos
destructivos en el nivel celular y hasta fallas organicas en
los pacientes que la padecen. La presencia de estrés oxida-
tivo, asi como de hierro libre, seguida de una lipoperoxida-
cién lipidica, son eventos previos necesarios para desenca-
denar la ferroptosis.

Entre las limitaciones del estudio, se puede mencionar el
tamafo pequefio de la muestra. Por tal motivo, se necesita-
rfa una investigacion mas profunda para definir el papel de
la ferroptosis en la B- talasemia.

Utilizando protedmica de las membranas celulares de
los glébulos rojos, este trabajo reveld la sobreexpresién de
proteinas involucradas en la ferroptosis en portadores de
B-talasemia respaldando laidea de que probablemente este
tipo de muerte celular no apoptética desempefie un papel
importante en la fisiopatologia de esta anemia hereditaria.
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Resumen

Introduccién: La estimacién de la concentracion de iones en sangre es un marcador utilizado frecuentemen-
te para la valoracién de pacientes en estado critico con sindrome agudo respiratorio severo, causado por el
Coronavirus 2 (SARS CoV-2], cuya importancia se destaca para pacientes internados en las Unidades de Te-
rapia Intensiva. Objetivo: Realizar una comparacion de métodos entre uno potenciométrico indirecto parala
cuantificacion de iones Na+ (sodio}, K+ (potasio) y Cl- (cloro] yotro potenciométrico directo en muestras
de suero. Se realizé dicha comparacién con muestras de pacientes internados en el Hospital Rawson, utili-
zando como guia los documentos que integran el Manual de Calidad del Servicio de Laboratorio. Materiales y
Métodos: Se trabajé con un total de 50 pacientes diagnosticados de SARS CoV-2, internados en las salas de
Unidad de Terapia Intensiva (UTI], y se cuantificaron en suero los analitos Na*, K* y CI. Se utiliz6 el programa
MedCalc®. Resultados: Na*: coeficiente de correlacion (r) de 0,9884 [IC95%:(0,9796-0,9934)]; p<0,0001.
Por procedimiento de Passing-Bablok, recta: y=4,1613[1C95%:(-3,1533 - 8,4688) ]+0,9677[1C95%:(0,9375
- 1,0219]]x. K*: arroj6 un r de 0,9989 [IC95%:(0,9980 - 0,9994]]; p<0,0001. Por procedimiento de Pas-
sing-Bablok, recta: y=0,3477[I1C95%:(0,2975 - 0,4018)]+0,9362[IC95%:(0,9213 - 0,9500)]x. CI* arro-
j6 un r de 0,9847 [1C95%:(0,9730 - 0,9913)]; p<0,0001. Por procedimiento de Passing-Bablok, recta:
y =-0,5702[1C95%:(-6,3248 - 3,5492)]+1,0268 [IC95%:(0,9545 - 1,0828])]x. Conclusién: La comparacién
de métodos realizada arrojé una correlacién satisfactoria entre los equipos Abbott Architect C4000 y Roche
Cobas b221 para Na*yCl, lo que confirmé que ambos métodos miden de forma comparable. Para K*, seran
necesarios futuros estudios incrementando la cantidad de datos evaluados, buscando una mejor correla-
cién, ya que el res un estadistico sensible a los extremos del rango reportable.

Palabras clave: documentos, comparacién, método, equipos, ionograma.
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Introduction: The assessment of the concentration of ions in the blood is a marker frequently used to evalu-
ate patients with Severe Acute Respiratory Syndrome caused by the virus Coronavirus 2 (SARS CoV-2] in
critical condition and is especially important in patients hospitalized in Intensive Care Units (ICU] Objective:
To compare an indirect potentiometric method and a direct potentiometric method in serum samples for the
quantification of Na+ (sodium], K+ [potassium), and Cl- (chlorine] ions. The study was carried out with sam-
ples from patients hospitalized at Rawson Hospital, Cérdoba, Argentina using the Laboratory Service Quality
Manual documents as a guide. Materials and Methods: We worked with 50 patients diagnosed with SARS
CoV-2 admitted to the ICU wards, and the analytes Na+, K+ and CI- were quantified in serum. The MedCalc®
program was used. Results: Na+: Correlation coefficient (r) of 0.9884 [95%CI:(0.9796-0.9934]]; p<0.0001.
By Passing-Bablok procedure, line: y=4.1613[95%Cl:(-3.1533 - 8.4688])]+0.9677[95%CI:(0.9375 -
1.0219]]x. K+: It gave an r of 0.9989 [95% CI: (0.9980 - 0.9994) ]; p<0.0001. By Passing-Bablok procedure,
line: y=0.3477[95%Cl:(0.2975 - 0.4018)]+0.9362[95%CI:(0.9213 - 0.9500] ]x. Cl-: It gave an r of 0.9847
[95% Cl: (0.9730 - 0.9913]]; p<0.0001. By Passing-Bablok procedure, line: y =-0.5702[95%Cl:(-6.3248 -
3.5492]]+1.0268 [95%CI:(0.9545 - 1.0828] ]x. Conclusion: The comparison of methods showed a satisfac-
tory correlation between the Abbott Architect C4000 and Roche Cobas b221equipment for the determina-
tion of Na+ and Cl-, confirming that both methods measure in a similar way. For K+, future studies should
increase the number of data evaluated, seeking for a better correlation, since r is a statistic sensitive to the
extremes of the reportable range.
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Introduccién

Los electrolitos, como el Na+ (sodio), K+ (potasio) y CI-
(cloro), poseen un rol de vital importancia y son necesarios
para el optimo funcionamiento de las células y 6rganos®.
Las alteraciones de los niveles de electrolitos en sangre
constituyen una causa importante de morbilidad y, en algu-
nos casos, de riesgo vital en pacientes criticos. La ausencia
de intervenciones correctivas en las etapas tempranas pue-
de dar lugar a escenarios que pongan en peligro la vida del
paciente. Evaluar de manera rapida el equilibrio hidroelec-
trolitico y aplicar un tratamiento adecuado y puntual son
elementos fundamentales para revertir esta condicion®.

En los andlisis habituales de laboratorio, la medicién de
los electrolitos en sangre se ha convertido en un procedi-
miento fundamental y de vital importancia, ya que tiene
una conexién directa con la salud y la vida de un paciente3,
lo cual esta vinculado especificamente con las Unidades de
Terapia Intensiva (UTI)*.

Durante los afios 2020 y 2021, el Hospital Rawson fue un
actor central como hospital de referencia para la atencién ex-
clusiva de pacientes diagnosticados con SARS CoV-2, razén por
la cual se amplié el nimero de camas en las UTI. Su papel fue
fundamental en la lucha contra la pandemia en Cérdoba. Por
esta razon, este estudio se enfocé especificamente en pacien-
tes afectados por esta enfermedad.

Actualmente, el Servicio de Laboratorio del Hospital Rawson
cuenta con dos autoanalizadores para medir ionogramas séri-
cos: el equipo Abbott Architect C4000 y el equipo Roche Cobas
b221; ambos equipos utilizan un método de potenciometria
con electrodo selectivo paraiones (ISE).

La concordancia en los informes de resultados de las mues-
tras cuantificadas en los diferentes equipos para medicion em-
pleados en un laboratorio resulta fundamental en el seguimiento
y monitoreo que se realiza sobre los pacientesC.

El objetivo de este trabajo fue comparar el método poten-
ciométrico indirecto (Abbott Architect C4000) para la cuanti-
ficacién de los analitos Na+, K+ y Cl- en pacientes internados
en el Hospital Rawson a causa de |a infeccién por SARS CoV-2
con el método potenciométrico directo (Roche Cobas b221).

Para ello, y contemplando el importante impacto que tiene
la etapa preanalitica en todo lo vinculado al proceso de medi-
cién>678, es que utilizamos como apoyo determinante todos
los documentos y procedimientos desarrollados hasta el pre-
sente, los cuales conforman el Sistema Documental (SD] de
nuestro Laboratorio, elaborados de acuerdo con los lineamien-
tos de la Norma IRAM IS0 15189:2014 “Laboratorios Clinicos.
Requisitos para la calidad y la competencia” e ISO 9001:2015
“Sistema de Gestién de la Calidad. Requisitos™720,

Materiales y métodos

Se realizé un estudio observacional y prospectivo que in-
cluyd 50 muestras de pacientes internados en la UTl del Hos-
pital Rawson, Cérdoba, Argentina, durante el afio 2020. La po-
blacién estudiada consistié en pacientes adultos de ambos
sexos, con diagnéstico de infeccidn por SARS-CoV2, confirma-
do por la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa con
transcriptasa reversa en tiempo real (rt-PCR, por sus siglas
en inglés, real time Polimerase Chain Reaction)*2.

A'los pacientes, se les extrajo sangre por venopuncion
de acuerdo con el procedimiento operativo titulado “Toma

Figura 1. Documentos pertenecientes al Sistema documental del Laboratorio del Hospital Rawson
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» A) Procedimiento operativo “Toma de muestra sanguinea” (cédigo: PO-TS-01-01).

» B) Instructivo “Utilizacion de EPP para practicas de Laboratorio” (IT-TS-01-01).
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Tabla I. Distribucién de los datos sugeridos para la comparacién de métodos. Protocolo CLSI EP09-A2

Determinacion Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E
Rango % Rango % Rango % Rango % Rango %
Sodio (mmol/L) 120-130 20 131-140 40 141-150 | 30 | 151-160 10
Cloro (mmol/L) 80-95 30 | 95-105 | 40 | 105-120 30
Potasio(mmol/L) <3,0 20 3-4,5 35% | 4,5-6,0 35% >6 10

» Grupo A: Rango de concentracion para los analitos: sodio (120 mmol/L a 130 mmol/L), cloro (80 mmol/L a 95 mmol/L) y potasio (<3 mmol/L). Grupo
B: Rango de concentracion para los analitos: cloro (30 mmol/L a 105 mmol/L) y potasio (3 mmol/L a 4,5 mmol/L). Grupo C: Rango de concentracién
para los analitos: sodio (131 mmol/L a 140 mmol/L}, cloro (105 mmol/La 120mmol/L) y Potasio (4,5 mmol/L a6,0 mmol/L). Grupo D: Rango de
concentracidn para los analitos: sodio (141 mmol/L a 150 mmol/L] y potasio (>6 mmol/L). Grupo E: Rango de concentracion para los analitos: sodio

(151 mmol/La 160mmol/L).

de muestra sanguinea” (c6digo: P0-TS-01-01] y respetando
las acciones indicadas en el instructivo de trabajo “Utiliza-
cién de EPP para préacticas de Laboratorio” (IT-TS-01-01),
ambos documentos pertenecientes al SD de nuestro labo-
ratorio (Figura 1)1 Las muestras fueron recolectadas
en tubos con activador de la coagulacién y gel separador;
luego, se centrifugaron a 3500 rpm durante 10 minutos y
fueron conservadas hasta el momento de la valoracién.

Estas mediciones de los analitos Na+, K+ y Cl- se realiza-
ron por dos metodologias diferentes: método potenciomé-
trico indirecto (Abbott Architect c4000) y método potencio-
métrico directo (Roche Cobas b221]. Se llevé a cabo una
seleccién adecuada de las muestras en cuanto a la integri-
dad de las mismas; en este sentido, las muestras hemoliza-
das no fueron procesadas?3. Las mismas se evaluaron en el
rango reportable abarcando los niveles de decisién médica,
extendiéndose hacia el limite inferior y superior del rango de
ensayo reportado por el fabricante, para lo cual nos basa-
mos en el protocolo EP0S-A2 “Method Comparison and Bias
Estimation Using Patient Samples” del CLSI (Clinical and La-
boratory Standards Institute), Tabla 11,

Para comprender la naturaleza de los datos recopilados,
llevamos a cabo un analisis exhaustivo de su distribucién
basandonos en el test de D’Agostino-Pearson, utilizando el
programa MedCalc®. Los resultados de nuestro analisis re-
velan que los datos exhiben una distribucién normal.

Para el andlisis estadistico de los datos, se realizé una

comparacién mediante el coeficiente de correlacién de
Pearson, evaluando la fuerza de asociacion lineal a través
del estadistico “r’; también se realiz6 un andlisis de regre-
sién de Passing-Bablock y, finalmente, se evaldo la concor-
dancia entre las dos metodologias de medicién mediante el
método de Bland-Altman. Se utilizé el programa MedCalc®.
Adema3s de la evaluacién analitica de desempefo que
debe realizarse sobre cada método, resulta imprescindi-
ble el desarrollo de un SD que soporte, evalle y sostenga
todos los procedimientos y acciones que se realizan en el
laboratorio!. De esta manera, las decisiones que se tomen
estaran fundamentadas en un sistema sélido y eficaz, con
evidencia objetiva y trazable y permitiran la oportunidad de
aplicar acciones correctas a desarrollar en cada paso.

Resultados

Los resultados de media, mediana, desvio estandar, con-
centracién mayor y concentracién menor para los analitos
Na*, K*yCl" se presentanenlaTabla ll.

En la Tabla lll, se detallan los resultados obtenidos me-
diante el procedimiento no paramétrico de Passing-Bablok.

La Figura 2 muestra la recta de regresion obtenida por
Passing-Bablok para los analitos Na*, K" y CI".

Para analizar la correlacién entre los resultados obteni-
dos por los analizadores Cobas b221 y Abbott c400, se cal-
culé el coeficiente de correlacién lineal de Pearson (Tabla
IV], y se utilizé el método de Bland-Altman para representar

Tabla Il. Resultados obtenidos por ambas metodologias para los analitos Na*, K*y CI

Sodio Potasio Cloro
Cobas b221 Abbott c4000 | Cobasb221 | Abbottc4000 | Cobasb221 | Abbottc4000

Concentracién Menor (mmol/L) 120,5 124 1,74 2 85,9 87

Concentracién Mayor (mmol/L) 155,9 155 7,16 71 113,1 114
Media (mmol/L) 138,4 138,3 43 4,38 99,2 100.9
Mediana (mmol/L) 138,8 138 4,32 4,45 99,2 101,5
Desvio Estandar (mmol/L) 8,54 8,27 1,31 1,22 6,97 7,16
Error Estandar de la media (mmol/L) 1,21 1,17 0,18 0,17 0,98 1,01
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Figura 2. Recta de regresion obtenida por Passing-Bablok para los analitos Na*, K"y CI
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de confianza del 95% (punteado color verde alrededor de la recta de regresion). La recta punteada central de color bordé corresponde a la recta con

ordenada 0y pendiente 1.

la concordancia entre los resultados obtenidos por los ana-
lizadores Abbott Architect C4000 y Roche Cobas b221 para
las diferentes variables estudiadas (Figura 3).

Discusion

La comparacién de métodos realizada arrojé indices de
correlacién satisfactorios entre los equipos Abbott Architect
C4000 y Roche Cobas b221 en la cuantificacién de los ana-
litos Na+yCl-.

La Figura 2 evidencia la ausencia de tendencias con res-
pecto a las diferencias calculadas entre los equipos. Se ob-
serva una distribucién aleatoria de los valores alrededor del
valor medio establecido de las diferencias. Los intervalos de

confianza (IC) 95% establecidos para la pendiente y ordena-
da al origen, para ambos analitos (Tabla 2], muestran que el
valor 1 y 0 se encuentran contenidos, respectivamente, en
cada IC, arrojando un coeficiente de correlacién de Pearson
para el Na+ de 0,9884 y de 0,9847 para el para el CI-; con
base en estos resultados podemos afirmar que ambos mé-
todos miden de forma comparable.

Para el analito K+, se observa una fuerte tendencia de las
diferencias entre los resultados del Abbott Architect C4000
y Roche Cobas b221 (Figura 3], puesto que, en concentra-
ciones bajas de este analito, el autoanalizador Roche Cobas
b221informavalores menores que el autoanalizador Abbott
Architect C4000 y, en concentraciones altas de este analito,

Tabla lll. Ecuacién de la recta obtenida mediante el procedimiento no paramétrico de Passing-Bablok para los analitos

Na*, K*yCI

Regresion de Passing-Bablok

Sodio

Potasio Cloro

Ecuacion de la recta (mmol/L)

y =4,1613 +0,9677 x

y = 0,3477 + 0,9362x y =-0,5702 +1,0268 x

interseccion A (mmol/L) 4,1613

0,3477
-0.5702

Intervalo de confianza 95% (mmol/L)

-3,1533 28,4688

0,2975a0,4018 -6,3248 a 3,5492

Pendiente B (mmol/L) 0,9677

0,9362 1,0268

Intervalo de confianza 95% (mmol/L)

0,9375a1,0219

0,9213a0,9500 0,9845a1,0828
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Figura 3. Grafico de Bland-Altman: representa la relacién entre las diferencias de las concentraciones de los analitos

Na*,K*y CI medidos por ambos métodos

A B
) _ 3F F1T96 SD ) 02 i
§ 2L 50" 27 § +1.96 SD
] + o @ o o 01} 0,12
2 1K o . = -
2 - o282 - Mean 2
0 2 -
' <
bl 3 - ; oS = 0.1 .
8 -1F 5
2 2 ° -1.96 SD f
S [
r 3+ -2,5 3
s [ ° 3 -1.96 SD
g -4p . 1 " | ) ] L 1 £
-0.3 1 L | s | L | L | L | L | \70'27|
120 130 140 150 160 1 2 3 4 5 5 7 B
Promedio de diferencias (mmol/L) entre Roche Cobas B221 y Abbott C4000 Premedio de diferencias (mmol/L) entre Roche Cobas B221 y Abbott C4000
C) _ :F
§ 1+ > +1.96 SD
b= 0.8
2 o} ,
=1
< [+]
. } .
N - Mean
2 2 fee 2 17
E o o &
& st o
w
{:o’ -4, -1.96 SD
= -41
50 ] ! ] 1 ! ] |
85 20 95 100 105 110 115 120
Promedio de diferencias (mmel/L) entre Roche Cobas B221 y Abbott C4000
» En el eje “y", se grafican las diferencias entre las concentraciones de los analitos sodio (Grafico A), potasio (Grafico B) y cloro (Grafico C) entre el

autoanalizador Cobas b221 y Abott c4000. En el eje “X

, se representa el promedio de las concentraciones medidas por ambos métodos. La linea azul

central representa la diferencia de medias entre ambos métodos. Las lineas verdes horizontales, segmentadas, representan los IC del bias medio 0 ES
obtenido. Las lineas horizontales bordé, segmentadas representan + 1,96 DS.

este equipo provee valores mayores que el autoanalizador
Abbott Architect C4000. En la Figura 3, se observa un bias
sistematico proporcional, dependiente de la concentracién
de este analito, con una tendencia positiva de las diferen-
cias conforme aumenta la magnitud de la variable medida.
Si bien el coeficiente de correlacién de Pearson arrojé un
valor de 0,9989, el IC 95% establecido para pendiente y
ordenada al origen (Tabla 2] no contiene los valores 1 y 0,
respectivamente. Con base en estos resultados sugerimos
que serfa interesante realizar mas estudios incrementando
la cantidad de muestras cuantificadas dentro del rango re-
portable de medicién, lo cual impactaria en la variacién del
comportamiento del estadistico “r”.

En trabajos similares de comparacién de métodos para
la determinacién de ionograma sérico, los autores Yilmaz S,
Uysal y Yasemin U Budak sefialan que los resultados obte-
nidos no fueron equivalentes y, por lo tanto, ambos equipos

no pueden utilizarse indistintamente para informar ionogra-
ma sérico!>18.

En este estudio, se realiz6 una seleccién adecuada de las
muestras contemplando el rango de concentraciones que
incluyen los niveles de decisién médica para cada analito en
estudio; ademas, en este sentido, se extendi6 este rango ha-
cia el limite inferior y superior de los mismos, en virtud de brin-
darle mayor robustez a este ensayo. Igualmente, es necesa-
rio mencionar que los resultados podrian estar influenciados
por el bajo ndmero de muestras analizadas (N=50), por lo que
recomendamos realizar investigaciones futuras con la finali-
dad de consolidar nuestras observaciones.

Conclusién

Este estudio comparativo entre los equipos Roche Cobas
b221 y Abbott Architect C4000 revela indices de correlacién
satisfactorios para los analitos Na+ y Cl- lo cual indica una

Tabla IV. Resultados obtenidos mediante el analisis de correlacién de Pearson

Coeficiente de correlacién de Pearson (r]

Sodio Potasio Cloro
Correlation coefficient r 0,9884 0,9989 0,9847
Nivel de significancia P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001
Intervalo de confianza 95% 0,9796 20,9934 0,9980a 0,9994 0,9730a0,9913
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comparabilidad en sus mediciones. Sin embargo, se iden-
tificé una tendencia significativa en las diferencias de los
resultados para el analito K+, lo que sugiere la necesidad
de investigaciones adicionales para comprender mejor esta
disparidad, especialmente, a través de un mayor nimero de
muestras en el rango reportable de medicidn.

A pesar de los esfuerzos realizados, la limitacion en el
nimero de muestras analizadas destaca la importancia de
futuras investigaciones para validar y consolidar las obser-
vaciones realizadas en este estudio. En este contexto, se
recomienda precaucién al considerar la intercambiabilidad
de estos equipos en la practica clinica hasta que se realicen
estudios adicionales que aborden estas preocupaciones.
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ARTICULO ORIGINAL

Evaluacion de estrategias para la gestion de calidad en laboratorios clinicos:
analisis de modo y efecto de fallo e indicador Budget Error

Assessment of Quality Management Strategies in Clinical Laboratories:

Analysis of Failure Mode and Effect and the ‘Budget Error’ Indicator.

Gimenez, José Marial™"; Bonetto, Ayelén®"’; Abiega, Claudio® "; Lujan, Pablo Rodrigo!
'Hospital Privado Universitario de Cérdoba. Cérdoba, Argentina.

“Contacto: Gimenez, José Maria. Laboratorio Central, Departamento de Calidad y Seguridad del Paciente, Hospital Privado Universitario de Cérdoba,
Naciones Unidas 346. (C.P5000). Cérdoba, Argentina; pp 8829@hotmail.com.

Resumen Introduccién: En los laboratorios clinicos, la precisién y exactitud de los resultados son cruciales para la
toma de decisiones médicas, dado que influyen directamente en la seguridad del paciente (SP) aseguran-
do resultados confiables y mejorando la atencién en salud. Objetivo: Evaluar el uso dentro del sistema de
gestion de calidad (SGC), del andlisis de modo y efecto de fallo (AMEF] y el indicador Budget Error (BE) para
mejorar la calidad y la SP en el Laboratorio del Hospital Privado Universitario de Cérdoba (HPUC). Materiales
y Métodos: Se llevd a cabo un estudio observacional y analitico en el Laboratorio del HPUC durante los afios
2021y 2022, dividido en dos partes. La primera aplicé el AMEF para categorizar el riesgo de métodos analiti-
cos y planificar la evaluacién del desempefio. La segunda parte evalud el BE para detectar y corregir errores
en 11 analitos seleccionados. Resultados: En 2021, el AMEF determind una evaluacién cuatrimestral para
glucosa, creatinina, bilirrubina, ionograma, magnesio y acido lactico. En 2022, se generaron 132 resultados
del indice de error total mediante RIQAS, y se identificaron 9 acciones preventivas y 1 correctiva basadas
en el BE, en comparacién con una sola mejora detectada por el ensayo de aptitud. Discusién: La integracion
del AMEF y el indicador BE, junto con otras herramientas de calidad, es esencial para gestionar el riesgo, op-
timizar recursos y mejorar el desempefio de métodos en laboratorios clinicos. Esta combinacién promueve
una conducta proactiva, impulsa una cultura de calidad y facilita la mejora continua en la practica analitica.
Palabras claves: laboratorios clinicos, gestion de la calidad, seguridad del paciente, evaluacién de ries-
gos, indicadores de gestién de calidad en salud.

Introduction: In clinical laboratories, the precision and accuracy of results are crucial for medical deci-
Abstract sion-making, directly influencing patient safety. Implementing a quality management system ensures
reliable results and improves healthcare. Objectives: To evaluate the use of “Failure Mode and Effects
Analysis” (FMEA) and the “Budget Error” BE]) indicator within the quality management system to im-
prove quality and patient safety at the Laboratory of the Private University Hospital of Cérdoba (HPUC),
Argentina. Materials and Methods: Observational and analytical study at the HPUC Laboratory during
2021 and 2022, divided into two parts. The first part applied FMEA to categorize the risk of analytical
methods and plan performance evaluation. The second part evaluated the BE to detect and correct errors
in 11 selected analytes. Results: In 2021, the FMEA determined a quarterly assessment for glucose, cre-
atinine, bilirubin, ionogram, magnesium, and lactate. In 2022, 132 Total Error Index results were gener-
ated through RIQAS, identifying nine preventive actions and one corrective action based on the BE, com-
pared to a single improvement detected by the proficiency testing. Discussion: The integration of FMEA
and the BE indicator, along with other quality tools, is essential to manage risk, optimize resources, and
improve the performance of methods in clinical laboratories. This combination promotes proactive behav-
ior, fosters a culture of quality, and facilitates continuous improvement in analytical practice.
Keywords: Clinical Laboratories, Quality Management, Patient Safety, Risk Assessment, Health Quality
Management Indicators.
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Introduccién

En el ambito de los laboratorios clinicos, la generacién de re-
sultados con alto grado de validez se ha vuelto esencial para res-
paldar una toma de decisiones médicas precisa, necesaria tanto
para el diagndstico como para el pronéstico y tratamiento ade-
cuado de los pacientes®. Se ha destacado que aproximadamente
el 70 % de las decisiones médicas se basa en los resultados pro-
porcionados por los laboratorios. Por lo tanto, garantizar la calidad
de estos resultados es una prioridad, ya que cualquier deficiencia
podria afectar directamente la seguridad de los pacientes (SP)2.

Para lograr esta calidad sin comprometer la SP, es necesarioim-
plementar un sistema de gestion de calidad (SGC). Este sistema
comprende un conjunto de politicas, procesos y procedimientos
disefiados para planificar y ejecutar las funciones esenciales de
una organizacion de manera eficiente y efectiva. Integra diversas
estrategias y herramientas de calidad, como el analisis de modo
y efecto de fallo (AMEF), indicadores de efectividad, diagramas
de Pareto, diagramas de Gantt y otros instrumentos de mejora y
gestion del desempefio®*.

EI'SGC no solo se centra en mantener la calidad de los procesos
de laboratorio, sino también en la gestion de riesgos y la mejora
continua de todos los aspectos que influyen en la calidad del
servicio. Su objetivo principal es identificar y evaluar posibles pe-
ligros o fallos que puedan afectar el proceso de atencién médica,
implementando medidas para minimizar el riesgo de eventos ad-
versos®. En este sentido, el uso de indicadores de calidad resulta
esencial dentro del SGC, ya que permite evaluar y monitorear de
forma continua laimplementacion de estas estrategias y del mis-
mo sistema®.

En este contexto, los procesos se refieren a las etapas o fases
dentro del laboratorio clinico (preanalitica, analitica y posanali-
tica), las cuales son cruciales para la generacion de resultados
precisos y confiables. Este trabajo se enfoca especificamente en
la etapa del proceso analitico, ya que, a pesar de representar solo
el 15% de los errores, es parte critica y causa mas del 50 % de los
EA eventos adversos dentro del ciclo de atencién médica’. Por lo
tanto, es esencial la implementacién de estrategias de gestién
de calidad y riesgo en esta fase, para reducir el riesgo de errores
clinicamente significativos de manera oportuna®®.

Generalmente, los laboratorios utilizan la evaluacion inicial de
métodos y planes de control de calidad tanto interno (CCl) como
externo (CCE) para controlar y monitorear el desempefio en la
etapa analitica. Sin embargo, estas herramientas pueden resul-
tar insuficientes para garantizar la SP y evitar de antemano un
impacto negativo

La evaluacién del desempefio de métodos y el CCl, en conformi-
dad con los protocolos existentes, proporcionan evidencia obje-
tiva del cumplimiento de los requisitos definidos en la norma ISO
15189: 2014% Esto permite verificar el impacto deseado en la SP
garantizando que los métodos utilizados en el laboratorio siguen
siendo precisos y confiables a lo largo del tiempo.

La planificacién periédica de la evaluacién de desempefio del
método, basada en protocolos especificos establecidos por el
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), es crucial para
identificar diversas fuentes de error analitico, incluso aquellas no

contempladas en los planes rutinarios de CCl. Esta planificacién
estratégica no solo demuestra competencia técnica y desempe-
fio aceptable, sino que también contribuye a la gestion de riesgo
y a la tecnovigilancia para el aseguramiento de calidad en los la-
boratorios!O1.

Este trabajo, en una primera parte, se enfoca en la evaluacién
e integracion del AMEF, en conjunto con otras herramientas es-
tratégicas como el diagrama de Pareto y el diagrama de Gantt,
para categorizar el riesgo y definir la periodicidad de evaluacion
del desempefio aplicado a los procedimientos de medida de cada
analito de quimica clinica involucrado en la prestacién de servicio.
Esta estrategia permite no solo comprender las posibles causas
y el riesgo de error en los informes de resultados de pacientes,
sino que también contribuye, junto con el CCl, a la elaboracién de
planes de mejora centrados en estos aspectos®!213 . Ambos en-
foques son fundamentales para lograr una mejora continua yuna
gestion de riesgos efectiva en los laboratorios.

Por otra parte, el CCE desempefia un papel crucial al permitir
que los laboratorios individuales comparen su desempefio con
el de otros laboratorios que analizan las mismas muestras de
control. Esto facilita la estimacién del sesgo y la inexactitud, lo
cual resulta esencial para identificar deficiencias en los equipos
y procedimientos de medida a largo plazo!#1°. En el contexto de
la norma IS0 151894, que promueve la adopcién de SGC orienta-
dos a la mejora continua, se enfatiza la importancia de estable-
cer indicadores de calidad y llevar a cabo estas comparaciones
conocidas como ensayos de aptitud, lo que les proporcionard a
los laboratorios la evidencia necesaria para determinar la acep-
tabilidad de los resultados. Los indicadores de calidad derivados
del programa externo son considerados prioritarios y obligatorios
en este contexto, ya que la informacién que proporcionan es fun-
damental para la realizacién de actividades de mejora que forta-
lezcan y consoliden los SGC®. Cada laboratorio, al interpretar su
desempefio y los datos obtenidos a través de los indicadores de
calidad, puede implementar acciones correctivas y preventivas
que contribuyan a la mejora continuayala SP.

Enuna segundainstancia, este trabajo emplea el indice de error
total generado mediante RIQAS como un indicador de efectividad
clinica denominado Budget Error (BE).

Adiferencia de los indicadores convencionales proporcionados

por los ensayos de aptitud, BE adopta un enfoque proactivo de
gestion de riesgos y establece estandares de calidad mas estric-
tos que reflejan un nivel superior de exactitud en la evaluacién del
desempeno relacionado con errores sistematicos.
Esto permite tomar medidas preventivas e incluso correctivas
antes de obtener resultados no conformes en los controles de
calidad externos, los cuales podrian indicar riesgos para la se-
guridad de los pacientes. Asi, se optimiza el uso de recursos y se
fomenta la mejora continua y la gestion de riesgos en la atencién
médica.

El objetivo fue evaluar el uso del analisis de modo y efecto
de fallo y el indicador de efectividad Budget Error como es-
trategias para mejorar la calidad y la SP en el Laboratorio del
Hospital Privado Universitario de Cérdoba (HPUC) durante
los afios 2021 y 2022.
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Tablal. Informacidn de los analitos estudiados.

Analito Reactivo - Fabricante Método Unidades
Acido drico UA2 - Roche Uricase Peroxidase. with ascorbic. Oxidasa 546nm mg/dL
Urea UREAL - Roche Ureasa cinética mg/dL
Glucosa GLUC3 - Roche Hexoquinasa meg/dL
Colesterol CHOL?2 - Roche Cholesterol oxidasa mg/dL
HDL HDL4 - Roche Ensayo de 4 generacién mg/dL
LDL LDLC3 - Roche Selective detergents methods mg/dL
Creatinina CREJ2 - Roche Alkaline picrate no deproteinisation mg/dL
PT TP2 - Roche Reaccidn de Biuret, punto final g/dL
Triglicéridos TRIGL - Roche Lipase/GPO-PAP no correction mg/dL
Hierro (Fe) IRON2 - Roche Colorimetric without ppt ug/dL
Bilirrubina BILD2/BILT3 - Roche [gic:Z’Z';ﬁ :Z’U%LZZ';‘I’I';’:Z d/ mg/dL
ISE Internal Standard/
ISE Diluent gen.2/ Ise Indirect mmol/L
Sodio (Na) ISE Reference Electrolyte — Roche
ISE Internal Standard/
ISE Diluent gen.2/ISE Ise Indirect mmol/L
Potasio (K) Reference Electrolyte — Roche
ISE Internal Standard/
ISE Diluent gen.2/ISE Ise Indirect mmol/L
Cloro (ClI) Reference Electrolyte — Roche
Calcio (Ca) CA2 - Roche NM-BAPTA mg/dL
Magnesio (Mg) MG2 - Roche Xylidyl Blue mmol/L
Fosforo (P) PHOS2 - Roche Phosphomolybdate UV mg/dL
GPT ALTL - Roche Tris buffer without P5P u/L
GOT ASTL - Roche Tris buffer without P5P u/L
GGT GGT-2 - Roche Gamma glut. -3-carb. -4-nitro. u/L
FAL ALP2L - Roche AMP buffer IFCC u/L
LDH LDHI2 - Roche Lactate to Pyruvate IFCC u/L
CK CK-Roche CK-NAC (IFCC) u/L
Amilasa (Amy]) AMYL?2 - Roche pNPG? u/L
Lipasa LIPC - Roche Colorimétrico u/L
Acido l4ctico LACTZ - Roche Colorimétrico lactato oxidasa mmol/L

» HDL, lipoproteina de alta densidad; LDL; lipoproteina de baja densidad; PT, proteinas totales; GPT, transaminasa glutamico-pirdvica; GOT, transaminasa
glutadmico- oxalacética; GGT, gama-glutamil transferasa; FAL, fosfatasa alcalina; LDH, lactato deshidrogenasa; CK, creatina quinasa.
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Tabla ll. Escala de priorizacidn de riesgo para la puntuacidn de cada modo de fallo de los analitos o procedimientos de medida.

Nivel de prioridad . Decisién médi
Escala Ivel de priorida 'p'orurgenua ec'|5|on m’e' ica Volumen de demanda Historial de fallos
/vulnerabilidad / riesgo clinico
Si ametro de UTIP/ UTI/
' €5 parametro de O Sies pardmetro Unico Sies pardmetro de Calificacién si hay problemas
5 0 materno-neonatal R AR ~
. de diagndstico alta demanda (>1000) de desempefio todos los meses
de impacto marcado
3 Si es pardmetro de urgencia Sies pardmetro de grupo Sies pardmetro de moderada | Calificacién si hay problemas
P g vulnerable de impacto demanda (101-1000) de desempefio cada 2 meses
. . . . , Calificacién si eventualmente
1 Sies pardmetro de rutina Sies parametro de perfil Sies pardmetro de hay problemas de desempefio
/ consulta externa P P baja demanda (<100) ypP . P
al semestre o ninguno

» UTIP, Unidad de Terapia Intensiva Pediatrica; UTI, Unidad de Terapia Intensiva de Adultos; Qx, Quiréfano.

» Para el modo de fallo volumen de demanda, la escala para la puntuacién corresponde al promedio del volumen de demanda mensual.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio observacional y analitico de segui-
miento. Se evalué el uso del AMEF y del indicador de efecti-
vidad clinica BE como estrategias en la gestién de riesgos
proactivos para la calidad y la SP en el Laboratorio del Hos-
pital Privado Universitario de Cérdoba (HPUC) durante los
afios 2021y 2022.

Primera parte - Evaluacidn de la matriz de riesgo AMEF para
la planificacién periddica de la evaluacion del desempeiio
de métodos de los analitos de quimica clinica (Afio 2021)

La muestra de estudio, en esta primera parte, comprende
los procedimientos de medida involucrados en la prestacién
de servicio, detallados en la Tabla .

Recoleccion y automatizacion de datos
Se utilizé el software de hojas de calculo de Microsoft Ex-

cel para recopilar y automatizar datos. Ademas, se accedié
al historial de fallos incluyendo las no conformidades resul-
tantes del CCE asi como recalibraciones previas.

Evaluacion del riesgo

Se aplicé la metodologia AMEF para evaluar y puntuar
cuatro atributos clave de cada procedimiento de medida.
Los atributos se estratificaron con base en su urgencia/
vulnerabilidad, riesgo clinico, historial de fallos y prome-
dio mensual del volumen de demanda. Para el historial de
fallos, se consideré como recalibracién toda aquella cali-
bracién que no fue programada en su plan correspondien-
te. Para el promedio mensual del volumen de demanda, se
aplicé el diagrama de Pareto expuesto en la Figura 1 como
una herramienta mas de la gestién de calidad para dar a co-
nocer el impacto de este modo de fallo en los resultados de
laboratorio.

Tabla lll. Categorizaci6n del riesgo y accién preventiva segin niumero de priorizacion (NPR) para la determinacion de la

periodicidad de |a evaluacién del desempefo de métodos.

Riesgo Escalade RPN Accién preventiva
125-625 Evaluacién del desempefio de métodos de forma cuatrimestral
Moderado 75-124 Evaluacién del desempefio de métodos de forma semestral
Tolerable <75 Continuar con el monitoreo hasta préximo AMEF (anual)

» Para aquellos procedimientos de medida cuyo nivel de riesgo es definido como tolerable segun el calculo del NPR, la accidn preventiva es seguir con el

monitoreo correspondiente al CCl hasta préximo afio.
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Los atributos nivel de prioridad por urgencia/vulnerabi-
lidad y riesgo clinico, se definieron por consenso de nueve
bioquimicos especialistas y un médico especialista en Cli-
nica Médica, tras la aplicacién de la “tormenta de ideas” y
grupo nominal.

Priorizacién de riesgos

Para cada analito de quimica clinica, se calculd un indice
de priorizacién de riesgo (Risk Priority Number, RPN) multi-
plicando las puntuaciones correspondientes de los cuatro
atributos. Estas puntuaciones se definieron segin evalua-
cion del riesgo y escala de priorizacién de riesgo basada en
el modo de fallo, detallada en la Tabla Il.

Categorizacion del riesgo

Comparando el RPN obtenido con lainformacién proporciona-
daenlaTablalll, se categorizé el riesgo de cada analito de qui-
mica clinica en uno de tres niveles: tolerable, moderado o alto.

Acciones preventivas

Se determinaron segun el nivel de riesgo obtenido para
cada procedimiento de medida, utilizando la Tabla Ill como
referencia. Estas acciones estan disefiadas para reflejar la
periodicidad de la evaluacién del desempefio del método
que se realiza de manera especifica para cada analito de
quimica clinica. La frecuencia de evaluacién segln catego-
rizacion del riesgo se basa en la identificacién proactiva de
posibles fuentes de error y tiene como propésito reducir la
probabilidad de que ocurran problemas antes de que se ma-
nifiesten.

Planificacién periddica

Para la planificacion periédica de la evaluacién de des-
empefo del método segin categorizacién de riesgo resul-
tante para cada analito de quimica clinica, se usé el pro-
grama Visio de Microsoft Office para la construccién del
diagrama de Gantt.

Tabla IV. Construccidn del indicador (ficha técnica): nombre, justificacién, dominio, dimensién, definicion operacional,

variables y consideraciones para el analisis

CONSTRUCCION DEL INDICADOR

Nombre

indice de error total (Budget Error)

Justificacion

Evaluar la efectividad clinica de los resultados procesados y emitidos por el drea de quimica clinica
a partir de ensayos de aptitud (por medio de la ponderacién del sesgo como indice de error total)

Dominio Efectividad clinica
Dimensidn Estructura Proceso
DEFINICION OPERACIONAL
Numerador SDI Obtenido

Denominador

Umbral o limite aceptado por programa de evaluacién externa

Unidad de Medicién

SDI

Factor

100

Férmula del célculo

Numerador sobre denominador por el factor

CONSIDERACIONES PARA EL ANALISIS Y VARIABLES

Origen de la informacién

Proceso analitico del drea de quimica clinica y evaluacién externa RIQAS

Frecuencia de emisién y
remision

Mensual

Responsable

Duefo de proceso de calidad analitica

Usuario

Analista del drea y/o coordinador de calidad

Criterio de aceptabilidad
del programa externo

RIQAS considera cumplimiento para un SDI menor o igual a 2.

» SDI, indice de desvio estandar o Z-Score.

» Enverde, se sefiala la clasificacién correspondiente a la “dimensién” del indicador.
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Tabla V: Meta y criterios para la evaluacién del indice o indicador de efectividad clinica Budget Error

Resultado Budget Error

Acciones que tomar

Budget Error < 50%

No requiere intervencién.

50% = Budget Error < 70%

Inicie acciones preventivas para detectar fuentes de error

sistematico.

?0% > Budget Error < 100%

Inicie acciones de tipo correctivo, ya que su margen de
seguridad ha disminuido.

» Meta: Garantizar que el indice de error total Budget Error sea menor o igual al 70%, criterio establecido donde no se requiere la toma de acciones co-

rrectivas.

Alcance de la evaluacion del desempeiio de métodos segln
planificacién periédica

Laevaluacién del desempefio del método se lleva a cabo con-
forme con los protocolos establecidos por la CLSI, abordando
aspectos clave de evaluacién para cada parametro analitico.
Este proceso se aplica, seguin periodicidad correspondiente,
a todos los procedimientos de medida de quimica clinica para
asegurar la calidad y confiabilidad de los resultados analiticos.

Criterios de aceptacion

Los criterios de aceptacién se establecen de acuerdo con
los protocolos de la CLSI y se ajustan segun el parametro
analitico evaluado. Estos criterios abarcan aspectos como la
verificacion de precisién, linealidad, comparacién de métodos
y estimacion del sesgo. Los requisitos de calidad se determi-
nan considerando tanto la variabilidad biolégica como las nor-
mativas del estado del arte para cada parametro especifico.

Criterios de rechazo

Silos resultados de la evaluacién del desempefo del mé-
todo no cumplen con los requisitos de calidad o los proto-
colos de la CLSI para cada pardmetro analitico, se aplican
planes de accién de mejora de tipo correctivo.

Segunda Parte - Evaluacion del indicador de efectividad cli-
nica (Ao 2022)
Poblacién de estudio

En la segunda parte del estudio, se monitorearon men-
sualmente 11 procedimientos de medida, del total de los 26
que detalla la Tabla |, seleccionados con base en la necesi-
dad clinica asistencial y la categorizacién del riesgo esta-
blecida mediante el AMEF aplicado para el afio 2021. Los 11
AQC involucrados en este monitoreo de métodos son: urea,
glucosa, creatinina, bilirrubina, sodio, potasio, magnesio,
GPT, GOT, amilasa y acido lactico.

Determinacién del indice de error total (Budget Error, BE)
Para evaluar el desempefio de estos procedimientos de

medida, en un nivel mas riguroso de exactitud, se calculé

mensualmente el indice de error total. Se utilizé el indicador

BE, que se presenta enla Tabla IV. Este indicador se basa en
el indice de desviacion estandar o Z-score, obtenido a tra-
vés del CCE. El calculo del BE se realiza mediante la siguien-
te férmula: Budget Error = (SDI obtenido) /2*100. EI SDI es
un inductor generado por el mismo ensayo de aptitud, que
refleja cuanto se aleja el resultado procesado y enviado por
el laboratorio de analisis clinico de la media de consenso.

Criterios de evaluacion por el CCE

El desempefio del método en términos de exactitud mejora a
medida que el Z-Score se acerca a cero, mientras que dismi-
nuye a medida que se aleja de dicho valor. Segun las norma-
tivas del programa externo RIQAS, el desempefio del método
se considera aceptable si el Z-Score es menor o igual a 2*°.

Criterios de evaluacién a través del BE

La aprobacién del calculo y aplicacién del indice de error
total estd condicionada a que el Z-Score sea aceptado por
RIQAS, ya que el indicador BE tiene un limite maximo de error
del 100 %. Es crucial, en este aspecto, destacar el uso del
valor 2 como denominador en la férmula Budget Error.

Evaluacion de efectividad clinica

El indicador Budget Error se empled para determinar si
los resultados procesados y enviados a RIQAS desde el la-
boratorio clinico cumplen con el nivel de exactitud y calidad
clinica necesarios. Para ello, se utilizaron criterios para eva-
luar la necesidad de implementar medidas preventivas y/o
correctivas, como se describe enlaTabla V.

Acciones correctivas

Se tomaron acciones correctivas en aquellos resultados
rechazados por RIQAS (Z-Score mayor de 2}, los cuales se
registraron en la Tabla VIl con la notacién RX (Rechazado por
el CCE). Ademas, se implementaron acciones tipo correctivas
cuando el valor del indice BE se encontré entre el 70% y el 100%.

Acciones preventivas, criterio de no intervencion y meta de
efectividad clinica
Estos aspectos se detallan enla Tabla V.
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Tabla VI. Matriz de analisis de modo de efectos de fallo (AMEF).

Nivel de Decisién
Analito prioridac’ por médica/ riesgo Volumen de Historial de RPN Riesgo
urgencia/ clinico demanda fallos
vulnerabilidad
Acido drico 1 1 3 5 15 Tolerable
Urea 3 1 5 5 ’5 Moderado
Colesterol 1 1 5 5 25 Tolerable
HDL 1 1 3 5 15 Tolerable
LDL 1 1 3 5 15 Tolerable
Creatinina 5 3 5 5 375
PT 1 1 3 5 15 Tolerable
Triglicéridos 1 1 5 5 25 Tolerable
Hierro (Fe) 1 3 3 5 45 Tolerable
Bilirrubina 5 3 5 5 375
Sodio (Na) 5 3 5 5 375
Potasio (K] 5 5 5 5 625
Cloro (CI) 3 3 5 5 225
Calcio (Ca) 1 3 3 5 45 Tolerable
Magnesio (Mg) 3 3 5 5 225
Fésforo (P) 3 1 3 5 45 Tolerable
GPT 3 1 5 5 7’5 Moderado
GOT 3 1 5 5 75 Moderado
GGT 3 1 5 5 7’5 Moderado
FAL 1 1 5 5 25 Tolerable
LDH 1 3 3 5 45 Tolerable
CK 3 1 3 5 45 Tolerable
Amilasa (Amy) 3 3 3 5 135 Moderado
Lipasa 3 3 3 5 135 Moderado
Acido lactico 5 3 5 5 375 _

» HDL, lipoproteina de alta densidad; LDL; lipoproteina de baja densidad; PT, proteinas totales; GPT, transaminasa glutamico-pirGvica; GOT, transaminasa
glutdmico- oxalacética; GGT, gama-glutamil transferasa; FAL, fosfatasa alcalina; LDH, lactato deshidrogenasa; CK, creatina quinasa.

» Proceso: analitico

»  Paraelmodo de fallo volumen de demanda, la puntuacién es respecto del promedio del volumen de demanda mensual.

Planes de accién de mejora: estrategias integradas para la
gestion de calidad en los laboratorios clinicos

EI SGC y la SP se sustentan en el uso de diversas estra-
tegias, como el AMEF, la planificacién periddica de la eva-
luacién desempeno del método, indicadores de efectividad
como el indice BE y herramientas complementarias, entre
las que se incluyen el diagrama de Pareto y el grafico de
Gantt. La integracién de estas herramientas facilita la mo-
nitorizacién, identificacién y analisis de riesgos y desvia-
ciones a lo largo del tiempo permitiendo la implementacion
eficiente de acciones preventivas y correctivas. Estos pro-
cesos, guiados por herramientas como las “5 M” y el diagra-
ma de Ishikawa, aseguran una mejora continua en la calidad
y la eficiencia operativa.

Resultados
Evaluacion de la matriz de riesgo AMEF para la planificacion
periédica de la evaluacion del desempeiio de métodos (Afio
2021)
Resultados AMEF y planificacién periddica

Respecto de los resultados obtenidos mediante el uso de
la matriz AMEF (Tabla VI], para aquellos analitos en los que
el método presentaba un nivel de riesgo alto, se determiné
una frecuencia cuatrimestral de evaluacién de desempefio
del método como accién preventiva hacia la minimizacion
del riesgo y la SP. Para el caso de los analitos cuyos proce-
dimientos de medida resultaron en un riesgo moderado, se
definié una frecuencia semestral.

En los métodos donde el nivel de riesgo fue tolerable, se
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Tabla VII. Grafico de Gantt para la visualizacién detallada de |a planificacién estratégica: inicio y frecuencia de evalua-
cién del desempefio de métodos (DM) segln nivel de riesgo obtenido respecto de cada analito.

g, | Fvalacion delDM | o0 ionzo Fin Duracion i
segln Nivel de Riesgo ene. feb. mar. abr. may. jun. jul. ago. sep. oct nov. dic
1 Riesgo Alto 01/02/2023 28/02/2023 4s
2 Riesgo Moderado 03/03/2023 30/03/2023 4s [
3 Riesgo Alto 01/06/2023 28/06/2023 4s [ |
4 Riesgo Moderado 01/09/2023 28/09/2023 4s ]
5 Riesgo Alto 02/10/2023 27/10/2023 4s [ |

v

sep., septiembre; oct., octubre; nov., noviembre; dic., diciembre.

Id., identificacién o identificador; 4s, cuatro semanas; ene., enero; feb., febrero; mar., marzo; abr., abril; may., mayo; jun., junio; jul., julio; ago., agosto;

A4

En rojo, se visualiza el perfodo y la durabilidad en el tiempo de las evaluaciones de DM para los procedimientos de medida que obtuvieron una cate-

gorizacién del riesgo alta, correspondiente a los siguientes analitos: glucosa, creatinina, bilirrubina, magnesio, sodio, potasio, cloro y acido lactico. En
amarillo, se presentan las extensiones precisas para el tiempo dedicado a las evaluaciones de desempefio para aquellos métodos con riesgo modera-
do, pertenecientes a los analitos: urea, amilasa, lipasa y enzimas hepéticas.

optd por mantener el monitoreo a través del CCl. Esta accién
preventiva no requiere de evaluaciones de desempefo del
método hasta la siguiente revisién de AMEF, que se realiza
anualmente.

La visualizacién detallada de esta planificacién se presenta
en el grafico de Gantt adjunto (Tabla VII) indicando el inicio
de la frecuencia de evaluacién anual segln el nivel de riesgo.

Impacto del volumen de demanda

El andlisis del volumen de demanda reveld que este atri-
buto tiene un impacto significativo en la categorizacion del
riesgo. El diagrama de Pareto de la Figura 1 muestra que el
tratamiento del 35 % de los analitos mas demandados es cru-
cial para evitar impactos negativos en los pacientes, ya que
no solo representa el 65% del volumen de demanda global,
sino que también incluye aproximadamente el 63 % de los
mensurandos que presentan mayor riesgo (a cinco de ocho).

I
Tabla VIl indice de Budget error (BE) obtenido mensualmente para los procedimientos de medida de cada analito de

quimica clinica (AQC) establecido.

Procedimiento de medida ENE FEB MAR ABR MAY JUN JuL AGO SEP ocT NOV DIC
Urea 21 2 19 26 39 26 1 39 6 54 56 13
Glucosa 12 40 33 35 6 16 14 6 9 63 20 16
Creatinina 18 3 6 22 32 0 22 32 11 6 17 2
Bilirrubina 4 8 3 9 2 6 13 2 5 50 2 5
Sodio (Na) 6 ? 6 10 2 34 26 2 ? 24 3 27
Potasio (K) 38 10 39 14 1 57 ’ 1 26 63 ’0 43
Magnesio (Mg) 12 18 15 48 5 *RX 3 5 9 34 25 ?
GPT 15 3 9 67 41 20 10 41 12 31 73 10

GOT 9 24 14 23 13 38 1 13 13 23 44 0
Amilasa (Amy) 8 17 13 1 9 17 11 9 16 8 6 12
Acido lactico 14 4 5 50 6 10 24 6 23 23 33 21

» GPT, transaminasa glutamico-pirdvica; GOT, transaminasa glutamico- oxalacética; ENE, enero; FEB, febrero; MAR, marzo; ABR, abril; MAY, mayo; JUN,
junio; JUL, julio; AGO, agosto; SEP, septiembre; OCT, octubre; NOV, noviembre; DIC, diciembre; *RX, resultado rechazado por el programa de evaluacion

externa RIQAS (CCE).

» Proceso: analitico.

»  Enverde, aquellos meses en los cuales los procedimientos de medida no requieren de una intervencién. En amarillo, los meses en donde existe la
necesidad de una toma de accidn preventiva para detectar fuentes de error sistematico; y, en rojo, se destaca el BE cuyo margen de seguridad ha

disminuido considerablemente, de forma tal de requerir de una accién correctiva.
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Figura 1. Diagrama de Pareto del promedio del volumen de demanda mensual por analito de quimica clinica (AQC).
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» GPT, transaminasa glutamico-pirdvica; GOT, transaminasa glutdmico- oxalacética; GGT, Gama-glutamil transferasa; FAL, fosfatasa alcalina; LDL; lipopro-
teina de baja densidad; HDL, lipoproteina de alta densidad; LDH, lactato deshidrogenasa; CK, creatina quinasa; PT, proteinas totales.

Evaluacién del indicador de efectividad clinica (Afio 2022)
Budget Error y acciones correctivas/preventivas

Con los SDI recabados por mes para cada analito a través
de la evaluacién externa RIQAS, se generaron los 132 resul-
tados que figuran en la Tabla VIll, representando el indice de
error total o indice BE.

Acciones preventivas

Seidentificaron 9 ocasiones (marcadas en color amarillo)
en las cuales se iniciaron acciones de tipo preventivo para
detectar fuentes de error sistematico. Los procedimientos
de medida involucrados fueron:
GPT y &cido lactico (abril];
potasio (junio);
potasio, bilirrubina, urea y glucosa (octubre);
potasio y urea noviembre).

Acciones correctivas

Una instancia (marcada en color rojo) llevé a cabo una
accién correctiva para el procedimiento de medida de GPT
en noviembre, cuando el Budget error alcanzd el 73 %.

Decisiones de acciones correctivas sin calculo del indicador BE

Para el procedimiento de medida de magnesio, en junio,
se tomo la decisién de proceder con una accién correctiva
sin necesidad de calcular el indice de BE, ya que el resultado
fue rechazado directamente por RIQAS.

Comparacidn con la evaluacién externa (CCE)

El enfoque proactivo del indicador BE se destaca al gene-
rar un mayor nimero de oportunidades de mejoras en com-
paracién con el CCE, que solo activé una accién correctiva.

Discusion

La implementacién del andlisis de modo y efecto de fallo
se convierte en una estrategia clave para la gestién de ca-
lidad en los laboratorios clinicos, ya que, a pesar de contar
con planes de control de calidad interno y externo, los mo-
dos de fallo siguen apareciendo de forma imprevista debido
a la complejidad inherente a las pruebas, procedimientos,
entorno y aplicaciones clinicas particulares.

Este enfoque ofrece beneficios significativos al adaptar-
se a cualquier entorno hospitalario permitiendo considerar
para la categorizacién del riesgo de los procedimientos de
medida factores como la disponibilidad de métodos Gold es-
tandar de comparacidn, la presencia de sistemas analiticos
equivalentes y la complejidad del test. La combinacién del
AMEF, Pareto y las acciones preventivas derivadas, como la
evaluacion del desempefio de métodos, se revelan como es-
trategias efectivas para controlar las variaciones. Ademas,
junto con el diagrama de Gantt como herramienta adicional,
posibilitan una planificacién estratégica periédica para diri-
gir y administrar de manera eficaz los recursos operativos
optimizando la ejecucién de las evaluaciones y garantizan-
do una gestién exitosa del desempefio de los métodos.
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Figura 2. Diagrama de Ishikawa, 5M y tormenta de |deas para el andlisis e identificacion de las causas raiz.
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» Dentro del circulo rojo, las causas raiz derivadas del andlisis de riesgo, que surge de aplicar las multiples estrategias de calidad como AMEF, sus herra-
mientas complementarias y el enfoque proactivo del indicador de efectividad BE.

La integracion de herramientas, como el diagrama de causa
y efecto (Ishikawa), las “5M” y la “tormenta de ideas”, permite
el andlisis e identificacion precisa de las causas raiz ante la pre-
sencia de desvios u oportunidades de mejora [plan de accién).
Este andlisis de causa raiz basado en los resultados del AMEF
y el indicador de efectividad Budget Error, conduce a una toma
de decisiones y tratamiento especifico (Figura 2). Las recali-
braciones son el componente responsable de que todos los
procedimientos de medida dentro de la matriz de riesgo tengan
la puntuacién mas alta en el atributo historial de fallo. Esta con-
sideracién, junto al riesgo de error sistematico medido por el in-
dice BE, impulsé a redefinir estratégicamente tanto la frecuen-
cia de las calibraciones programadas como los intervalos para
los mantenimientos preventivos de los equipos o maquinas,
ya que el envejecimiento de los componentes, los cambios de
temperatura y el estrés mecanico que soportan deterioran poco
a poco sus funciones. Por lo tanto, el laboratorio clinico deberfa
desarrollar su propio plan de mantenimiento y calibracién con
la premisa de que son los usuarios quienes eligen o determinan
la periodicidad con respecto al ajuste. Esto tiene como objetivo
lograr una gestién de mediciones dentro del SGC que asegure la
competencia técnica de los ensayos que se aplican y las cali-
braciones que se ejecutan?®1?,

Laimplementacion de estrategias integradas como el indica-
dor de efectividad BE y el AMEF sefialan un cambio de conducta
hacia una gestién proactiva de riesgos. Este enfoque, combina-

do con mdultiples herramientas estratégicas y evaluaciones de
rendimiento, contribuye a la construccién de una cultura organi-
zacional centrada en la calidad?®.

Por otra parte, Migliarino®! indica que no es frecuente que los
laboratorios clinicos que participan en ensayos de aptitud eva-
IGen elimpacto de las no conformidades sobre los resultados ya
liberados y que, de prestarles atencién, utilizan una conducta
reactiva en donde se pone atencién solo a los resultados recha-
zados de la Ultima encuesta. En esencia, se requiere de un com-
promiso con la SP que tienda hacia la minimizacién del evento
adverso, logro alcanzado con el uso del indicador BE, que consi-
gue el viraje de conducta de riesgo.

Siempre que la gestién de calidad esté basada en un modelo
o sistema de gestion de calidad otal, aplique indicadores de ges-
tién, y se determine un equipo de aprendizaje, auditoria e inves-
tigacién, se podran implementar planes de calidad de manera
efectiva, construir una cultura de calidad organizacional y llevar
a cabo una mejora continua®22,

En este trabajo, hacemos solo mencién del indice Budget
error como indicador de efectividad clinica, pensado para ser
usado de forma indistinta por el analista y/o coordinador de
calidad. Sin embargo, existe la posibilidad de construir indica-
dores de efectividad para monitoreo especifico por parte del
coordinador. Estos se consiguen a través de los inductores de
medidas acumulativas que surgen de los programas externos.
En general, la implementacién de indicadores de efectividad
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clinica provenientes de ensayos de aptitud acreditados por ISO
17043 permite que se cuente con la garantia de que su fuente
de base de datos cumple con ciertos requisitos necesarios, ya
sean funcionales (confidencialidad, informes estadisticos, ase-
soria, soporte y acreditacion) o, de competencia técnica, como
lo son la estabilidad y homogeneidad de la matriz, la trazabili-
dad y la existencia de estimaciones metroldgicas®®. Ademds,
la rigurosidad estadistica del CCE, al proporcionar el nimero de
participantes y una media respaldada por la incertidumbre de
medida (Um), permite validar la exactitud de los resultados ob-
tenidos a través del mismo otorgando credibilidad, significancia
y confiabilidad a los inductores de evaluacién de desempefio
que puedan ser utilizados para el célculo de cualquier indicador
de efectividad definido de forma institucional. Esto, sin duda, fa-
cilitalarealizacién de evaluaciones de riesgo certeras y laimple-
mentacién oportuna de acciones correctivas y/o preventivas en
tiempo y forma, asegurando resultados clinicos dptimos.

Afrontar desafios futuros implica considerar aspectos como
el costo y la utilizacion eficiente de recursos en la elaboracién
de este tipo de indicadores debido a que la gestién de calidad
total no solo busca resultados clinicos 6ptimos, sino también la
minimizacién de recursos y costos asociados®.

En resumen, concluimos que la aplicacién integral de mlti-
ples estrategias y herramientas complementarias como AMEF,
el diagrama de Pareto, el diagrama de Gantt, las “5 M” y el dia-
grama de Ishikawa, combinadas con el enfoque proactivo del
indicador de efectividad Budget Error, es fundamental para ges-
tionar el riesgo, optimizar recursos y esfuerzos en la gestion del
desempefio de métodos, generar un cambio de conducta (de
reactiva a proactiva), promover una cultura de calidad y facilitar
la mejora continua en los laboratorios clinicos.
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Resumen

Introduccidn: Rotavirus A (RVA] presenta asociaciones G-/P- comunes e inusuales. El reordenamiento
entre cepas durante una coinfeccién constituye uno de sus mecanismos mas importantes en la gene-
racién de diversidad genética. Durante el periodo 2017-2018, se detectaron dos asociaciones inusuales
(G9P[4] y G8P[8]]) por primera vez en Argentina. Se desconoce si representan nuevas introducciones o
si son producto de un reordenamiento entre asociaciones comunes locales. Objetivo: Analizar las relacio-
nes filogenéticas y evolutivas de GIP[4] y G8P[8] con respecto a las asociaciones comunes circulantes
del mismo periodo. Materiales y métodos: Se incluyeron cepas de RVA representativas de asociaciones
comunes (n=11] e inusuales (n=2), detectadas durante el periodo 2016-2018, en el marco de la vigi-
lancia epidemioldgica nacional. Partiendo de materia fecal, se realizé la extraccién de acidos nucleicos
y se amplificaron y secuenciaron los 11 segmentos genémicos. Se determinaron las constelaciones
genéticas, se construyeron arboles filogenéticos y se elaboraron matrices de distancia en los niveles
nucleotidico y aminoacidico. Resultados: Las constelaciones obtenidas fueron GP[4]-12-R2-C2-M2-A2-
N2-T2-E6-H2 y G8P[8]-12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2. La G8P[8] se relaciond en 10 segmentos con una
G3P[8] que circulé en 2016. GIP[4] se relaciond en 6 genes con una G2P[4] que circulé en 2016, en 2
genes, con una G3P[8] del 2016 y en un gen, con una_G2P[4] del 2017. Sin embargo, no se observaron
fenémenos de reordenamiento en ninguno de los 11 segmentos. Conclusiones: Las cepas emergentes
GIP[4] y GBP[8], detectadas en Argentina, son producto de una introduccién en nuestro pais.

Palabras clave: rotavirus A, Argentina, diarrea, G8P[8], GIP[4].
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Introduction. Rotavirus A (RVA] presents common and unusual G-/P- associations. The re-assortment
between strains during a co-infection is one of the most important mechanisms in generating genetic
diversity. In Argentina, two unusual associations (G9P[4] and G8P[8]] were detected for the first time
during 2017-2018. It is unknown whether these strains represent new introductions or are the result of
reassortment between local common associations. Objective. To analyze the phylogenetic and evolutio-
nary relationships of the GIP[4] and G8P[8] strains respect to the common associations that circulated
during the same period. Materials and Methods. Representative RVA strains of both common (n=11] and
unusual associations (n=2) detected during 2016-2018 were included in this study, as part of national
epidemiological surveillance. Nucleic acids were extracted from fecal samples, and all 11 genomic seg-
ments were amplified and sequenced. The genetic constellations of all strains were determined, phyloge-
netic trees were constructed, and nucleotide and amino acid distance matrices were generated. Results.
The constellations of both associations were GP[4]-12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E6-H2 and G8P[8]-12-R2-
C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2. In 10 segments, the G8P[8] strain was more closely related to a G3P[8] strain
that circulated in 2016. In 6 genes, G3P[4] was more closely related to a G2P[4] strain that circulated
in 2016, whereas in 2 genes it was more closely related to a G3P[8] strain from 2016, and in 1 gene to a
G2P[4] strain from 2017. However, no reassortment events were observed in any of the 11 segments.
Conclusions. The emerging GIP[4] and G8P[8] strains detected in Argentina are the result of novel intro-
ductions into our country.

Keywords: rotavirus A, Argentina, diarrhea, G8P[8], G3P[4].
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Introduccién

La infeccion por rotavirus del grupo A (RVA) es la causa
mas importante de diarrea aguda no inflamatoria en los ni-
fios. En general, es responsable de provocar anualmente mas
de 450.000 muertes en menores de 5 afios, con un patrén de
mortalidad heterogéneamente distribuido, ya que la mayoria
de las muertes ocurren en paises en desarrollo*?. En Argenti-
na, antes de la incorporacién de la vacunacién universal contra
rotavirus, se notificaban anualmente méas de 1,2 millones de
casos de diarrea aguda de los cuales la mitad se producia en
menores de 5 afios3. Por su parte, el rotavirus era responsable
de aproximadamente 150.000 casos de diarrea aguda, 15.000
ingresos hospitalarios y alrededor de 30 muertes por afio en
este grupo etario®. Porlo tanto, la enfermedad diarreica por RVA
tiene unimpacto significativo en la morbilidad y mortalidad, asi
como en los costos de salud.

El genoma del rotavirus comprende 11 segmentos de ARN
bicatenario (ARNdc) que estan rodeados por una cépside ico-
saédrica de tres capas. Estos segmentos de ARN codifican seis
proteinas estructurales virales (VP1 a VP4, VP6 y VP?] y seis
proteinas no estructurales (NSP1 a NSP6). La capa externa de la
capside viral contiene las proteinas VP? y VP4, responsables de
generar la produccién de anticuerpos neutralizantes e, histérica-
mente, las diferencias genéticas y antigénicas se han utilizado
para clasificar a los rotavirus en tipos G (glicoproteina) y tipos P
(proteasa), respectivamente>®.

A pesar de que se han descrito multiples asociaciones de ge-
notipos, solo seis han sido detectadas en forma predominante en
infecciones clinicas humanas, consideradas usuales o comunes:
G1P(8), G2P(4), G3P(8), G4P(8), GIP(8) y G12P(8)"8. Estas
asociaciones de los tipos G y P han demostrado tener una mayor
adaptabilidad que otras, lo que les permite diseminarse en la po-
blacion de manera eficiente. La cocirculacidn, las fluctuaciones
interanuales y geograficas, asi como la aparicién periédica de
cepas consideradas inusuales, son caracteristicas de la epide-
miologfa del rotavirus®.

Estudios de similitud del ARN gendmico de diferentes grupos
y combinaciones de los tipos G y P han demostrado que existen
restricciones en el reordenamiento de genes y que, en su mayo-
ria, estan reguladas por la interaccion entre diferentes proteinas
virales y las interacciones virus — hospedador'®*!, Globalmente,
se han definido tres grupos caracteristicos (genogrupos), anti-
génicamente distantes entre si, que han sido denominados de
acuerdo con su cepa de referencia: Wa, DS-1 y AU-1. El genogru-
po Wa presenta en su mayoria el genotipo P[8], asociado a los
tipos G : G1, G3, G4, G y G12; el genogrupo DS-1 generalmente
contiene el genotipo P[4] asociado al tipo G2; y el genogrupo
AU-1 estd representado por la combinacion G3P[9].

Hace algo mas de una década, el Grupo de Trabajo de Clasi-
ficacion de Rotavirus (RCWG, del inglés, Rotavirus Classification
Working Group) propuso un abordaje superador al de la clasifica-
cién binaria convencional mediante el analisis integral de los 11
segmentos del genoma de rotavirus, asignandoles acadaunode
ellos un genotipo de acuerdo con su secuencia hucleotidica, es-
tableciendo lo que se denominan constelaciones genéticas (ex-

presadas como GxP[x]-Ix-Rx-Mx-Cx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx, en donde “x”
reemplaza a un ndmero arabigo que se asigna de acuerdo con el
genotipo de los genes VP?7, VP4, VPG VP1, VP2, VP3,NSP1, NSP2,
NSP3, NSP4 y NSP5, respectivamente) 1213, Este tipo de aborda-
je demostré ser una herramienta Util para evaluar las relaciones
evolutivas entre diferentes cepas, rastrear eventos de reordena-
miento genético, estudiar la vinculacién funcional de los genes
y comprender los origenes de las cepas de rotavirus poco fre-
cuentes. En este sistema, la cepa Wa se clasifica como genotipo
1 (G1-P[8]-11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1), la cepa DS-1, como
genotipo 2 (G2-P[4]-12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2) y la cepa
AU-1, como genotipo 3 (G3-P[9]-13-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3).

Estos virus evolucionan a través de diversos mecanismos ge-
néticos. Debido a la falta de capacidad para corregir errores de
la ARN polimerasa dependiente del ARN, los rotavirus acumulan
constantemente mutaciones puntuales en cada ciclo de replica-
cién, lo que colabora en la evolucién del virus?C, Por otra parte,
debido a su naturaleza segmentada, el reordenamiento entre
cepas de rotavirus (intercambio de uno 0 mas segmentos geno-
micos entre dos cepas) como resultado de una coinfeccion en
un mismo hospedador representa otro de los mecanismos evo-
lutivos de mayor importancialt4,

En el 2006, la Organizacién Mundial de la Salud recomendé
como estrategia la incorporacién de la vacunacién universal
contra el rotavirus en los Calendarios Nacionales de Vacuna-
cion con el objetivo de disminuir la carga de enfermedad seve-
ra asociada a este enteropatdgeno viral en los menores de 5
afios!®. Actualmente, existen dos vacunas orales licenciadas:
una pentavalente con reordenantes humano - bovino de tres
dosis (RotaTeq®Merck]) y una monovalente de rotavirus huma-
no atenuado, de 2 dosis (Rotarix® GSK)'®1”. Ambas vacunas
han demostrado ser seguras y eficaces'”8. A pesar de que
América Latina experimentd una rapida y exitosa introduccién
de vacunas contra el rotavirus a partir del 2006, Argentina in-
corpord Rotarix® GSK a su Programa Nacional de Inmunizacién
desde el 1 de enero de 2015%°.

Se ha descrito que la introduccién de la vacuna puede pro-
ducir cambios rapidos en los patrones de circulacién de los
genotipos de rotavirus, es decir, cambios en la ecologia viral.
Particularmente, en paises que habian implementado la vacu-
na monovalente, se observé un aumento en la deteccion de la
asociacion G2P[4] en los casos residuales de diarrea por rota-
virus, y un aumento de G3P[8] cuando la vacuna pentavalente
se utilizé como estrategia masiva®®-23

En Argentina, luego de dos afos de la implementacién de la
vacuna, se observo una disminucién significativa en los casos
de diarrea aguda de cualquier etiologia y en los casos de rota-
virus confirmados en los menores de 5 afios. Con respecto a
los genotipos circulantes en el periodo posvacunal, durante el
primer afio, se vio un desplazamiento significativo hacia la aso-
ciacion G2P[4], pero, posteriormente, disminuyd hasta hacerse
indetectable y se observaron un aumento de G3P[8], G12P[8]
y algunas asociaciones inusuales®. Mas recientemente, se de-
tectdé un aumento en la circulacién de asociaciones considera-
das no comunes: G3P[4] en el 2017 y G8P[8] en el 20182°. En
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Tabla 1. Descripcién general de las muestras incluidas en el estudio.

Genotipo asignado
Afo | TipoG/P- | Nombre VPG VP1 VP2 VP3 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSPS
Cepas emergentes
2017 | G9P[4] | Argl5957
2018 | G8P[8] | Arg16571
Asociaciones de los tipos 6/P comunes

2016 | G2P[4] | Argl5170

2016 | G3P[8] | Argl5240

2016 | GIP[8] | Arg15189 Il R1 c1 M1 Al N1 1 EL H1
2016 | G12P[8] | Arg15133 11 R1 ofh M1 Al N1 T E1 H1
2017 | G2P[4] | Arg15805

2017 | G3P[8] | Argl5509 11 R1 c1 M1 Al N1 T E1 H1
2017 | G12P[8] | Arg15830 11 R1 c1 M1 Al N1 T EL H1
2017 | GIP[8] | Arg15892 11 R1 c1 M1 Al N1 T EL H1
2018 | G12P[8] | Argl6273 11 R1 c1 M1 Al N1 T E1 H1
2018 | GIP[8] | Arg15987 It R1 c1 M1 Al N1 T E1 H1
2018 | G3P[8] | Argl6618 11 R1 c1 X Al N1 T1 E1 H1

» X, genotipo no asignado. Observaciones: para una mejor visualizacion, Los genotipos 1 se identifican en verde; los genotipos 2, en rojo y el

genotipo b, en celeste.

el contexto de la vigilancia posvacunal, laemergencia de nuevas
asociaciones y los nuevos paradigmas de analisis propuestos
mundialmente para determinar el origen evolutivo de las mis-
mas son hechos que promueven el abordaje de estos eventos
mediante tales modelos.

El objetivo del presente trabajo fue analizar el genoma com-
pleto de las cepas inusuales emergentes de rotavirus GIP[4] y
G8P[8], detectadas durante la vigilancia posvacunal en Argen-

tina durante 2017-2018, y las relaciones filogenéticas con res-
pecto a las cepas comunes circulantes en el mismo periodo. De
esta forma, serd posible investigar en forma integral si la emer-
gencia de estas asociaciones inusuales son producto de un re-
ordenamiento entre segmentos de cepas comunes que circulan
frecuentemente, lo que les ha permitido adquirir una adaptabili-
dad eficiente para diseminarse con relativa frecuencia, o sisonel
resultado de la introduccidn de una nueva cepa.
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Materiales y métodos

Se realizd un estudio descriptivo, de corte transversal,
en el que se selecciond un grupo de 13 muestras de ma-
teria fecal provenientes de la coleccién del Laboratorio de
Gastroenteritis Virales del INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”
que representaran el conjunto de cepas inusuales, una
GIP[4] y una GBP[8] y las comunes que circularon duran-
te el periodo 2016 a 2018, tomando 4 muestras de cada
uno de los afos 2016 y 2017, y 3 muestras de 2018, que
pudieron haber influenciado la adaptabilidad de ellas. Estas
muestras fueron recolectadas en el marco de la vigilancia
epidemiolégica molecular de RVA a través de la Red Nacio-

nal de Vigilancia de Gastroenteritis Virales que coordina el
Laboratorio Nacional de Referencia de Rotavirus y Norovi-
rus. La caracterizacién molecular de los tipos G y P se habia
realizado previamente mediante la extraccién del ARN viral,
a través del uso de columnas de silica (QlAmp Viral RNA Kit,
Diagen] de acuerdo con las recomendaciones del fabrican-
te. Posteriormente, se amplificaron y secuenciaron los ge-
nes que codifican para las proteinas VP? y VP4, de acuerdo
con procedimientos descritos previamente®. El criterio de
representatividad que se utilizé en la seleccién fue que,
para cada afio, una misma combinacién de tipo G/P tuvie-
se mas del 95% de identidad en el nivel nucleotidico en las

Figura 1. Andlisis filogenético y matriz de distancias del gen VP?.

A] RWA_Muman_wt_ARG_Am15189_2016_GOPE

RVA_Human_wt_ARG_Arg15557_2017_G5ed
9257100 L=

MA_Muman_wi_ARG_Arg15882 2017 GSPE

RMA_Human_wt_ARG_Am153987_2018_GSFE

AVA_Humar_wi ARG_Argl5505_2017_GIFE

581

92373

RVA_Muman_wt_ARG_ArglS618_ 2018 GIFE

AVA_Human_wt_ARG_Arg15240_2016_GIFE

RVA_Human_wt_ARG_AlESTL 2018 58Py -]

’{”:u_mnun_mm_mmm_mu_mm
75!

FWA_Human_wt_ARG_Argl6273_2018_G12FE

100100

RVA_Muman_wt_ARG_Arg15133_2016_G12P8

| RVA_Human_wt_ARG_Argl5170_2006_G2P4
e

B)

|— RVA_Human_wt_ARG_Arg15805_H0L7_G2R4

Identidad Nt | G12P[8]

Arg15957
GOP[4] (2017

Arg16571
G8P[8] (2018

Arg16618 |Arg16571

Identidad AA

Arg15957
GOP[4] (2017
Arg16571
G8P[8] (2018

AIg16618 | Arg16571
G3P[8] | GBP[8]
(2018) | (2018) | (2018)
819% | 856% | 825%
83,9% .

» a) Arbol filogenético de maxima verosimilitud del gen VP? del rotavirus de las cepas emergentes G9P[4] y G8P[8], y de cepas de asaciaciones
comunes que circularon durante el periodo 2016-2018 en Argentina. Se muestran los valores de Ultrafast Bootstrap (>85) a partir de 10.000
réplicas en los nodos. Las barras de escala indican la distancia genética (sustituciones de nucledtidos por sitio). Las cepas emergentes se

indican en color rojo y los distintos tipos G se muestran en llaves.

» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen VP? de las cepas emergentes GP[4] y

G8P[8] con respecto a las cepas de asociaciones comunes.
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Figura 2. Andlisis filogenético y matriz de distancias del gen VP4.
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Nt G12P[8] G12P[8] | GOP[8] | GOP[] | GOP[B] | G12P[8] | G3P[B] | G8P[8]
(2016) (2017) (2017) (2017) (2018) 2018 (2018) (2018)
Arg15957
GOP[4] 85,9% 86,4% 86,3% 86,1% - 85,8% 85,7% 86,7%
(2017)
Arg16571
GBP[8] | 96,7% 96,7% | 96.2% 96,5% | 962% | 96,1% -
(2018)

Arg15133 | Arg15170 | Arg15189 | Arg15240
G12P[8) G3P[8]
(2016) (2016)

Identidad
AA
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(2016) (2017)
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» a) Arbol filogenético de méaxima verosimilitud del gen VP4 (parcial) del rotavirus de las cepas emergentes G3P[4] y G8P[8], y de cepas de aso-
ciaciones comunes que circularon durante el periodo 2016-2018 en Argentina. Se muestran los valores de Ultrafast Bootstrap (>85) a partir de
10.000 réplicas en los nodos. Las barras de escala indican la distancia genética (sustituciones de nucleétidos por sitio). Las cepas emergentes

se indican en color rojo y los distintos tipos P se muestran en llaves.

» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen VP4 (parcial) de las cepas emergentes GIP[4]

y GBP[8] con respecto a las cepas de asociaciones comunes.

secuencias de los genes VP? y VP4 (andlisis preliminar). De
presentar un menor porcentaje, se incluiria para ese mismo
afio una segunda muestra que representara a esa subpo-
blacién de la combinacién.

Por otra parte, las muestras seleccionadas en este estu-
dio para la genotipificacién de los 9 segmentos restantes
fueron reextraidas de acuerdo con lo mencionado anterior-
mente. Posteriormente, se realizé una retrotranscripcion,
seguida de una reacci6n en cadena de la polimerasa (RT-
PCR), con el objetivo de amplificar los 9 segmentos genémi-

cos mediante el uso de reactivos comerciales del tipo “en un
solo paso” (one-step RT-PCR kit] con cebadores especificos,
descritos previamente en la literatura®®. Los productos de
amplificacién se sometieron a electroforesis en un gel de
agarosaal 1% con el objetivo de visualizar las bandas corres-
pondientes a los fragmentos esperados. Las bandas fueron
cortadas del gel para luego ser purificadas por un método de
extraccion de gel de un kit comercial, de manera de eliminar
impurezas y otros componentes de la reaccion no deseados
(AccuPrep PCR/Gel purification kit, Bioneer]. Por dltimo, se
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Figura 3. Andlisis filogenético y matriz de distancias del gen VP6.
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» a) Arbol filogenético de maxima verosimilitud del gen VPG del rotavirus de las cepas emergentes GIP[4] y G8P[8], y de cepas de asociaciones
comunes que circularon durante el periodo 2016-2018 en Argentina. Se muestran los valores de Ultrafast Bootstrap (>85) a partir de 10.000 ré-
plicas en los nodos. Las barras de escala indican la distancia genética (sustituciones de nucledtidos por sitio). Las cepas emergentes se indican
en color rojo y los distintos tipos | se muestran en llaves.

» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen VP6 de las cepas emergentes GIP[4] y G8P[8]
con respecto a las cepas de asociaciones comunes.

realizé la reaccion de secuenciacién utilizando los mismos

cebadores especificos que se usaron en la RT-PCR. Los pro-  Biosystems).

ductos de esta reaccion también fueron purificados por un
kit comercial (BigDye XTerminator Purification Kit, Applied
Biosystems]) y se secuenciaron con un equipo de secuen-
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ciacién por Sanger (3500 Series Genetic Analyzer, Applied

La edicién de las secuencias obtenidas se realizé me-
diante el programa BioEdit v7.0.1. A cada una de ellas, se
les asignd su genotipo correspondiente mediante el uso de
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Figura 4. Andlisis filogenético y matriz de distancias del gen VP1.
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» a) Arbol filogenético de maxima verosimilitud del gen VP1 (parcial] del rotavirus de las cepas emergentes GP[4] y G8P[8], y de cepas de aso-
ciaciones comunes que circularon durante el periodo 2016-2018 en Argentina. Se muestran los valores de Ultrafast Bootstrap (>85) a partir de
10.000 réplicas en los nodos. Las barras de escala indican la distancia genética (sustituciones de nucledtidos por sitio). Las cepas emergentes

se indican en color rojo y los distintos tipos R se muestran en llaves.

» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen VP1 (parcial] de las cepas emergentes GIP[4]

y G8P[8] con respecto a las cepas de asociaciones comunes.

la herramienta online Rotavirus A Genotype Determination,
que se encuentra disponible en el sitio web Virus Pathogen
Database and Analysis Resource (ViPR, https://legacy.vi-
prbrc.org/brc/rvaGenotyper.spg?method=ShowCleaninput
Page&decorator=reo). Para cada gen, se determind el por-
centaje de identidad en el nivel nucleotidico y aminoacidi-
co de las muestras seleccionadas en el presente estudio.
Asimismo, se dedujeron las secuencias de amino3acidos a

partir de las secuencias nucleotidicas para identificar po-
tenciales cambios. En ambos casos, se utiliz6 el programa
MEGA X v10.1.8. Para conocer las relaciones evolutivas, se
construyeron los arboles filogenéticos de cada gen por el
método de maxima verosimilitud, mediante el servidor web
IQ-TREE (http://iqtree.cibiv.univie.ac.at), posterior a la esti-
macién del modelo de sustitucion, de acuerdo con el criterio
de informacidn de Akaike y con medidas de confiabilidad del

ByPC ene-abr 2025; 89(1):44-59 // ISSN-e 2684-0359
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Figura 5. Andlisis filogenético y matriz de distancias del gen VP2
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» a) Arbol filogenético de méaxima verosimilitud del gen VP2 (parcial) del rotavirus de las cepas emergentes GIP[4] y G8P[8], y de cepas de aso-
ciaciones comunes que circularon durante el periodo 2016-2018 en Argentina. Se muestran los valores de Ultrafast Bootstrap (>85) a partir de
10.000 réplicas en los nodos. Las barras de escala indican la distancia genética (sustituciones de nucleétidos por sitio). Las cepas emergentes

se indican en color rojo y los distintos tipos C se muestran en llaves.

» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen VP2 (parcial) de las cepas emergentes GIP[4]

y G8P[8] con respecto a las cepas de asociaciones comunes.

agrupamiento filogenético (Ultrafast Bootstrap).

El presente trabajo fue aprobado por el Comité de Etica
en Investigacién del Instituto Nacional de Enfermedades
Virales Humanas INEVH-ANLIS “Dr. Julio Maiztegui”, bajo el
protocolo INEVH 07/20189.

Resultados
Descripcion general de la poblacidn bajo estudio

De acuerdo con los criterios de inclusién, se seleccio-
naron dos muestras que representaron las asociaciones

inusuales (Arg15957 y Arg16571 para GIP[4] y G8P[8],
respectivamente) y 11 muestras de combinaciones G-/P-
comunes (G2P[4],G3P[8],GIP[8] y G12P[8]], que circula-
ron entre los afios 2016 y 2019 (Tabla 1). No se observaron
subpoblaciones virales de una misma asociacién para un
determinado afio.

Constelaciones genémicas
Las constelaciones gendmicas de las cepas emergentes
fueron G9P[4]-12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E6-H2 y G8P[8]-I2-

ByPC ene-abr 2025; 89(1):44-59 // ISSN-e 2684-0359
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Figura 6. Andlisis filogenético y matriz de distancias del gen VP3.
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» a) Arbol filogenético de maxima verosimilitud del gen VP3 (parcial] del rotavirus de las cepas emergentes G3P[4] y G8P[8], y de cepas de aso-
ciaciones comunes que circularon durante el periodo 2016-2018 en Argentina. Se muestran los valores de Ultrafast Bootstrap (>85) a partir de
10.000 réplicas en los nodos. Las barras de escala indican la distancia genética (sustituciones de nucledtidos por sitio). Las cepas emergentes

seindican en color rojo y los distintos tipos M se muestran en llaves.

» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen VP3 (parcial) de las cepas emergentes GIP[4]

y G8P[8] con respecto a las cepas de asociaciones comunes.

R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2. Por otra parte, en todas las aso-
ciaciones comunes, se observaron constelaciones puras:
las cepas G2P[4] presentaron una constelacion 12-R2-C2-
M2-A2-N2-T2-E2-H2 y las cepas G3P[8], GIP[8] y G12P[8]
posefan una disposicién caracteristica del genotipo 1 (I1-
R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1). Llamativamente, 1 sola mues-
tra (Arg15240], detectada en el afo 2016, presentd la com-
binacién G3P[8], pero con una constelacién gendmica pura
del genotipo 2 (Tabla 1).

Andlisis comparativo entre las cepas emergentes y las aso-
ciaciones comunes

En elanalisis del gen VP?, se detectaron 5 tipos G: G2, G3,
G8, G9y G12. De acuerdo con lo esperado por representar
un genotipo inusual, G8 demostré una identidad promedio
enlos niveles nucleotidicoy aminoacidicode 74,1%y 81,0%,
respectivamente y no se agrupé con ninguno de los genoti-
pos considerados comunes en el arbol filogenético (Figura
1). Por otra parte, el genotipo G9 de la asociacién GIP[4]

ByPC ene-abr 2025; 89(1):44-59 // ISSN-e 2684-0359
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Figura 7. Andlisis filogenético y matriz de distancias del gen NSP1.
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» a) Arbol filogenético de maxima verosimilitud del gen NSP1 del rotavirus de las cepas emergentes G3P[4] y G8P[8], y de cepas de asociaciones
comunes que circularon durante el periodo 2016-2018 en Argentina. Se muestran los valores de Ultrafast Bootstrap (>85) a partir de 10.000 ré-
plicas en los nodos. Las barras de escala indican la distancia genética (sustituciones de nucleétidos por sitio). Las cepas emergentes se indican

en color rojo y los distintos tipos A se muestran en llaves.

» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen NSP1 de las cepas emergentes G3P[4] y G8P[8]

con respecto a las cepas de asociaciones comunes.

se agrupd con la cepa Arg15189 (GIP[8]) que circulé en el
afo 2016. Asimismo, entre ellas se observé la mayor simi-
litud, con unaidentidad de 96,6% en el nivel nucleotidico y
también aminoacidico (Figura 1). Con respecto al andlisis
comparativo de la secuencia de aminoacidos, se identifi-
caron diez cambios aminoacidicos, de los cuales solo uno
corresponde a un sitio antigénico (E125K].

Por otra parte, en el analisis de VP4 se detectaron 2 ti-
pos P: P[4] y P[8]. Se observé que la P[4] detectada en el
2017 se agrupa con 2 cepas asociadas con el genotipo G2:
una que circuld ese mismo afio (Arg15805]), y otra detec-

tada el afio anterior (Arg15170). Sin embargo, con la que
presenté mayor similitud en el nivel nucleotidico y el ami-
noacidico fue con Arg15170, con identidades nucleotidi-
cas de 97,4% y aminoacidicas de 97,3%, respectivamente.
El andlisis de las secuencias de aminoacidos revel6 siete
diferencias, de las cuales solo una corresponde a un sitio
antigénico (0114P). Por otro lado, la P[8] se agrupd con
una G3P[8], Arg15240, que circuld en nuestro pais en el
2016, con una similitud nucleotidica y aminoacidica de
98,9% y 97,9%, respectivamente (Figura 2). En este caso,
solo se identificaron 3 cambios de aminoacidos entre am-
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Figura 8. Andlisis filogenético y matriz de distancias del gen NSP2.

A] RVA_Human_wt_ARG_Arg1550%_2017_GIr8
s [
I— AVA_Muman_wt_ARG_Argl5189_2016_GSFE
RVA_Husman_wt_ARG_Arg16273_2018_G12P8
a
1007100
96.8/96 RVA_Muman_wt_ARG_Arg15830_2017_G12FE
N1
— RVA_Muman_wt_ARG_Argl5133_2016_Gliee
o RVA_Muman_wt_ARG_AngLG618_2018 G3PE
| RVA_Human_we_ARG_amL 5987 _2008_Gaks
59.7/100 |—
|— RVA_Human_wt_ARG_Arg15892_2017_G9P8
RVA_Muman_wt_ARG_Agl&571_2018_GE°8
1007100 RVA_Human_we_ARG_Ang15957_2017_G99d4
” ™
D RVA_Humar_wi_ARG_Am15240_2016_G3PE
97595
RVA_Human_wt_ARG_Argl580%_2017_G2P4
RVA_Human_wt_ARG_Argl 5170_2006_GEP4
e
B] Arg16571 | Arg15957 |Arg15240 | Arg16618 | Arg15987 | Arg16273 | Arg15892 | Arg15830 | Arg15509 | Arg15805 | Arg15133 | Arg15189 [ Arg15170
Identidad
Nt G8P[8] GAP[4]
(2018) (2017)
Arg15957
GAP[4] 86,4%
(2017)
Arg16571
G8P[8] -
(2018)
’ Arg16571
‘demad GEP[S] | GOP[4]
(2018) (2017) (2017) (2017)
Arg15957
GIP[4] 85,5% 80,6% 81,4%
(2017)
Arg16571
G8P[8] -
(2018)

» a) Arbol filogenético de maxima verosimilitud del gen NSP2 del rotavirus de las cepas emergentes G3P[4] y G8P[8], y de cepas de asociaciones
comunes que circularon durante el periodo 2016-2018 en Argentina. Se muestran los valores de Ultrafast Bootstrap (>85) a partir de 10.000 ré-
plicas en los nodos. Las barras de escala indican la distancia genética (sustituciones de nucleétidos por sitio). Las cepas emergentes se indican

en color rojo y los distintos tipos N se muestran en llaves.

» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen NSP2 de las cepas emergentes GP[4] y G8P[8]

con respecto a las cepas de asociaciones comunes.

bas secuencias, de los cuales uno se relaciona con un sitio
antigénico (G195D).

Con respecto al resto de los 9 segmentos genémicos,
se observaron algunas similitudes en el patrén de agru-
pamientos. En los arboles filogenéticos de los genes VPG,
VP3, NSP3 y NSP5, la cepa G8P[8] se agrupé en un clado
separado del resto de las cepas que también poseian el
genotipo 12, M2, T2 y H2, respectivamente (Figuras 3, 6,
9 y 11). Desafortunadamente, no se pudo asignar el tipo
M de la cepa Arg16618 debido a que, luego de multiples
intentos, no fue posible amplificar el gen VP3. De cualquier

manera, la cepa emergente presenté mayor identidad en
el nivel nucleotidico y de aminodacidos para estos cuatro
genes con la cepa G3P[8] Arg15240 que circuld en el afio
2016. Por el contrario, en la cepa GIP[4], se observé una
relacion evolutiva mas cercana a las cepas G2P[4] en es-
tos genes. En términos de similitud, en los genes NSP3 y
NSP5 se observé la mayor identidad con la cepa G2P[4]
Arg15170 que circulé en el afio 2016. Sin embargo, llama-
tivamente, en los genes VP6 y VP3, la cepa GIP[4] mostro
mayor similitud nucleotidica y aminoacidica con la otra
asociacién emergente, G8P[8] (Figuras 3,6,9y 11].
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Figura 9. Andlisis filogenético y matriz de distancias del gen NSP3.
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» a) Arbol filogenético de maxima verosimilitud del gen NSP3 del rotavirus de las cepas emergentes G9P[4] y G8P[8], y de cepas de asociaciones
comunes que circularon durante el periodo 2016-2018 en Argentina. Se muestran los valores de Ultrafast Bootstrap (>85) a partir de 10.000 ré-
plicas en los nodos. Las barras de escala indican la distancia genética (sustituciones de nucledtidos por sitio). Las cepas emergentes se indican

en color rojo y los distintos tipos T se muestran en llaves.

» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen NSP3 de las cepas emergentes GIP[4] y G8P[8]

con respecto a las cepas de asociaciones comunes.

Elanalisis del gen VP1 mostré un patrén de agrupamien-
to distinto. Si bien G8P[8] se agrupé en un clado separado
de las otras cepas con genotipo R2, se observé que GIP[4]
se agrupd junto con las cepas G2P[4] y G3P[8] (Figura 4).
Esto también se observd analizando el gen NSP2 (Figura
8). Las mayores similitudes en VP1 se encontraron con
la cepa Arg15805 (G2P[4]) y la cepa Arg15240 (G3P[8])
para GP[4] y G8P[8], respectivamente (Figura 4). Con
respecto a NSP2, tanto la cepa G8P[8] como la cepa
GIP[4] presentaron el mayor porcentaje de similitud con

la cepa G3P[8] Arg15240 (Figura 8).

Los arboles filogenéticos de los genes VP2 y NSP1 de-
mostraron que tanto G8P[8] como GIP[4] se agruparonen
el mismo subclado del genotipo C2 y A2, respectivamente,
junto con la cepa Arg15240 (G3P[8] del afio 2016]) (Figu-
ras 5y 7). Sin embargo, el anélisis de identidad demostrg
que solo la cepa G8P[8] presenté el mayor porcentaje de
similitud con la cepa Arg15240, mientras que G9P[4] tuvo
mayor similitud con las cepas G2P[4] (Figuras 5y 7).

Por dltimo, el estudio del gen NSP4 demostré la presen-
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Figura 10. Analisis filogenético y matriz de distancias del gen NSP4.
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comunes que circularon durante el periodo 2016-2018 en Argentina. Se muestran los valores de Ultrafast Bootstrap (>85) a partir de 10.000 ré-
plicas en los nodos. Las barras de escala indican la distancia genética (sustituciones de nucleétidos por sitio). Las cepas emergentes se indican

en color rojo y los distintos tipos E se muestran en llaves.

» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen NSP4 de las cepas emergentes GIP[4] y G8P[8]

conrespecto a las cepas de asociaciones comunes.

cia de 3 tipos E: E1, E2 y E6. Nuevamente, el genotipo de
la GIP[4] (EB) no se agrupd con ninguna de las secuen-
cias de las cepas comunes por representar un genotipo
distinto. En cambio, se observé que la cepa G8P[8] esta-
ba mas cercanamente relacionada con la cepa Arg15240
(G3P[8]) tanto en términos evolutivos como en la identi-
dad nucleotidica y aminoacidica (Figura 10).
Discusion

El presente estudio analizd la constelacion genética de
las cepas inusuales GIP[4] y G8P[8], junto con otras aso-
ciaciones comunes que circularon contemporaneamente.

Este abordaje resulta de utilidad para conocer si existieron
potenciales eventos de reordenamiento que les hayan per-
mitido a estas cepas emergentes adquirir adaptabilidad y
expliquen su circulacién en moderada frecuencia®%’
G8P[8] se relacioné mayoritariamente con una cepa
G3P[8]-equine like que circuld en el afio 2016. Por otra
parte, GIP[4] demostrd tener mayor heterogeneidad en su
identidad, aunque principalmente se observé que estd mas
evolutivamente relacionada con cepas G2P[4]. De cualquier
manera, en ninguno de los once segmentos se alcanzé una
similitud por encima del 99%. Estos resultados indican que
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Figura 11. Analisis filogenético y matriz de distancias del gen NSP5.
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» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen NSP5 de las cepas emergentes GIP[4] y G8P[8]

con respecto a las cepas de asociaciones comunes

estas asociaciones no adquirieron segmentos de las cepas
comunes locales. Por lo tanto, la emergencia de GIP[4] y
G8P[8] fue producto de una nueva introduccién. En este
sentido, estudios previos realizados solamente con el gen
VP? revelaron que ambas combinaciones inusuales mos-
traron mayor identidad con cepas que fueron identificadas
circulando en Europa y el sudeste asiatico®®. Estos resulta-
dos extienden esta observacién a los otros diez segmentos
genémicos restantes.

El andlisis integral de las constelaciones genéticas ha

permitido determinar que hay combinaciones de proteinas
que funcionan mejor que otras y que le brindan al virus ma-
yor adaptabilidad y eficiencia en su diseminacién'®?’, Este
fenémeno, denominado ligamiento genético, se observa en
las cepas emergentes detectadas. En primer lugar, no se
observaron constelaciones mixtas entre los genotipos 1 y
2.GIP[4] es una combinacién de un tipo G y un tipo P, a los
que habitualmente se los asocia con origenes evolutivos
distintos (Wa-like y DS-1-like, respectivamente]. Sin embar-
g0, la presencia de una constelacién asociada al genotipo 2
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indicaria que la vinculacién genética mas favorable estuvo
determinada por el tipo P. Por otra parte, G8P[8] retrata un
escenario inverso: un tipo G asociado a un origen DS-1-like
y un tipo P a Wa-like. Pero, en este caso, este tipo P ya ha
demostrado asociarse con constelaciones genéticas puras
del genotipo 2 de forma eficiente?®2°, por lo que podria ex-
tenderse la hipétesis de una configuracién genética deter-
minada por el gen VP4 (tipo P ).

Sibien la estrategia de vacunacién universal resulté ser exi-
tosa en términos de reducir la carga de enfermedad diarreica
en los menores de 5 afos, la deteccion de estos nuevos emer-
gentes, genéticamente distantes de la cepavacunal,enlos ca-
sos residuales, sugiere el papel que las vacunas cumplenenla
presion selectiva. Asimismo, la creciente frecuencia con la que
se identifican las asociaciones inusuales DS-1-like demuestran
que pudieron haber desarrollado mecanismos mas eficientes
de diseminacién, en un contexto de disminucién de poblacio-
nes susceptibles a cepas Wa-like. Por lo tanto, este analisis
representa un punto de partida para futuros estudios de adap-
tabilidad de este tipo de emergentes.

El presente trabajo contempla algunas limitaciones. En pri-
mer lugar, si bien se exploré la diversidad de cada asociacion
para el periodo de estudio, no se descarta que circulen distintas
variantes de la misma asociacién tipo G/P en una misma tem-
porada. Del mismo modo, en este estudio, se contemplaron las
cepas circulantes detectadas entre 2016 y 2018. Por lo tanto,
podria esperarse que algunos de los segmentos de la conste-
lacién de las cepas inusuales pudieran haberse adquirido de
otras que circularon con anterioridad y persistieron en |a pobla-
cién de forma criptica.

De cualquier manera, los resultados obtenidos en este estu-
dio son de gran utilidad, ya que aportan evidencia de la comple-
jadinamica de la circulacion de los genotipos de RVA en nuestro
pais. Ademas, contribuyen con informacién sustancial para los
responsablesimplicados en la toma de decisiones respecto del
impacto de la vacuna contra nuevos emergentes. Se considera
necesario analizar en profundidad estos eventos evolutivos en
el marco de una vigilancia local y continua de la diversidad ge-
nética luego de esta intervencién para analizar su impacto en
la poblacién pediatrica no solo desde el punto de vista clinico,
sino también de la ecologia viral.
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Verificacién e implementacién de los métodos de 3-hidroxibutirato

y acidos grasos libres no esterificados en un equipo automatizado
Verification and implementation of the 3-hydroxybutyrate and

non-esterified free fatty acid methods in automated equipment
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Resumen

Introduccidn: El B-hidroxibutirato (BOH]) y los acidos grasos libres no esterificados (NEFA) son medidos
para el estudio de las enfermedades metabdlicas e hipoglucemias. Ademas, la medicion de BOH en suero
es Gtil para hiperglucemias y control de dietas cetogénicas. La verificacién debe confirmar que se ha
cumplido el desempefio declarado por el fabricante. Objetivo: Verificar los métodos cuantitativos de NEFA
y BOH. Materiales y métodos: Se utlizaron la guias del CLSIEP15-A3 y EP6-Ay el autoanalizador de Roche/
Cobas 501. Resultados: Se observé lo siguiente: a) Condiciones de repetibilidad NEFA: nivel 1 (N1): coefi-
ciente de variacién 0,60% y nivel 2 (N2):0,62%. N1 BOH: 1,54% y N2 0,56%; b) Precisién intermedia NEFA:
2,51%N1y1,62% N2y 1,62%N1y0,78%N2 para BOH; c] Veracidad NEFA: 0,7 mmol/L N1 y 1,6 mmol/L
N2, rangos de verificacién 0,55-0,66 mmol/L y 1,38-1,53 mmol/L; BOH 0,3 mmol/L N1y 2,9 mmol/L N2,
rangos de verificacién 0,294-0,325 mmol/L y 2,793-2,942 mmol/L. El sesgo de la estimacién de la vera-
cidad fue de 11,85% y 11,98% para NEFA y de 4,83% y 1,92% para BOH; d) Linealidad: hasta 2,4 mmol/L
NEFA y hasta 3,23 mmol/I BOH. Conclusiones: Se logrd verificar la precision intermedia y en condiciones
de repetibilidad para ambos analitos, la veracidad desde el punto de vista clinico, aunque no estadistico,
para NEFA y la veracidad clinica y estadistica para BOH. Para el NEFA, se verific la linealidad estadistica
yclinica y para el BOH, la linealidad clinica.

Palabras clave: verificacion de métodos, B-hidroxibutirato, acidos grasos libres no esterificados, especi-
ficaciones técnicas.

Abstract

IISSN 1515-6761
ISSN-e 2684-0359
Cédigo bibl.: ByPC
Recibido: 02-03-2024
Aceptado: 24-10-2024

Introduction: B-Hydroxybutyrate (BOH) and non-esterified free fatty acids (NEFA) are measured for the
study of metabolic diseases and hypoglycemia, and B0H, in addition, for hyperglycemia and control in
ketogenic diets. Verification should confirm that the performance declared by the manufacturer has been
met. Objective: To verify the NEFA and BOH methods. Materials and methods: The CLSI guidelines EP15-
A3 and EP6-A were followed. The Roche/Cobas 501 autoanalyzer was used. Results: NEFA repeatability
conditions were as follows: level 1 (N1) coefficient of variation 0.60% and level 2 (N2) 0.62%. N1 BOH
1.54% and N2 0.56%. Intermediate precision: 2.51% N1 and 1.62% N2 for NEFA and 1.62% N1 and 0.78%
N2 for BOH. Veracity: 0.7 mmol/L N1 and 1.6 mmol/L N2, verification ranges 0.55-0.66 mmol/L and 1.38-
1.53 mmol/L for NEFA; 0.3 mmol/L N1 and 2.9 mmol/L N2, verification ranges 0.294-0.325 mmol/L and
2.793-2.942 mmol/L for BOH. The veracity estimation bias was 11.85% and 11.98% for NEFA and 4.83%
and 1.92% for BOH. Linearity was up to 2.4 mmol/L for NEFA and up to 3.23 mmol/I for BOH. Conclusions: It
was possible to verify precision under repeatability and intermediate conditions for both analytes, vera-
city from a clinical point of view, although not statistical for NEFA, and clinical and statistical veracity for
BOH. Statistical and clinical linearity was verified for NEFA and clinical linearity for BOH.

Keywords: method verification, B-hydroxybutyrate, non-esterified free fatty acids, technical specifications.
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Introduccién

Los cuerpos ceténicos son pequefias moléculas sin-
tetizadas principalmente en el higado a partir de acidos
grasos que circulan por el torrente sanguineo durante el
ayuno, el ejercicio prolongado y cuando se restringen los
carbohidratos. Estos son tomados por tejidos que necesi-
tan energfa, convertidos primero en acetil-CoA y luego, en
ATP. Durante la cetosis, se forman y utilizan tres cuerpos
cetdénicos principales para obtener energia: acetona, ace-
toacetato y P-hidroxibutirato (BOH], el cuerpo cetdnico
mds abundante en los mamiferos.?

La presencia y el grado de cetosis pueden ser determi-
nados midiendo los niveles sanguineos de BOH. Ademas,
su determinacioén es Gtil para el control en dietas cetogé-
nicas. Dicha dieta constituye el tratamiento no farmacolg-
gico de eficacia probada mas utilizado en la dltima década
para el manejo de |a epilepsia refractaria en la poblacién
pediatrica. Consiste en un plan alimenticio rico en grasas,
adecuado en proteinas y bajo en hidratos de carbono (HC),
disefado para producir cetosis e imitar los cambios meta-
bélicos que ocurren durante el ayuno >

Los acidos grasos no esterificados (NEFA) son medidos
en el laboratorio para el estudio de enfermedades metabo-
licas e hipoglucemias y se utilizan para evaluar la sintesis
de estos 4cidos en diferentes situaciones de ayuno. En el
laboratorio del estudio, al formar parte de un hospital pe-
didtrico de alta complejidad, estas determinaciones son
solicitadas de forma habitual.

La norma IRAM-ISO 15189:2023 establece que los pro-
cedimientos analiticos validados por el fabricante, utili-
zados sin modificaciones, deben estar sujetos a la verifi-
cacion independiente por parte del laboratorio antes de

ser introducidos en el uso rutinario. En la misma norma,
se establece que el laboratorio debe disponer de un proce-
dimiento para verificar que puede realizar correctamente
los métodos de andlisis antes de comenzar a utilizarlos,
asegurando que se puede alcanzar el desempenfio reque-
rido, segun lo declarado por el fabricante o el método. El
Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) provee guias
de verificacion con protocolos accesibles al laboratorio de
rutina. La CLSI EP15-A3 esta disefiada para la verificacién
de precisién y veracidad de un método que previamente
fue validado por el fabricante, mientras que la CLSI EP6-A
se utiliza para verificar linealidad. La implementacion de
ambas le permite al laboratorio, mediante el aporte de
evidencia objetiva (en forma de caracteristicas de desem-
pefo), demostrar que se ha cumplido con los requisitos
especificados por el fabricante para el procedimiento ana-
litico y asf habilitar su uso en la practica diaria.®”

Los reactivos disponibles que se comercializan actual-
mente para ambos analitos son para uso manual, con la
posibilidad de adaptacién a la automatizacién, lo que ge-
nera, por un lado, mayor demanda de personal, de tiempo
y de costos, y, por otro, una mayor probabilidad de error a
la hora de realizar la determinacién debido a la variacién
intra e interoperador de la técnica. Es por eso que se plan-
te6 como objetivo realizar la verificacién de la precision,
veracidad y linealidad de los métodos de medicién de
NEFA y BOH de acuerdo con especificaciones internacio-
nales de guias publicadas por el CLSI, en un equipo auto-
matizado de quimica clinica de un hospital pediatrico de
alta complejidad para su posterior implementacién en la
rutina asistencial.

Tabla l. Precisidn estadistica intralaboratorio e intracorrida de NEFA y BOH para ambos niveles evaluados

CVen condiciones CVen condiciones CV en condiciones de

CV en condiciones de

Nivel - . de repetibilidad del de precisién inter- precision intermedia  ;Aceptado?
repetibilidad (%) fabricante (%) media (%) del fabricante (%)

NEFA

1 0,60 4,81 2,51 4,32 Si

2 0,62 4,74 1,62 4,51 Si
BOH

1 1,54 1,70 1,62 5,20 Si

2 0,56 1,40 0,78 1,70 Si

» BOH: B-hidroxibutirato; NEFA: acidos grasos libres no esterificados ; CV: coeficiente de variacion
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Tabla Il. Veracidad estadistica de NEFA y BOH para ambos niveles evaluados

Nivel [nl:d:]g;ju Intervalo de verificacion (mmol/L) ¢Aceptado?
NEFA
1 0,7 0,55-0,66 No
2 1,6 1,38-1,53 No
BOH
1 0,3 0,29-0,33 Si
2 2,9 2,79-2,94 Si

» BOH: B-hidroxibutirato; NEFA: dcidos grasos libres no esterificados

Materiales y métodos
Serealizd un estudio experimental, transversal y prospectivo.

Autoanalizador y reactivos

Se utilizé el autoanalizador de Quimica Clinica Roche/Co-
bas 6000 501. Los reactivos usados fueron de RANDOX-CRO-
MOION® para NEFA (lote: 575736, vencimiento:28/8/2023)
y STANBIO Laboratory para BOH (lote: 170558, vencimien-
to: 31/5/2023). Ambos son métodos cuantitativos y co-
lorimétricos. Para realizar la verificacién de la veracidad y
precisién de los métodos, se utilizaron muestras del con-
trol de calidad externo de RIQAS de dos niveles diferentes
(bajo o nivel 1 y alto o nivel 2]. Para la linealidad, se utili-

zaron muestras de pacientes de concentracién elevada: 2,4
mmol/L para NEFAy 3,23 mmol/L para BOH.

Procedimientos de verificacion

Se utilizaron las guias del CLSI: la EP15-A3, para verifica-
cién de precision intermedia (intralaboratorio) y repetibili-
dad (intracorrida), medidas como coeficiente de variacion
(CV), y para evaluar veracidad, medida en términos del
sesgo o error sistematico. Se realizaron mediciones por
quintuplicado durante cinco dias consecutivos de los dos
materiales de control externo de RIQAS.® Las muestras se-
leccionadas tienen concentraciones que representan nive-
les de decision médica, para B0H: 0,3 mmol/L (nivel 1]y 2,9

Tabla lll. Veracidad clinica de NEFA y BOH para ambos niveles evaluados.

Nivel Sesgo (%) Error sistematico aceptado (%) ¢Aceptado?
NEFA
1 11,85 14,5 Si
2 11,98 14,5 Si
BOH
1 4,83 5,35 Si
2 1,92 5,35 Si

» BOH: B-hidroxibutirato; NEFA: dcidos grasos libres no esterificados
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" Figura 1. Linealidad NEFA: concentracién medida contra
concentracién asignada.

Concentracion medida {mmol/L}

W e e T
W i e

00 08 19 18 a0

Concentracion asignada (mmaol/L)

» Ecuacidn de larecta: y=0,04933 + 1,033 x

mmol/L (nivel 2], siendo el intervalo de referencia utilizado
en nuestro laboratorio 0,03-0,3 mmol/L, y para NEFA: 0,7
mmol/L (nivel 1) y 1,6 mmol/L (nivel 2), siendo el interva-
lo de referencia utilizado en nuestro laboratorio 0,1-0,9
mmol/L. Ambos intervalos de referencia son los reportados
en la bibliografia.

Se usaron las mismas muestras para precisién y veraci-
dad utilizando los mismos resultados obtenidos en el proto-
colo de precisién para el protocolo de veracidad.

Para ninguno de los dos mensurandos, existen valores de
variabilidad biolégica como especificacién analitica, es por
eso que se seleccion6 como requisito de calidad para NEFA el
estado del arte: 29%, calculado a partir de 3 por el CV% del gru-
po interlaboratorio obtenido del reporte RIQAS del grupo que
realiza la técnica colorimétrica de punto final. Por otro lado,
para BOH, utilizamos como especificacién analitica el criterio
de aceptacién RIQAS: 10,7% (conformado por las desviacio-
nes diana de evaluacién del rendimiento de RIQAS, reportado
en los informes del control de calidad externo de RIQAS).

Se utilizé la guia CLSI EP6-A para verificar la linealidad.
Para realizar el ensayo de linealidad, se prepararon una se-
rie de diluciones a partir de una muestra de suero con con-
centracién elevada. Para NEFA, la linealidad declarada por
el fabricante es de 0,072 a 2,4 mmol/I, por lo que se eligié
una muestra de 2,4 mmol/L. Para BOH, la linealidad decla-
rada por el fabricante es de 0,0 a 8,0 mmol/L, y la muestra
seleccionada fue de 3,23 debido a que es la concentracién
mas alta con la que contamos, dado que no disponemos de
muestras de pacientes ni RIQAS ni control comercial de un

" Figura 2. Linealidad B0H: concentracién medida contra
concentracién asignada.

S
i 8
\\

Cancentracion medida (mmol/L}

=3

Cancentracian adignada (mmel/L)

» Ecuacion que mejor se adapta:

y=0,0004143 +1,145x-0,1122 x2 + 0,02084 x3

nivel semejante a 8,0 mmol/L.° Con esa muestra de méxima
concentracién y una muestra de concentracidn “cero” (so-
lucién fisioldgica), se realizaron tres diluciones (25%, 50%
y 75%) con valores intermedios equidistantes; cada punto
se valord por triplicado. Para considerar la recta estadisti-
camente lineal, tiene que darse una ecuacién de orden 1,
donde el error de no linealidad es cero. En caso de que no
sea estadisticamente lineal en el rango evaluado (ecuacion
deorden 2,3 y 4], se evalla que sea clinicamente lineal. El
error de no linealidad que se mida tiene que ser siempre me-
nor del 50% del requisito de la calidad. Si el error de no linea-
lidad es menor del 50% del requisito de la calidad, podemos
decir que el método es clinicamente lineal, a pesar de no ser
estadisticamente lineal.

Anélisis de los datos
Para realizar el procesamiento estadistico de los datos,

se utilizé una planilla de calculo de Excel® disefiada para la
verificacién de los analitos acreditados por nuestro labora-
torio por la norma IRAM IS0 15189:2023, disponible en el
sistema documental de nuestro laboratorio JBnet, donde se
evaltan outliers utilizando el método de Grubbs, precisién
intracorrida e intralaboratorio y veracidad.

1] Outliers: se obtuvieron los limites de Grubbs como: media
+/- G(critico)*SD de los 25 datos. Se verificé que todos los
valores arrojados en las corridas se encontraran dentro
delintervalo hallado. El valor G(critico) se obtiene de tabla
teniendo en cuenta el N=numero de corridas x nimero de
repeticiones. Para N=25, G(critico)=3,135.
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2] Precision: se compararon los CV% obtenidos en condicio-
nes de repetibilidad y en condiciones de precisién interme-
dia con los CV% declarados por el fabricante para precision.
Si los CV% hallados eran menores que los del fabricante,
la precision era aceptada. Los CV% propios se obtuvieron
realizando el anélisis de varianza [ANOVA), un método de
prueba de igualdad de tres 0 mas medias poblacionales,
por medio del andlisis de las varianzas muestrales.

3] Veracidad: se estimd el sesgo relativo de la media obteni-
da por nuestro laboratorio con respecto al valor asignado
alos materiales con concentracién conocida; la media ob-
tenida de los 25 resultados fue enfrentada al valor asig-
nado del material seleccionado calculando el sesgo. Las
muestras seleccionadas cuentan con una estimacién de
su valor asignado con un error aceptable. En primer lu-
gar, se evalud el sesgo estimado desde un punto de vista
estadistico. Para ello, se calcularon los limites inferior y
superior del intervalo de verificacion del valor evaluado;
si el valor de media obtenida estaba contenido dentro de
estos limites la veracidad, se consideraba aceptada. Lue-
g0, se evalud la consistencia de los datos para estudiar
el sesgo desde un punto de vista clinico considerando el
requisito de la calidad seleccionado para el procedimien-
to de medida de acuerdo con su uso previsto. Se utilizé
como criterio de aceptacion el error sistematico (es de-
cir, el 50% de los requisitos de calidad definidos]).

4] Linealidad: se utilizé el programa LINCHECKER con el que
se obtuvieron las graficas, la ecuacién de la curva y el
error de no linealidad. El estudio fue realizado cumplien-
do con las normas éticas de la institucién y de acuerdo
con recomendaciones nacionales e internacionales
(Declaracién de Helsinki). No se consideré necesaria la
aprobacién del Comité de Docencia e Investigacién, ya
que forma parte de los procesos propios de nuestro labo-
ratorio de andlisis clinicos.

Resultados
Outliers

No se hallaron outliers en ninguno de los dos niveles de
cada analito evaluado, ya que todas las repeticiones entra-
ron en los limites definidos por el test de Grubbs. Para el ni-
vel 1 de BOH, la media fue de 0,29 mmol/L, con un limite su-
perior de 0,31 mmol/L y un inferior de 0,28 mmol/L. Para el
nivel 2, la media fue de 2,92 mmol/L, con un limite superior
de 2,99 mmol/L y un inferior de 2,85 mmol/L. Para el nivel 1
de NEFA, la media fue de 0,69 mmol/L, con un limite superior
de 0,74 mmol/L y un inferior de 0,64 mmol/L. Para el nivel 2,
la media fue de 1,64 mmol/L, con un limite superiorde 1,71
mmol/L y un inferior de 1,56 mmol/L.

Precision

Los resultados de CV% obtenidos fueron menores que lo
especificado por el fabricante, por lo que se dio como acep-
tada la verificacion realizada en los pardmetros de precisién
intracorrida e intralaboratorio para ambos analitos (Tabla 1).

Veracidad

Para NEFA, el sesgo entre laboratorio y la muestra de con-
centracién conocida fueron rechazados estadisticamente
en ambos niveles, por lo que se verificé que el sesgo halla-
do no sea clinicamente significativo. Para el caso de B0H, el
sesgo fue aceptado estadisticamente y clinicamente para
los dos niveles. Se logr6 realizar la verificacién de la veraci-
dad para ambos analitos (Tabla Il y I1).

Linealidad

EnlaFigura 1, se muestranlos resultados de la linealidad
para NEFAy, en la Figura 2, para BOH. Para NEFA, obtuvimos
una linea recta (orden 1), lo que quiere decir que el método
es estadisticamente lineal. Por ende, un método estadis-
ticamente lineal siempre es clinicamente lineal, porque el
error de linealidad es cero. Por otro lado, para BOH (Figura
2] obtuvimos una recta de orden 3, por lo que no podemos
decir que es estadisticamente lineal. Sin embargo, el error
de no linealidad es de 3,54%, menor del 50% del requisito
de calidad definido: 5,35%, por lo que es clinicamente lineal.

Discusion

La implementacién de una nueva técnica en el labora-
torio requiere la realizacién de la verificacién, dado que es,
ademas, requisito de la norma IRAM IS0 15189:2023 para la
acreditacién de un laboratorio. Los ensayos de verificacién
desempefian un papel fundamental en la mejora constan-
te de la actividad realizada en el laboratorio garantizando el
cumplimiento de los estandares internacionales de calidad
y las exigencias de los organismos de acreditacién. Ademas,
contribuyen a fortalecer la confiabilidad de los informes gene-
rados por los laboratorios de analisis clinico.

La verificacién nos permitié la evaluacién global de los re-
sultados desde un punto de vista clinico ademas de estadis-
tico, dado que una ventaja del protocolo EP15-A3 respecto de
la version A2 es que considera el requisito de la calidad para
la evaluacién global de los resultados. 0

Se verificé la precisién intermedia y en condiciones de re-
petibilidad para ambos métodos de ambos analitos, ya que
los CV% obtenidos para los dos niveles de control fueron me-
nores que los CV% declarados por el fabricante.

La veracidad tanto estadistica como clinicamente para BOH
fue verificada. Si bien para NEFA la verificacién de la veracidad
no fue aceptada estadisticamente, si lo fue clinicamente.

En cuanto alalinealidad, para NEFA, verificamos estadis-
tica y clinicamente la linealidad reportada por el fabricante,
que alcanza hasta 2,4 mmol/L. Para BOH, aunque no dis-
ponemos de una muestra con una concentracion tan alta
como la declarada por el fabricante (8,0 mmol/L], pudimos
confirmar la linealidad clinicamente hasta 3,23 mmol/L.
Como proyecto de mejora, nos proponemos reevaluar la li-
nealidad hasta el nivel maximo de 8,0 mmol/L si en el futuro
disponemos de una muestra con una concentracién cerca-
na a este valor.

Tras evaluar todos los resultados obtenidos, nuestro la-

ByPC ene-abr 2025; 89(1):60-65 // ISSN-e 2684-0359



Bariandaran y col.Verificacion e implementacion de los métodos de B-hidroxibutirato y dcidos grasos libres no esterificados en un equipo automatizado. E

boratorio dio por verificados ambos métodos, y los imple-
menté en el equipo automatizado de forma rutinaria.

Nuestro hospital realiza alrededor de 460 determinacio-
nes de BOH y 220 de NEFA al afio, por lo que automatizar los
métodos de ambos analitos nos permite mejorar los tiem-
pos de respuesta y atencién de los pacientes optimizando
los recursos, disminuyendo la demanda de personal, costos
y tiempo. Adem3s, al automatizar las metodologias, dismi-
nuimos el error que es inherente a la realizacién de las téc-
nicas manuales (intra e interoperador]) generando mayor
confiabilidad y exactitud en los resultados y optimizando la
etapa analitica.

La verificacion de las especificaciones de desempefio
declaradas por el fabricante para precisién y estimacién del
sesgo segln los lineamientos generales de la guia CLSI EP
15A3 dela CLSI, y la de la linealidad, segun la guia EP6-A de
ambos mensurandos representé el primer paso en la incor-
poracién de estos a la rutina asistencial del laboratorio me-
diante equipos automatizados. El siguiente paso consiste
en verificar los intervalos de referencia. Sin embargo, dada
la naturaleza pediatrica del hospital, esta verificacién pre-
senta desafios cuando se intenta realizar mediante el mé-
todo directo. Para llevar a cabo la verificacion de intervalos
de referencia utilizando el método indirecto, se requiere un
tamafio muestral mayor del que actualmente se dispone,
por lo que se continuara utilizando el rango de referencia de
bibliografia consensuado con los servicios médicos.
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rrent urinary tract infection

Luizaga Gémez, Gabriela Telma!
1L aboratorio de Andlisis Clinicos, Dispensario de Salud Juan Pablo II. Gruro, Bolivia.

"Contacto: Luizaga Gémez, Gabriela. Laboratorio de Andlisis Clinicos, Dispensario de Salud Juan Pablo I, Herrera y 6 de octubre # 533. Oruro,

Bolivia; luizagagomezg@gmail.com

Resumen

Introduccién: Las infecciones del tracto urinario secundarias a la hiperplasia prostatica benigna se origi-
nan porque el agrandamiento prostatico produce una obstruccidn de la uretra que conduce a la retencion
de orina en la vejiga. Objetivo: Asociar la determinacién de antigeno prostatico especifico con el diag-
néstico de hiperplasia prostatica benigna en varones que presentan sintomas de infeccién del tracto
urinario en reiteradas ocasiones, a pesar de estar tratados con antibidticos. Métodos: Se analizaron 134
expedientes clinicos de varones con edades entre 40 y 60 afios y con sintomas de infeccién del tracto
urinario en mas de una ocasién, a pesar de estar tratados con antimicrobianos, que asistieron al Dispen-
sario de Salud Juan Pablo II. Resultados: Se encontrd que el 64,2% de los pacientes presentd hiperplasia
prostatica benigna y, de ellos, el 75,6 % mostré niveles de antigeno prostatico especifico mayores de 4
ng/mL. Se hallé una asociacién estadisticamente significativa entre la hiperplasia prostatica benigna y
niveles de antigeno prostatico especifico mayores de 4 ng/mL (p < 0,05). La proporcién de pacientes con
sintomas de infeccién del tracto urinario a repeticion, a pesar de estar en tratamiento con antimicrobia-
nos, que presentaron hiperplasia prostatica benigna fue mayor de 0,5 (p < 0,05). Conclusidn: La deter-
minacién de antigeno prostatico especifico es de utilidad en varones entre 40 y 60 afios con sintomas de
infeccién del tracto urinario en mas de una ocasion, a pesar de estar en tratamiento con antibiéticos, para
establecer si presentan o no una hiperplasia prostatica benigna subyacente.

Palabras clave: hiperplasia prostatica benigna, antigeno prostatico especifico, infecciones urinarias.
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Introduction: Urinary tract infections secondary to benign prostatic hyperplasia occur because the pros-
tate enlargement causes an obstruction of the urethra that leads to urine retention in the bladder. Ob-
jective: To associate the determination of prostate-specific antigen with the diagnosis of benign pros-
tatic hyperplasia in men with symptoms of urinary tract infections in repeated occasions despite being
treated with antibiotics. Methods: We analyzed 134 medical records of men aged 40 to 60 years old who
presented symptoms of urinary tract infections in more than one occasion despite being under antibiotic
treatment, attended at the Centro de Salud Dispensario Juan Pablo Il, Oruro, Bolivia. Results: We found
that 64.2% of the patients presented benign prostatic hyperplasia and that, among them, 7?5.6% showed
prostate-specific antigen levels higher than 4 ng/mL. A statistically significant association was found be-
tween benign prostatic hyperplasia and prostate-specific antigen levels higher than 4 ng/mL (p < 0.05).
The proportion of patients with symptoms of recurrent urinary tract infections despite being under anti-
biotic treatment who presented benign prostatic hyperplasia was higher than 0.5 (p < 0.05]. Conclusion:
The determination of prostate-specific antigen in men aged 40 to 60 years old who present symptoms of
urinary tract infections in more than one occasion despite being under antibiotic treatment is useful to
establish whether they present or not an underlying benign prostatic hyperplasia.

Key words: benign prostatic hyperplasia, prostate-specific antigen, urinary infections.
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Introduccién

El antigeno prostatico especifico (PSA) es una serina
proteasa producida por la préstata, una glicoproteina de
cadena simple con un peso molecular de 28,4 kDa. Su de-
nominacién, PSA, deriva de que es un antigeno normal de
la préstata, ya que no se encuentra en ningdn otro tejido
normal ni maligno’. Esté presente en el suero en 2 formas
distintas: no acomplejado (PSA libre; PSA L) y acomplejado.
Los valores de referencia son inferiores a 1,3 ng/mL para el
PSA Ly menores de 4 ng/mL para el PSA total (PSA L mas
PSA acomplejado; PSA T)%3. EI PSA es el marcador tumoral
mas empleado para la deteccidn de cancer de préstata, pero
también es Gtil en el diagnéstico de |a hiperplasia prostatica
benigna (HPB), ya que, en esta patologia, sus niveles tam-
bién aumentan®.

La HPB se define como un agrandamiento del tamafio de
la préstata debido al aumento del nimero de células epite-
liales y estromales en la zona de transicién de la glandula
prostatica®. Es una de las enfermedades mas frecuentes
en el hombre, con una prevalencia del 50-80%, y constituye
un problema de particular importancia en el primer nivel de
atencién en salud®. El volumen de la gldndula prostética
sufre un crecimiento fisiolégico a medida que el hombre
envejece, y dicho agrandamiento conlleva la obstruccion
de la uretra, lo que ocasiona dificultad para orinar’. Sin em-
bargo, estudios recientes sefialan la aparicién de focos de
hiperplasia en el tejido glandular y fibromuscular a partir de
los 30 afios®. Multiples estudios preclinicos y clinicos han
puesto en evidencia que varias alteraciones metabdlicas
(hipertension arterial, obesidad, dislipidemia y diabetes)
son determinantes importantes tanto en el desarrollo como
en la progresion de la HBP, asi como también, una dietarica
en hidratos de carbono y grasas, niveles altos de estrés y
el sedentarismo. Asimismo, el exceso de cafeiha y alcohol
empeora los sintomas 0.

La HPB se caracteriza por sintomas obstructivos e irri-
tativos, producidos por el crecimiento de la préstata. Actu-
almente, la atencién se centra en los sintomas por los que
consulta el paciente y que estan relacionados con las fases
de la miccién. De ahi que, en la actualidad, los sintomas ob-
structivos se denominen de vaciado (dificultad inicial, go-
teo posmiccional, intermitencia, esfuerzo) y los sintomas
irritativos, de llenado (urgencia, frecuencia con flujo débil,
nicturia, incontinencia de urgencia e incontinencia de es-
trés). Ademas, se han introducido los sintomas posmiccio-
nales (goteo terminal y vaciado incompleto)**.

Las infecciones del tracto urinario (ITU] constituyen una
entidad clinica de elevada ocurrencia, caracterizada por la
invasién de microorganismos en el parénquima renal y/o
sus vias de excrecion, con o sin la presencia de sintomas.
Estas infecciones generan una variedad de sindromes que
incluyen: bacteriuria asintomatica, sindrome uretral agudo,
cistitis, pielonefritis, prostatitis e infecciones urinarias re-
currentes. Estas ultimas pueden presentar complicaciones,
tales como sepsis (de mayor riesgo en personas jovenes,

adultos de edad muy avanzada y en inmunosuprimidos],
pionefrosis y dafo renal?. Més del 95% de las ITU son mono-
bacterianas, y Escherichia coli es el microorganismo mas
frecuentemente implicado en la infeccién aguda y en infec-
ciones producidas en pacientes ambulatorios. Sin embargo,
en el caso de infecciones recurrentes, en particular, en
presencia de anormalidades estructurales del aparato uri-
nario, como son anomalias congénitas, vejiga neurogénica
y obstrucciones del aparato urinario, las especies implica-
das son Proteus, Pseudomonas, Klebsiella, y Enterobacter
seguidas de Enterococcus y Staphylococcus*®,

Las ITU secundarias a la HPB se originan porque el agran-
damiento prostatico produce una obstruccién de la uretra
que conduce a la retencién de orina en la vejiga. Si no se
trata la etiologia de las ITU, estas podrian derivar en infec-
ciones recurrentes, con las complicaciones mencionadas
anteriormente.

Dado que varias delas ITU que se presentan en el hombre
son secundarias a una HPB, el objetivo del presente trabajo
fue analizar sila determinacién del PSA es de utilidad en va-
rones entre 40 y 60 afos con sintomas recurrentes de ITU,
para establecer si presentan o no una HPB subyacente.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio por cohorte, retrospectivo y trans-
versal. Formaron parte del estudio varones con edades en-
tre 40y 60 afos con sintomas de ITU en mas de una ocasion
que asistieron al Dispensario de Salud Juan Pablo Il de la
ciudad de Oruro, Bolivia, desde enero a diciembre de 2023.

Los criterios de inclusion fueron: hombres con edades
comprendidas entre 40 y 60 afios con reiterada sintoma-
tologia compatible con ITU y que presentaban urocultivo
negativo.

Los criterios de exclusién fueron: pacientes con sonda
vesical, con cancer de préstata, los que ya estaban diag-
nosticados de HPB y los que presentaban una enfermedad
urolégica que se asociara mas frecuentemente con reinfec-
ciones urinarias (incontinencia urinaria, cistocele y/o re-
siduo posmiccional).

La determinacidn cuantitativa del PSAlibre y total en suero
humano se realizé mediante un inmunoensayo enzimatico
tipo sandwich (Grupo Mexlab, Zapopan, Jal., México).

El diagnéstico de HPB fue realizado por los médicos del
Servicio de Urologia del Dispensario de Salud Juan Pablo Il e
incluyé la anamnesis, examen fisico, tacto rectal, determi-
nacion del PSA y ecografia de prostata (ecografia transab-
dominal o transrectal]. Dentro de los estudios complemen-
tarios, se realizé una uroflujometria y, en ocasiones, una
cistoscopia.

Los expedientes clinicos de los pacientes se utilizaron
para describir las caracteristicas sociodemograficas (edad,
nivel educativo, ocupacion/profesion], los niveles de PSA,
cudles fueron diagnosticados con HPB y cudles presentaron
enfermedades crénicas no trasmisibles, como diabetes
mellitus, obesidad, dislipidemia e hipertensién arterial.
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Tablal. Niveles de PSAL, de PSATyde larelacién PSAL/PSAT que presentaron los pacientes con y sin HPB y con sintomas

de ITU en més de una ocasion.

NIVELES DE PSA

HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA

PRESENCIA (n=86) AUSENCIA (n=48)

PSA libre ng/mL [mediana (01-03)]
PSA total ng/mL [mediana (01-03)]
[(PSAlibre/PSAtotal) x 100] % [mediana (01-03]]

1,9 (1,4-2,3)
7,0(5,6-7,7)
29 (26,0-30,0)

1,0 (0,8-1,2)
3,3(2,9-5,4)
24,5 (20,5-29,0)

» PSAL: antigeno prostatico especifico libre; PSAT: antigeno prostatico especifico total; HPB: hiperplasia prostatica especifica; [TU: infeccién del tracto urinario.

Calculo del tamafio muestral

Se analizaron 206 expedientes clinicos y, de acuerdo con
el analisis estadistico del tamafio muestral, se incluyeron
en el estudio 134 pacientes. Dicho andlisis se calculé de la
siguiente manera:

h= _ N*Z2*p*q
d?* (N-1) +Z2*p*q

» n:tamano de muestra

» N:tamafio de la poblacién =206 personas

» Z: coeficiente de confianza. Z=1.960 para un nivel de confianza del 95%

» p: probabilidad de éxito: 0,50

» q: probabilidad de fracaso: 0,50

» d: error maximo admisible. Consideramos el 5%=0,05

Andlisis de datos

Los datos recolectados se agruparon, codificaron y siste-
matizaron en una base de datos en Microsoft Excel. Para
variables cuantitativas, se calcularon las medidas de ten-
dencia central (media 0 mediana) y medidas de dispersion
(desviacién estandar y rango) correspondientes segun la
distribucién de cada variable.

Para estudiar la asociacién entre dos variables categéri-
cas se efectud la prueba % de dependencia “Pearson” y
para medir la fuerza de asociacion, se utilizé la estimacién
de la Odds ratio (OR) con precision del 95% para el inter-
valo de confianza (IC). Para determinar si la proporcion de
pacientes con sintomas de ITU en mas de una ocasién que
presenté HPB fue de 0,5 o mayor, se realizé la prueba Z de
proporciones a una muestra. Las diferencias se consider-
aron significativas cuando p < 0,05. El andlisis estadistico
se realizé con el paquete IBM/SPSS® versién 22.

Consideraciones éticas

Las consideraciones éticas de esta investigacion se re-
alizaron segln los lineamientos de la Asociacion Médica
Mundial, donde se ha promulgado la Declaracion de Helsinki

como una propuesta de principios éticos para la investig-
aciéon médica en seres humanos. Por tal razén, se conté con
el permiso correspondiente de director delDispensario de
Salud Juan Pablo Il para poder tener acceso a los expedien-
tes clinicos.

Resultados

La edad de los varones con sintomas de ITU en mas de una
ocasion fue (promedio + desviacion estandar] 52,57 + 4,30
afos; la edad mas frecuente fue 50 afios; la maxima, 60 afios y
la minima, 43 afios. Se encontrd que el 25% de las edades corre-
spondié a menores de 50 afios y el 75%, amenores de 56 afios.

Como se muestra en la Tabla I, de los 134 pacientes que
participaron del estudio, 86 (64,2%) fueron diagnosticados
con HPB. Sus niveles de PSA L ng/mL [mediana (01-03]]
fueron: 1,9 (1,4 -2,3),los de PSAT ng/mL [mediana (01-03)]:
?,0 (5,6-7,7) ylarelacién [(PSAL/PSAT) x 100] % [mediana
(01-03)]:29 (26,0 - 30,0). Los 48 (35,8%) pacientes restan-
tes no presentaron HPB. En este grupo, los niveles de PSA L
ng/mL [mediana (01-03)] fueron: 1,0 (0,8 - 1,2], los de PSAT
ng/mL [mediana (01-03]]: 3,3 (2,9 - 5,4) yla relacion [ (PSA
L/PSAT] x 100] % [mediana (01-03]]: 24,5 (20,5 - 29,0).

De los 86 pacientes con sintomas de ITU en forma reitera-
dayde HPB, 65 (75,6%) presentaron valores de PSAmayores
de 4 ng/mL, en tanto que 21 individuos (24,4%) presentaron
valores de PSA menores de 4 ng/mL. Por otro lado, de los 48
pacientes con sintomas de ITU en mas de una ocasidn, sin
HPB, solo 15 individuos (31,2%) presentaron valores de PSA
superiores a 4 ng/mL, mientras que la mayorfa, 33 pacientes
(68,8%), mostraron valores de PSA inferiores a 4 ng/mL. Con
base en la evidencia muestral, existe relaciéon estadistica-
mente significativa entre las variables HPB y niveles de PSA.
Los pacientes con sintomas de ITU a repeticién y PSA > 4 ng/
mL tienen 2,09 veces mayor riesgo de presentar HPB que los
pacientes con PSA < 4 ng/mL, como se muestraen la Tabla ll.

Cuando se evalué, entre todos los individuos que formaron
parte del estudio (n=134], la proporcién de pacientes con
sintomas de ITU a repeticién que presentd HPB se encontrg,
con base en la evidencia muestral, que dicha proporcion fue
mayor de 0,5 (p < 0,001).
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Tablall. Relacién de los niveles de PSA que presentaron los varones con sintomas de [TU en reiteradas ocasiones con y sin HPB.

HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA (n=134)

0dss Ratio
Niveles de PSA
. IC95%
Si (n=86) NO (n=48) p valor [ )
PSA > 4ng/mL 65 (75,6 %) 15 (31,2%) > 09
P< 0,001 ’
(1,47-2,97)

PSA< 4 ng/mL 21 (24,4%)

33 (68,8%)

» PSA: antigeno prostatico especifico; ITU: infeccion del tracto urinario; HPB: hiperplasia prostatica benigna. Con base en la evidencia muestral, existe relacién
estadisticamente significativa entre las variables HPB y niveles de PSA (p < 0,001). Los pacientes con sintomas de ITU a repeticién y PSA > 4 ng/mL tienen
2,09 veces mayor riesgo de presentar HPB que los pacientes con PSA < 4 ng/mL.

Discusién

El propésito del presente estudio fue mejorar los servicios
de atencién médica de los centros de salud de primer nivel, de
modo de evitar mayores gastos a los pacientes y mejorar su
calidad de vida. Para ello, se realiz6 un estudio retrospectivo
y transversal en varones de 40 a 60 afios que presentaban
sintomas de ITU a repeticién, para decidir la utilidad clinica
de la determinacion de PSAen el diagnéstico de HPB en estos
pacientes. Se sabe que, ante unincremento del PSA, pueden
sospecharse diferentes patologias: HPB, cancer de prostata
e inflamacién/infeccién prostatica; esta Gltima se puede dife-
renciar con un cultivo de orina. Segun lo reportado por Mo-
lina Ry col.!4, el 25% - 50% de los pacientes con HBP presenta
niveles de PSA > 4 ng/mL y, generalmente, son menores de
10 ng/mL. La explicacién mas frecuente para un PSA sérico
elevado es la HPB debido a la muy alta prevalencia de esta
afeccién en hombres mayores de 50 afios. En esta enferme-
dad, se produce mas PSA por gramo de tejido prostético que
en el tejido prostético normal®®.

Se encontré una relacién significativa entre la HPB y
niveles de PSA. Este hallazgo es coincidente con lo reporta-
do por Steers W y col.*®, quienes establecieron que el diag-
nostico de HPB debe abarcar un examen clinico minucioso,
un examen genitourinario y la determinacion de los niveles
plasmaticos del PSA.

Al'igual que la poblacion bajo andlisis en nuestra inves-
tigacién, en el estudio denominado “Epidemiologia de la
HPB asociada a sintomas de ITU” 7, se llegé a la conclusidn
de que el nimero de hombres diagnosticados con HPB/sin-
tomas de ITU, en la Gltima década, haido aumentando con el
tiempo, y se demostré que el agrandamiento de la prdstata,
especificamente de la HPB, esta asociado con la progresidén
sintomatica de ITU.

En un estudio realizado por Castifieiras Ferndndez J y
col.*®, se encontrd que, si la relacién PSA L/PSA T era > 25%,
probablemente se tratara de una HPB. En diversos estu-
dios'%2% en los cuales se analizé la capacidad discriminato-
ria entre benignidad y malignidad de la relacién PSA L/PSAT

con diferentes puntos de corte para esta relacion, concluy-
eron que el punto de corte 6ptimo de diferenciacién entre
HPB y cancer de préstata era del 18%. En consecuencia,
estos autores determinaron que valores mayores del 18%
sugieren una HPB. En nuestra investigacion, se encontré
que, de los 134 pacientes estudiados, 86 (64,2%) presen-
taron HPB. Los resultados obtenidos en los niveles de PSA
Ty en la relacién PSA L/PSA T son coincidentes con los de
Catalona W y col.?C, quienes propusieron un punto de corte
de larelacion PSAL/PSAT del 25% paravalores de PSAT entre
4y 10 ng/mL para pacientes con HPB. Se ha postulado que
los pacientes con HPB tienen mayor proporcién de PSA L en
comparacién con los pacientes con cancer de préstata. En
consecuencia, la relacion PSA L/PSAT, seria de utilidad para
evaluar el riesgo de céncer de préstata. Leén G y col.??, en
su estudio con 95 pacientes varones, encontraron que, de
los pacientes que presentaron HPB, el 71,1% present6 un
indice de PSA L/PSA T mayor de 25%, en concordancia con
nuestros hallazgos.

En la HPB, los niveles plasmaticos de PSA son mayores
cuanto mayor es el tamafio de la glandula prostatica. Los
niveles de PSA superiores a 10 ng/mL son siempre patoldgi-
cos y, en la mitad de los casos. se deben a un cancer de
prostata, el cual se diagnostica por biopsia. En este estu-
dio, se encontré que los pacientes con sintomas de ITU a
repeticién y PSAT >4 ng/mL tienen 2,09 veces mayor riesgo
de presentar HPB que los pacientes con PSAT < 4 ng/mL.

Segln se desprende de los resultados obtenidos, se
debe considerar realizar la prueba del PSA en aquellos pa-
cientes varones con sintomas de ITU en repetidas ocasio-
nes. También es importante destacar que nuestro estudio
abarcé un grupo etario de mediana edad y, dado que la HPB
generalmente se presenta en edades mas avanzadas, en
muchas ocasiones, esta patologia estd subdiagnosticada,
y se atribuyen los sintomas de ITU a infecciones urinarias
0 a enfermedades de transmision sexual, tales como sifilis,
gonorrea, etc.

La importancia de este estudio reside en que permite
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alertar al médico acerca de que, ante la presencia de un pa-
ciente con sintomas de ITU de manera reiterada, debe sos-
pechar la presencia de una HPB y, en caso de confirmarla,
podra instaurar un tratamiento oportuno y eficaz. Esto re-
ducird las reiteradas consultas a los centros de primer nivel
optimizando la atencidn al paciente y reduciendo las com-
plicaciones de esta patologia en un futuro.

En el estudio llamado “El creciente impacto mundial de
la hiperplasia prostatica benigna”??, se llegé a la conclusién
de que los sintomas del tracto urinario inferior atribuidos a
la HPB generan mas impacto sobre la calidad de vida de los
varones que cualquier otra enfermedad urolégica. A medida
que la poblacién envejece y los hombres gozan de una may-
oresperanza de vida, se puede prever un aumento enlainci-
denciay enlademanda de atencién médica para la ITU/HPB.
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Resumen En los ultimos afios, hubo una rapida expansién del uso de sistemas analiticos para determinar magni-
tudes bioldgicas fuera del laboratorio centralizado (POC: point-of-care). Estos equipos que proporcionan
informacién util y rapida para la toma de decisiones clinicas deberian considerarse una extensién del
laboratorio que garantizara la calidad en todas las etapas del proceso. Durante la pandemia de COVID-19,
fueron fundamentales para la deteccién y seguimiento de la infeccién. La correcta instalacion y uso de
estos sistemas es una preocupacién de organismos reguladores, reflejados en la publicacién de guias,
recomendaciones y normativas. Aunque son frecuentemente percibidos como una amenaza por los ser-
vicios del laboratorio clinico y profesionales bioquimicos, la experiencia en diversos paises demuestra lo
contrario, ya que el laboratorio clinico cuenta con los profesionales capacitados para gestionarlos, quie-
nes pueden asegurar que sean administrados con la calidad necesaria. Es importante ser conscientes de
que la implementacién de programas point-of-care y la mejora de los tiempos de respuesta contribuyen
ala mejor atencién y cuidado de los pacientes, y que los bioquimicos son los responsables del asegura-
miento de |a calidad al garantizar la seguridad del paciente.

Palabras clave: POC, POCT, point-of-care, gestién, aseguramiento de la calidad, estandares, seguridad del
paciente, marco regulatorio.

Abstract Over the last years, there has been a rapid expansion on the use of analytical systems to determine bio-
logical magnitudes outside the centralized laboratory (POC: point-of-care). These devices, which provide
useful and quick information for clinical decision-making, should be considered an extension of the labo-
ratory as they guarantee quality at all stages of the process. During the COVID-19 pandemic, they were
fundamental in the detection and monitoring of the infection. The proper installation and use of these
systems is a concern to regulatory bodies, reflected in their publication of guides, recommendations and
regulations. Frequently, they are perceived as a threat by clinical laboratory services and professional
biochemists. Nevertheless, the experience in diverse countries of the world shows the opposite; the clini-
cal laboratory has professionals trained enough to manage them and ensure their qualified administra-
tion. It is important to be aware of the fact that the implementation of point-of-care programs and the
improvement in response times contribute to better patient care and attention, being the biochemists
the ones responsible for quality assurance, guaranteeing the patients’ safety.

Key words: POC, point-of-care, management, quality assurance, standards, patient safety, regulatory
framework.
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Introduccién

En los dltimos afos, se ha observado una rapida expan-
sién de sistemas analiticos, desarrollados para determinar
magnitudes bioldgicas fuera de un laboratorio centralizado,
cuyo resultado lleva a un posible cambio en el tratamiento
del paciente!?. Esto ha acercado algunas pruebas de labo-
ratorio al paciente, denominadas comdnmente como Point-
of-Care Testing (POC o POCT), pruebas remotas de laborato-
rio, pruebas de laboratorios portatiles, Near Patient Testing
(NPT), entre otros términos. Gracias a la incorporacion de
microtecnologia en instrumentos de tamafo reducido,
ahora es posible obtener resultados en el lugar y momen-
to donde se necesitan, lo que ofrece una nueva perspectiva
sobre la funcién del laboratorio clinico. Estas tecnologias
son aplicables en diferentes ambitos, tales como hospitales
(salas de emergencia, unidades de cuidado intensivo, salas
de cirugia), consultorios médicos e incluso hogares de los
pacientes. Adem3s, estos sistemas analiticos pueden gene-
rar un posible cambio en el tratamiento del paciente, lo que
destaca su relevancia en la practica clinica actual.

Las pruebas de laboratorio en el lugar de asistencia del
paciente son una extensién de la actividad del laboratorio
y deben proporcionar informacién atil para la toma de de-
cisiones clinicas garantizando la calidad para evitar que la
seguridad del paciente se vea comprometidaZ.

En particular, el papel de POC también se destacé durante
la pandemia de Covid-19 tanto en la deteccién como en pro-
gramas de seguimiento. La IFCCllevé a cabo una conferencia
en Roma en el afio 2021 con el fin de debatir entre expertos
de la Federacién Europea de Quimica Clinica y Medicina del
Laboratorio (EFLM] y representantes de empresas de pro-
ductos de diagndstico in vitro (IVD), las distintas dimensio-
nes del POC: garantia de calidad, formacién, innovaciones
tecnolégicas, aplicaciones, mercado y sostenibilidad.

Materiales y métodos

Se realizd una revision bibliogréfica buscando citas y ar-
ticulos de relevancia sobre marco regulatorio y normativo
de POC. Los distintos organismos que regulan el trabajo en
los laboratorios clinicos han demostrado preocupacién por
la correcta implementacién de equipos POC en los estable-
cimientos de salud, lo cual se ve reflejado en la publicacion
de numerosas guias y recomendaciones especificas por
parte de distintas organizaciones y sociedades cientificas,
como, por ejemplo, la Joint Commission on the Accreditation
of Healthcare Organizations (JCAHO], Clinical and Labora-
tory Standards Institute (CLSI], College of American Patho-
logists (CAP), Standards for the Medical Laboratory, Clinical
Pathology Accreditation (UK], Clinical Laboratory Improve-
ment Amendments” (CLIA 1988). La Sociedad Espafiola de
Bioquimica Clinica y Patologia Molecular publicé en el afio
2006 la “Gufa para la Implantacién de Pruebas de Labora-
torio en el Lugar de Asistencia al Paciente”5, y las normas
ISO comenzaron a tratar este tema también como, por ejem-
plo, la IS0 15193:20137 In vitro diagnostic medical devices

- Measurement of quantities in samples of biological origin
- Requirements for content and presentation of reference
measurement procedures; IRAM-ISO 15189:2014 - Requi-
sitos particulares para la calidad y la competencia®; Norma
ISO-IRAM 22870:20162 Anélisis cerca del paciente - Requi-
sitos para la calidad y la competencia. La norma 1SO-IRAM
15189:2022 IDT Laboratorios de analisis clinicos - Requisi-
tos particulares parala calidad y la competencia es la nueva
versién e incluyé los requisitos de la norma IS0 22870 dero-
gando esta una vez que concluyera el periodo de transicién.

Vale aclarar en este punto que CLIA [que es el organis-
mo que dicta las normas federales para el licenciamiento de
laboratorios clinicos en EEUU) divide las pruebas de labo-
ratorios con base en su complejidad®. Algunos equipos POC
estan en la categoria menos reglamentada, llamada waived
testing. Tal categoria originalmente comprendia apenas 8
pruebas, después se extendié a 13 y, actualmente, a mas
de 50, a medida que las nuevas tecnologias fueron llegando
al mercado. Otras agencias estadounidenses estan habili-
tadas a inspeccionar segin la norma CLIA e incluyen otros
requisitos adicionales para POC.

En Latinoamérica, existen regulaciones y documentos
técnicos en varios paises, que hacen referencia a la imple-
mentacion y utilizacién de equipos POC; muchos de ellos, a
partir de la necesidad de utilizar test rapidos para la detec-
cién de SARS-COV-2 durante la pandemia iniciada en el afio
2020. A continuacién, se citan algunos ejemplos:

En Colombia, la resolucién 00003100 del afio 2019 del
Ministerio de Salud y Proteccién Social hace referencia a la
modalidad “extramural” de la prestacién de Servicios de Salud
y, especificamente en el punto correspondiente al Servicio de
Laboratorio Clinico, refiere que es el profesional del laborato-
rio quien debe realizar la capacitacién continua al personal
que realiza el manejo de los POC, cumplir con los criterios de
calidad (cuando aplique] y contar con los registros corres-
pondientes® (puntos 11.3.12.4/16 y 18, respectivamente).
La resolucién 00001314 del afio 2020 adopta los lineamien-
tos para la realizacién de pruebas rapidas fuera del labora-
torio clinico para el diagnéstico temprano de la infeccién por
HIV, sifilis, hepatitis B y hepatitis C y hace referencia a que es
el profesional del laboratorio clinico el responsable de la capa-
citacién de los usuarios intervinientes y del control de calidad
de estas pruebas9 y, en el afo 2021, el Ministerio de Salud,
por medio de otra resolucion, establece disposiciones para
el uso y manejo de las pruebas de laboratorio utilizadas en
los puntos de atencidn del paciente, dentro de la prestacién
integral de servicios de salud, asi como también, el asegurar
su calidad y efectividad °.

En Ecuador, la resolucién del Ministerio de Salud publica
00005 delafo 2020 establece las directrices para el control
de la fabricacién, importacién, almacenamiento, distribu-
cién, expendio y uso de pruebas rapidas/PCR, usadas para
la deteccién de SARS-COV-2 durante la emergencia sanitaria,
y autoriza la realizacién de dichas pruebas solo en estable-
cimientos de salud facultados por el Ministerio de Salud**.
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En Perd, la Directiva Sanitaria N°134 MINSA/2021-INS
estandariza los criterios de uso y aplicacién de las pruebas
rapidas para la deteccidn de antigenos del virus SARS-COV-2
para el diagndstico de COVID 19 en el pais2.

En Brasil, la Sociedad Brasilefia de Patologia Clinica/ Me-
dicina de Laboratorio publicé en el afio 2004 las “Directivas
para la gestién y garantia de la calidad de Puntos Periféricos
de obtencion y recogida de especimenes (POCT) o Test Labo-
ratorios Remotos (TLR). En dicho pais, ya existe una regula-
cién que obliga a los laboratorios clinicos a supervisar el uso
de estos dispositivos dentro de los centros hospitalarios.

La Comisién de Puntos Periféricos de Obtencidn y Recogi-
da de Especimenes (PPORE] propone un modelo de organi-
zacién y de responsabilidades. La direccién de la organiza-
cién a la que el laboratorio clinico estd vinculado responde,
en Ultima instancia, por la calidad del programa de PPORE
que se implemente. Esta comisién recomienda, no obstan-
te, que la direccion general de la institucién delegue formal-
mente al responsable técnico del laboratorio clinico la res-
ponsabilidad de la gestién del programa de PPORE, desde la
definicién de su objetivo hasta suimplementacién, conside-
rando los aspectos de necesidad médica, implicaciones fi-
nancieras, viabilidad técnica y capacidad de la organizacién
de cumplir con los requisitos. Propone también un modelo
organizacional, describiendo puestos y funciones de los in-
tegrantes del grupo de trabajo®3.

Brasil también participa del IMDRF IVD Working Group
(International Medical Device Regulator Forum] a través de
la Brazilian Health Regulatory Agency (Anvisa). En este do-
cumento, entre otros tdpicos, se clasifican los test in vitro
proponiendo niveles de requerimientos regulatorios incre-
mentales segln el riesgo™*.

En Chile, existe un documento técnico desde el aio 2014
del Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de
Referencia, Instituto de Salud Publica de Chile, con las re-
comendaciones para el uso de pruebas de laboratorio en el
lugar de asistencia del paciente (POCT)°.

En Argentina, existen varios documentos del Ministerio
de Salud referidos a la implementacién de Test rapidos, ta-
les como el Modelo Estdndar de Manual de Procedimientos
y Calidad para la Implementacion de Test Rdpidos de VIH,
Ministerio de salud, Presidencia de la Nacién Afio 20176 y el
“Consenso sobre el Uso de Pruebas Diagndsticas para SARS-
COV-2 del afo 20207,

Resultados
1. Justificacién para el uso de los POC
Para poder decidir sobre el uso de los POC en el lugar de
asistencia al paciente, es recomendable realizar un estudio
de costo/beneficio en el que se deberian considerar al me-
nos los siguientes aspectos:
* Tiempo de respuesta global del laboratorio y tiempo de res-
puesta requerido
* Necesidad de tomar decisiones clinicas basadas en la rapi-
dez de entrega de resultados

* Necesidad de desplazamiento del paciente/médico u otro
profesional de la salud
* Necesidades organizativas de la institucién

Ventajas

¢ Menor volumen de muestra

¢ Uso de muestras no centrifugadas

* Menor tiempo de transporte de muestras

* Reduccién de los tiempos administrativos asociados con la
solicitud y reporte de resultados

* Rapidez del resultado, lo que reduce el tiempo necesario
paralatoma de decisiones

* Intervencidn terapéutica mas rapida

* Reconocimiento precoz de las situaciones criticas

* Estratificacién rapida de los pacientes en las dreas de aten-
cion de urgencia.

¢ Desventajas

¢ Inadecuada o nulaidentificacién del paciente

¢ Deficiente aseguramiento de la calidad de los resultados

* Posibilidad de inexactitud de las mediciones, lo que origina
posibles diferencias en relacién con los resultados propor-
cionados por el laboratorio central

¢ Mayor nimero de personal capacitado con menor nivel de
especializacién

* Elevada rotacién del personal capacitado de las unida-
des donde estd instalado el POC (con foco clinico y no de
laboratorio)

* Sobreutilizacién o uso inapropiado

* Pocaadherencia alas normas o reglamentacion vigente

* (Capacidad limitada de almacenamiento de los resultados
de los POC o falta de registros en la ficha clinica del paciente

¢ Conectividad limitada de los POC al sistema informatico del
laboratorio

* Costo de la determinacién, que puede llegar a ser superior al
valor de la determinacién del laboratorio central.

2. Organizacion en la implementacion de POC: creacidn de
grupo de trabajo, comité, o comisién de POC

Los profesionales del laboratorio [bioquimicos, en nuestro
pais] debeninvolucrarse en laimplementacion de los equipos
POC liderando el proceso global de los mismos y ofreciendo el
apoyo necesario para su correcto desarrollo, desde la defini-
cion de los objetivos hasta su implementacién.

En su primera version, la IS0 22870:2016 (Point-of-care
testing (POCT) — Requirements for quality and competen-
ce. Examens de biologie médicale délocalisée (EBMD) —
Exigences concernant la qualité et la compe’tence], en el
punto 4.1.2.1, menciona que debe existir un grupo o comité
de profesionales de la salud que tendrd la responsabilidad
de definir el alcance de los POCT que se pondran a disposi-
cién de los usuarios. El grupo de trabajo interdisciplinario
debe asegurarse de que las responsabilidades y autorida-
des estén definidas y sean correctamente comunicadas
dentro de la organizacion (punto 4.1.2.3) y debera asistir
en la evaluacién (veracidad, precisién, limites de deteccién,
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limites de uso y las interferencias) (punto 4.1.2.4). Tam-
bién se debe considerar la factibilidad.

La gestion efectiva de programas POC requiere, enton-
ces, de la coordinacién de un grupo de trabajo o comité
interdisciplinario. Este comité debe ser liderado por la di-
reccién del laboratorio clinico o por un profesional de labora-
torio debidamente designado, quien tendra la responsabili-
dad de garantizar la implementacidn y ejecucién adecuada
de estos programas.

Es recomendable conformar un comité multidisciplina-
rio que convoque a representantes del drea administrativa
(por ejemplo, de Adquisiciones, mantencidn y equipos mé-
dicos), asi como también a profesionales del area médica,
incluyendo médicos y enfermeros. La participacién de pro-
fesionales del laboratorio es esencial, ya que aportaran su
experiencia y conocimientos técnicos para la seleccién y
evaluacion de los sistemas analiticos POC.

Este grupo de trabajo debe trabajar de manera coordi-
nada y colaborativa para garantizar la evaluacién integral
y multidisciplinaria de los sistemas POC, con el objetivo de
seleccionar el equipo mas adecuado para las necesidades
especificas de la institucion. La conformacién adecuada de
este comité es crucial para el éxito de los programas POC y
para mejorar la atencion clinica a los pacientes.

La nueva versién de la Norma ISO IRAM 15189:2022°
incorpora en su punto 6.7.2 los acuerdos con operadores
de POC. Estos acuerdos son efectuados entre el laboratorio
(prestador de los servicios) y las unidades que utilizan ana-
lisis POC, y su objetivo es el de asegurar que se especifican
y comunican las responsabilidades y autoridades respecti-
vas. Aclara que se pueden utilizar comités multidisciplina-
rios de POC para gestionar tales acuerdos de servicio. De lo
mencionado anteriormente, se desprenden las funciones y
responsabilidades del comité de POC820, Estas son:

* Determinar costo/efectividad del POC a implementar

* Seleccionary evaluar a los proveedores, equipos y reactivos

e Evaluar e implementar las metodologias diagndsticas

* Definir el perfil del operador

* Definirlas competencias del operador

¢ Evaluareinformarlosresultados del control de calidad inter-
no (CCl) y control de calidad externo (CCE)

¢ Implementar un programa de mantenimiento preventivo y
correctivo de los equipos

* Llevar registro de cada evento, que incluya dafos, mal fun-
cionamiento, modificacién o reparacién del equipo

* Mantener los registros asociados a los datos del paciente y
resultados obtenidos

e Cumplir con los procedimientos de trabajo establecidos

* Establecer los intervalos de medicién de las pruebas del
equipo POC y sus limitaciones

* Establecer los intervalos de referencia y valores criticos

* Establecer procedimientos a seguir frente a resultados criticos

¢ Cumplir con las normas de bioseguridad establecidas por la
institucion

* Establecer canales de comunicacién con los usuarios de los

equipos

* Autorizar y establecer requisitos que debe cumplir el perso-
nal que puede operar los equipos

* Disefar un programa de capacitacion para los usuarios de
estos dispositivos

¢ Evaluaryentregar formacién continua a los usuarios de los POC

* Asegurar la calidad del proceso en su totalidad

* Coordinar la logistica de productos

* Establecer la trazabilidad del examen realizado hasta el in-
forme de resultados, entre las distintas unidades y el labo-
ratorio clinico.
Del mismo modo, se recomienda asignar funciones y res-

ponsabilidades a los usuarios de los equipos, tales como:

* Comprender los principios y limitaciones de las metodologias

* Realizary documentar los resultados de las pruebas, segin
corresponda

* Realizar y registrar los resultados del control de calidad in-
terno y externo segun los procedimientos implementados
por el responsable del laboratorio

* Mantener actualizados los conocimientos necesarios para
el correcto desarrollo de las pruebas

¢ Velar por el cumplimiento de los procedimientos estableci-
dos para la resolucién de problemas y notificacién al perso-
nal responsable.

3. Entrenamiento del personal

Es recomendable que el entrenamiento sea impartido
por el proveedor de los equipos en forma conjunta con el
personal del laboratorio central entrenado y previamente
capacitado en los siguientes tépicos:

* Preparacién ytoma de muestras (incluye la correcta identi-
ficacion del paciente]

* Procesamiento y manejo de muestras

* Procesamiento y manejo del material control

* Conocimiento de las limitaciones del método e interferencias

¢ Emisién de informe y almacenamiento de resultados

* Ejecucion del mantenimiento preventivo de los equipos

* |dentificacion, solucién y registro de incidencias segun las
normas establecidas

* Conocimiento aplicable al manejo de los POC

¢ Normas de bioseguridad

¢ Conservacién y utilizacién de reactivos e insumos.

Es necesario que exista documentacién acerca de |a for-
macién impartida que permita asegurar la competencia de
cada operador, asi como un listado del personal formado y
autorizado para poder operar los equipos de prueba en el lu-
gar de asistencia al paciente.

Como ejemplo de iniciativas encaminadas a garantizar
la calidad y seguridad de los pacientes en el contexto de
los sistemas analiticos POC, se puede mencionar el caso
de la AAC (Academia de la Asociacién Estadounidense de
Quimica Clinica). Dicha institucion, ante el creciente auge y
expansion de los POC y la consecuente necesidad de con-
tar con profesionales debidamente capacitados para su
gestion, considerd necesario desarrollar estrategias para
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crear una certificacién profesional en POC a través de su
divisién de POC. Como parte de esta iniciativa, se lanzé un
programa de certificacion de especialista en el punto de
atencion compuesto por un curso en linea de ocho mdédu-
los que abarcaban los temas necesarios para asegurar la
calidad y seguridad del paciente en todo el proceso. Estos
mddulos incluyen, entre otros, regulacién, manejo de la
calidad, politicas y procedimientos, seleccién y validacién
de equipamiento, conectividad y tecnologia de la informa-
cién, educacién y entrenamiento, asi como administracién
y comunicacién®!-?2, Con estas medidas, se busca fomentar
una cultura de calidad y seguridad en el ambito de los siste-
mas POC y asegurar que los profesionales involucrados en
su gestién cuenten con las competencias necesarias para
ofrecer una atencién adecuada a los pacientes.

4. Garantia de calidad
4.1. Criterios generales

La organizacién deberia asegurar que la implementa-
cién de los POC no introduce o aumenta el margen de error
diagnéstico. Es fundamental que la utilizacién de POC esté
conforme con las buenas practicas del laboratorio clinico
y las normas de acreditacién, cuando corresponda, lo que
incluye: responsabilidad técnica, garantia de la calidad, re-
glamentaciones técnicas, programa de entrenamiento y de-
mostracién de competencia del recurso humano, registro de
actividades, trazabilidad de los procesos, manejo de dese-
chos, bioseguridad y, si es posible, conectividad al sistema
informatico del laboratorio y del establecimiento.

La garantia de calidad de los sistemas de POC debe ser
abordada de manera especifica, y, ademas del control de va-
riables tradicionales, se requiere un conocimiento exacto de
los elementos técnicos y operativos que pueden influir en el
proceso analitico. Esto es necesario para evitar la utilizacién
inapropiada o incorrecta de un instrumento, lo que podria
conducir a resultados erréneos y, por lo tanto, a decisiones
diagnésticas o terapéuticas negativas para el paciente.

Sienunainstitucion se van a utilizar los resultados de POC
y los resultados del laboratorio central para el mismo analito,
es esencial que los médicos estén conscientes de las posi-
bles diferencias clinicamente significativas entre estos re-
sultados®. Esto ha sido demostrado por otros estudios®>2®
resaltando la importancia de las comparaciones regulares
entre los POC y los instrumentos de laboratorio central.

Para asegurar que los resultados de los POC sean de
alta calidad en entornos hospitalarios o asistenciales, es
necesario tener en cuenta la gestién y supervisién por
parte del personal del laboratorio. Esto se puede lograr
mediante el uso de programas de control de calidad y ges-
tién de POC. A medida que las pruebas de diagnéstico en
el punto de atencion (POC) se expanden mas alld de los
entornos hospitalarios y regulados, serd fundamental que
sigan siendo sometidas a controles de calidad llevados a
cabo por profesionales bioquimicos para garantizar una
calidad adecuada.

4.2. Documentacion de los procedimientos
La comision, ademas, puede participar en asegurar que,

para cada prueba y/o método, se disponga de procedimien-

tos documentados de al menos los siguientes procesos:

a) Procesos preanaliticos

* Preparacién del paciente

¢ Tipode muestrayvolumen

¢ |dentificacién de la muestra

¢ Toma de muestray preservacién de los materiales bioldgicos

¢ Criterios de rechazo de muestras

¢ Conservaci6n de reactivos o insumos necesarios para la de-
terminacion (ej.: tiras, cartuchos, etc.).

b) Procesos analiticos

* Manejo del equipo

* Instrucciones paso a paso para el analisis de las muestras

¢ Procedimientos de conservacién y utilizacién de reactivos o
insumos

* Preparacién del equipo o insumos previos al andlisis de
acuerdo con las especificaciones del fabricante

* Procedimientos y materiales para el control de calidad interno

¢ Documentacién de la validacién/verificacién del sistema
analitico

¢ Determinacién de la correlacién entre cada sistema analiti-
co POCT con la metodologia del laboratorio central para ga-
rantizar la comparacién de los resultados

* Limitaciones del método

* Intervalos de referencia.

c) Proceso posanaliticos

¢ Informe de resultados y almacenamiento de registros

* Procedimiento para manejo de resultados criticos

* Verificacién de los resultados provisionales por profesional
habilitado

¢ Conectividad al sistema informatico institucional. Siempre
que sea posible y dependiendo del equipo POC, se deben pri-
vilegiar los elementos de seguridad de la informacién, como
lectora de cédigo de barras del paciente y operador autori-
zado, asi como la transmisién de los resultados al sistema
informatico del laboratorio.

d) Proceso de seguridad/bioseguridad

* Manejo de residuos

¢ Condiciones para el almacenamiento de reactivos

Registro de incidencias.

5. Control de calidad (CC)

El comité debe, ademas, velar por el cumplimiento de un
programa de control de calidad que considere los siguientes
aspectos:

a) Control de calidad interno:

¢ Todas las técnicas 0o métodos analiticos realizados en los
POC deben estar sometidos a un programa de control de ca-
lidad interno (CCl).

* EI CCl debe ser realizado por profesionales del laboratorio
clinico asignado para dicha actividad de acuerdo con sus
procedimientos.

e Sedebe llevar unregistro de los resultados del CCl, asi como
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su respectivo analisis.

* Deben estar documentadas las acciones que se deben rea-
lizar cuando se obtenga un resultado fuera de control seguin
procedimiento establecido.

* Eltipode CCly la frecuencia seran definidas por el laborato-
rio de acuerdo con la complejidad del POC y propésito mé-
dico del dispositivo, asi como de las instrucciones del fabri-
cante y la frecuencia de uso.

b] Control de calidad externo:

* Los POC, siempre que sea posible, deberan estar sometidos
a un programa de evaluacién externa de la calidad (EEC] o
un programa formal de comparacidn interlaboratorio (Peer
group). En caso de que no se encuentre disponible un pro-
grama, una alternativa es desarrollar algin mecanismo que
proporcione evidencia objetiva de que los resultados son
aceptables. Esta comparacién se debe realizar a intervalos
definidos y con criterios de aceptacién establecidos.

* Esposible, también, establecer criterios de aceptabilidad de
nuevos lotes de reactivos o cartuchos o tiras reactivas para
asegurar que los intervalos de referencia y los intervalos del
CC cumplan con lo establecido.

* Los resultados del CC deben ser almacenados debidamente
para poder demostrar el correcto desarrollo del proceso, con
evidencia de la revision periédica de los resultados del CC por
parte del personal del laboratorio responsable de los POC.

6. Verificacion de la calibracion

El comité debe definir los criterios para |a verificacion de la
calibracién de los POC. Entre los criterios para su realizacién
se pueden considerar:

* Cambio en el lote del reactivo, a no ser que el usuario pueda
demostrar que el uso de diferentes lotes no afecta la exac-
titud de los resultados del paciente y el rango usado para
informar

¢ Cuando los datos del Control de Calidad lo indiquen

* Después de un servicio de mantenimiento correctivo o0 im-
portante

* De acuerdo con lo recomendado por el fabricante.

7. Mantenimiento de equipos/ instrumentos

El comité deberd establecer un programa de manteni-
miento preventivo de todos los instrumentos POC en uso de
acuerdo con las especificaciones del fabricante. En los pro-
cedimientos de trabajo debe quedar establecido que no se
permite el andlisis de muestras hasta que se hayarealizado
el mantenimiento de los equipos. Se debe asignar al menos
una persona en cada unidad o servicio, que se responsabi-
lice del mantenimiento respecto del usuario y su registro,
una vez entrenada para ello y demostrada su capacitacion.

Los mantenimientos correctivos deben quedar registra-
dos, y es el laboratorio el responsable de centralizar esta
informacién para hacer seguimiento del funcionamiento.

Las normas menos complejas, como son las de la CLIA
y las de la Comission on Office Laboratory Acreditation
(COLA), para las pruebas tipo waived, requieren solo que el

proveedor de las pruebas (sea o no un laboratorio clinico)
se registre junto a la Health Care Financing Administration
(actual Centers for Mediacare & Medicaid Services) y com-
pruebe conformidad con las instrucciones del fabricante. La
Joint Comission on Acreditation of Healthcare Organizations
(JCAHO) requiere que las pruebas waived pasen por una
evaluacién de la calidad realizada a diario y que haya accidn
correctiva documentada en caso de falla, que haya trazabi-
lidad de un resultado relativo a un equipo y evaluacién de la
calidad especificos, y que haya capacitacién formal de todos
los operadores. El College of American Pathologists (CAP en
EE. UU. y SPBC/ML en Brasil] sigue los lineamientos de CLIA.
CAP trata la mayoria de los POC, clasificados como waived
por la CLIA, como de alta complejidad. Para estos examenes,
CAP requiere control de calidad en dos niveles por corrida
analitica, verificacion de los pardmetros de desempefio
analitico (exactitud, precisién, rango de trabajo, sensibili-
dad, especificidad, linealidad, verificacién de calibracién y
del rango de referencia), ademas de la documentacion de la
competencia personal y de los resultados de examen y de la
evaluacidén de la calidad diarios. También, CAP exige pruebas
de aptitud para todas las muestras de analisis. Algunos POC
se clasifican como de moderada complejidad. En general,
los requisitos para esos examenes son: la existencia de ma-
nuales de procedimientos en los locales de uso, calibracién
o verificacién de la calibracién cada seis meses, procesar
por lo menos dos niveles diarios de evaluacion de calidad, y
tener registro documentado de la capacitacién del personal.

A medida que evoluciona la tecnologia, podrian ser nece-
sarios nuevos procedimientos para la garantia de |a calidad,
considerando la continua actualizacién de los requisitos de
acreditacion.

8. Bioseguridad

Todos los procedimientos de manejo de muestras, reac-
tivos e insumos para POC, en cuanto a seguridad/bioseguri-
dad, deben realizarse de acuerdo con la normativa vigente
y bajo la reglamentacion desarrollada por cada institucién
seguln su nivel de complejidad.

Durante la obtencién de muestras y carga de las mismas
en las tiras reactivas, cartuchos o dispositivos se deben
aplicar las precauciones estandar y capacitar previamente
al personal que va a operar el equipo en el uso adecuado de
los elementos de proteccion personal (EPP). Las tiras reac-
tivas, cartuchos o elementos que contienen muestras biol6-
gicas deben ser tratados como material contaminado.

9. Informe de resultados

Es crucial que los resultados de las pruebas de diagnésti-
coen el punto de atencién (POC), junto con cualquier otra in-
formacidn clinica relacionada con la atencién del paciente,
sean tratados de forma confidencial y estén sujetos a medi-
das de seguridad adecuadas para evitar la pérdida de datos.

Al'usuario del equipo POC le corresponde validar la infor-
macién entregada por el equipo verificando los resultados
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obtenidos del examen realizado y los datos del paciente, asi
como también le corresponde llevar el respectivo registro
de los resultados en un sistema disefiado por la institucion
para ello.

Algunos equipos POC disponen de sistemas de conexién
inaldmbrica y lector de cddigo de barras por lo que es fac-
tible la identificacion del paciente (por ejemplo, a partir de
lalectura de la pulsera identificatoria), asi como la transmi-
sion de resultados, una vez efectuado el examen, directa-
mente al sistema informatico institucional. Estos sistemas
sin duda pueden asegurar de mejor manera la trazabilidad y
la seguridad en la informacién.

En caso de que la institucién disponga de transmisién
electrdnica, se debe garantizar el acceso restringido y per-
sonalizado mediante claves de usuarios, contrasefias y po-
sible encriptacién de los datos.

Los informes de resultados de los exdmenes obtenidos,
realizados en equipos POC tendran que estar disponibles y
recuperables como cualquier informe de laboratorio, cum-
pliendo con los plazos legales y reglamentarios de conser-
vacion de resultados. Las normas ISO recomiendan, ade-
mas, que se registre laidentidad de la persona que realiza la
prueba y que el registro permita distinguir entre los resulta-
dos POC y los del laboratorio central o sus satélites.

Discusién

La evaluacién y la gestién competente de los programas
de pruebas en el punto de atencién (POC) representan un
desafio que se traduce como una oportunidad de desarrollo
de un nuevo campo fuera de las puertas del laboratorio para
los bioquimicos y otros profesionales del laboratorio clinico.
Hasta el momento, los POC han sido vistos como una amena-
za, una forma de prescindir o de reemplazar los servicios del
laboratorio y la actividad bioquimica. La experiencia que se ha
acumulado en numerosos paises muestra todo lo contrario:
es el laboratorio clinico el que deberia incluso poder ofrecer
el POC, gestionarlo y controlarlo. La evidencia demuestra
claramente que los programas POC tienen mejor desempefio
cuando el laboratorio participa de su gestion. Los procesos y
flujos involucrados son muy semejantes a los del laboratorio
centralizado, que ya tiene los conocimientos necesarios para
que los programas POC se desarrollen con calidad.

Amedida que el POC se traslada fuera de las instituciones
de salud (por ejemplo, a través de la telemedicina, farma-
cias y hogares), es esencial que se pueda gestionar la cali-
dad de estas pruebas en estos nuevos dmbitos?2,

La mejor herramienta de la calidad es la capacitacion, sin
embargo, en una encuesta nacional de instituciones de sa-
lud publica en Estados Unidos, publicada por Kost et al.?8,,
referida a la existencia de curricula en POC en salud publi-
ca, se evidenci6 la ausencia de formacidn, de capacitacién
practica y de cursos acreditados en esta materia en EE.UU.
Ademas, los requisitos de certificacion de salud puiblica y
los libros de texto generalmente no incluyen capacitacion
referida al POC%"28,

Es necesaria la toma de conciencia acerca de que la me-
jora en el diagndstico de emergencia mejora la salud publi-
ca, que el POC existe, que es incumbencia del laboratorio,
que debe existir un nuevo rol, el de coordinador de POC {una
nueva subespecialidad en este campo], que tenga la res-
ponsabilidad de aplicar estrategias para resolver problemas
emergentes®®?0, Para la Joint Commission International
(Accreditation Standards for Laboratories), una persona
calificada es responsable de la vigilancia y supervisién de
las pruebas en el punto de atencién®. En Argentina, es, sin
dudas, el bioquimico “la persona calificada por sus compe-
tencias e incumbencias para ejecutar este rol”.
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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.
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Para asociarse, debe hacernos llegar esta solicitud completa en letra clara de imprenta y sin omitir ningln 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.



