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En 2024, ganaron el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina por
su descubrimiento de los microARN revolucionando nuestra
comprension de la biologfa celular, abriendo nuevas vias

para investigar enfermedades como el cancer y los
trastornos genéticos. Debido a su capacidad para

regular una amplia gama de genes, los microARN

se han convertido en un drea de interés significativo

en lainvestigacion biomédica.
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Residencias bioquimicas: herramienta fundamental de la formacién profesional.
Biochemical residencies: a fundamental tool for professional training.
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En 2024, Victor Ambros y Gary Ruvkun ganaron el Premio
Nobel de Fisiologia o Medicina por su descubrimiento de los
microARN y su papel en |a regulacién genética.

Victor Ambros nacié en 1953. Se doctord en el Instituto
Tecnolégico de Massachusetts (MIT), fue Investigador Prin-
cipal en la Universidad de Harvard y ahora es catedratico en
la Facultad de Medicina de la Universidad de Massachusetts.

Gary Ruvkun nacié en 1952. Se doctoré en la Universidad
de Harvard y actualmente es catedratico de Genética en la
Facultad de Medicina de esa universidad.

En trabajos pioneros, se descubrié que la informacién ge-
nética pasa del ADN al ARN mensajero (ARNm) mediante un
proceso denominado transcripcién y, de ahi, a la maquinaria
celular de produccién de proteinas.

Enla década de 1960, se demostrd que unas proteinas es-
pecializadas, conocidas como factores de transcripcién, pue-
den unirse a regiones especificas del ADN y controlar el flujo
de informacién genética determinando qué ARNm se produce.

Durante mucho tiempo, se creyd que se habian resuelto
los principios fundamentales de la regulacién génica. Sin em-
bargo, Ambros y Ruvkun publicaron en 1993 dos articulos en
la revista Cell que describieron un nuevo nivel de regulacién
génica, que, tal como se demostrd posteriormente, resulté
ser muy significativo y conservado a lo largo de la evolucién.

Ambros y Ruvkun estudiaron un gusano de 1 milimetro de
longitud, C. elegans, que posee muchos tipos celulares espe-
cializados como células nerviosas y musculares, que tam-
bién se encuentran en animales mas grandes y complejos, lo
que lo convierte en un modelo Util para investigar cémo se de-
sarrollan y maduran los tejidos en organismos pluricelulares.

Ambos cientificos se interesaron por los genes que con-
trolan el momento de activacién de los distintos programas
genéticos garantizando que los diversos tipos celulares se
desarrollen en el momento adecuado.

Ambos investigadores estaban indagando cémo es el de-
sarrollo del gusano C. elegans hasta llegar a un estadio de
adulto pasando por varios estadios larvales previamente. En
estos estudios, identificaron mutaciones que afectaban a

TAPA

Victor Ambros y Gary Ruvkun Premio Nobel de Fisiologia
0 Medicina 2024 por su descubrimiento de los microARN

genes que tenfan comprometido justamente el pasaje de un
estadio larval a otro. Y lo que descubrieron es que el gen lin-4
producia una molécula de ARN inusualmente corta que care-
cia de cddigo para la produccidn de proteinas. Habian descu-
bierto el microARN y lo que hacia en este caso: desactivar la
expresion del gen lin-14. De la informacién del gen lin-14, se
generaba un ARN mensajero para traducirse en proteina en el
citoplasma de la célula, pero, antes, el microARN se pegaba a
ese ARN mensajero del gen lin14 e impedia la produccién de
la proteina, es decir, inhibia la expresion de ese gen.

De este modo, los galardonados con el Nobel de Medicina
2024 habfan descubierto un nuevo principio de regulacién gé-
nica mediado por un tipo de ARN desconocido hasta entonces:
el microARN. Este hallazgo ocurrié a principios de los 90 y fue
publicado en revistas de alto impacto, pero se pens6 que era
una excentricidad evolutiva del gusano, y entonces no pasé
amayores. El cambio se dio cuando, afios mas tarde, Ruvkun
identificé otro de estos microARN y encontrd que no solamen-
te estaba en el gusano C. elegans, sino que también estaba
conservado en los mamiferos, incluyéndonos a los humanos.
Hoy se sabe que hay mas de mil genes de microARN diferen-
tes en los seres humanos y que la regulacién génica por mi-
croARN es universal entre los organismos pluricelulares.

También se identificaron microARN en el reino vegetal.
“El control del tamafio de la planta, la biomasa, el tamaiio de
las hojas, el tamarfio de las semillas esta controlado por mi-
croARN. También controlan las células madre de las plantas y
como se establecen los distintos programas para dar lugar a
las distintas células vegetales. Su estudio es clave en proyec-
tos de investigacién dirigidos a aumentar el rendimiento de la
produccién del campo.”

El descubrimiento de los microARN hecho por Victor Am-
bros y Gary Ruvkun ha revolucionado nuestra comprension
de la biologia celular y ha abierto nuevas vias para investigar
enfermedades como el cancer y los trastornos genéticos. De-
bido a su capacidad para regular una amplia gama de genes,
los microARN se han convertido en un area de interés signifi-
cativo en la investigacién biomédica.
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REGLAMENTO DE PUBLICACIONES

Instrucciones para los autores

Los trabajos enviados a la Revista ByPC deben ser origi-
nales y no deben haber sido publicados o estar postulados
simultdneamente en otras revistas u drgano de difusion
cientifica nacional o extranjero, tanto en forma impresa
como electrénica.
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presentacion, edicién y publicacién de trabajos académicos
en revistas médicas (ICMJE, segun su sigla en inglés) 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 realizara 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 publicacion.

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; discusién; 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
lapublicacién delarticulo. Debe contener el titulo del trabajo,
categoria ala cual pertenece (veritem 3], nombre y apellido
de todos los autores, nimero de ORCID, direccién, teléfonos
y direccion de e-mail del autor de contacto, una direccién de
e-mail alternativa, una frase con valor de declaracion jurada
en la que se manifieste que el articulo cumple con todos los
requisitos de publicacion en ByPC, y que la dltima version del
manuscrito ha sido leida y aprobada por todos los autores.

3. Secciones de larevista
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Comentarios 1300 - 10
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expertos en el campo, la disciplina o |a especialidad en cuestién. Sin em-
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4. Preparacion de los manuscritos
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(Ej.: Pérez y col).
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y coma, y los datos del siguiente autor. A continuacién del
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c) Cada lugar de trabajo con el niumero asignado al autor corres-
pondiente. No se deben emplear abreviaturas. Debe constar
primero el nombre del servicio o laboratorio, luego el correspon-
diente al departamento y por ultimo el de la institucién, todo se-
parado por comas y seguido de punto. A continuacion, se debe
incluir el nombre de la ciudad, la provincia y el pais, también se-
parados por comas y con punto final (Ej.: Laboratorio de Lipidos
yAterosclerosis, 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) El resumen en castellano de no mas de 250 palabras. Debe
estar estructurado de la siguiente manera: introduccion, objeti-
vos, materiales y métodos, resultados y conclusiones. Se deben
incluir dichos subtitulos de manera explicita. El resumen debe es-
tablecer los propésitos del estudio o investigacion, procedimien-
tos basicos (seleccion de los sujetos de estudio o animales de
laboratorio; métodos de observacion y analiticos), los hallazgos
principales y las conclusiones mas relevantes. Deberia enfatizar-
se en los aspectos nuevos e importantes del estudio u observa-
ciones. Se recomienda incluir los valores correspondientes a los
hallazgos mas relevantes acompanados de la forma de expresion
de los mismos (Ej.: Media + D.E.] y el tratamiento estadistico, si
correspondiese. En el resumen no se deben utilizar abreviaturas.
b) Palabras clave. Los autores deben colocar, e identificar como ta-
les, tres adiez palabras clave ofrases cortas que serviran paralain-
dizacién cruzada del articuloy 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 secci6n
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 propésito 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 debera describirse cualquier analisis de subgru-
pos predefinido. Se deben incluir sélo las referencias que sean
estrictamente pertinentes y no afadir 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 éticay obtencion de consentimiento informado). ByPC adhie-
re alas 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 seccidn de “Andlisis de datos” en la cual se describan
las formas de expresion 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 seccidn 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 sélo 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 aleatorizacion), “normal,” “significativo,”
“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-


https://publicationethics.org/
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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 aparezcaen
la Introduccién o en el apartado Resultados.

En el caso de estudios experimentales, es (til empezar la discu-
sién 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, evitan-
do hacer afirmaciones rotundas y sacar conclusiones que no es-
tén debidamente respaldadas por los datos. En particular, evitar
afirmaciones sobre los costes y beneficios econdmicos a menos
que el manuscrito incluya datos econémicos con sus correspon-
dientes analisis. Evitar afirmaciones o alusiones a aspectos de la
investigacion 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 o mas declaraciones deben especificar:
a) Las contribuciones que necesitan agradecerse pero que no
justifican una autoria, tales como apoyo general por una jefatura
de departamento; b) Agradecimientos al apoyo técnico; c) Agra-
decimiento al apoyo financiero y material, que debe especificar
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-
criptas - por ejemplo, “asesor cientifico”, “revision critica de los
propdsitos del estudio”, “recoleccion de informacién” o “participa-
cién en el ensayo clinico”; tales personas deben haber dado sus
permisos para ser mencionadas. Los autores son responsables
de obtener los permisos escritos de las personas a quienes 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 expresadas por

otros autores quesirvende apoyoalinvestigador, se contraponen

alo que él dice o aportan mayor informacién sobre un tema de-

terminado. Las citas son un tipo de textoincrustado en otro texto.

Las citas en estilo Vancouver por lo general utilizan un sistema

de secuencia numérica. Son numeradas consecutivamente enel

orden de aparicién en el texto. Se identifican con nimeros arabi-

gos 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].

« C(ita 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 redaccién

» 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
Segun 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 proporcione
informacién esencial no disponible de una fuente publica, en
cuyo caso el nombre de la persona y la fecha de la comunicacién
deben ser citados entre paréntesis en el texto. Para los articulos
cientificos, los autores deben obtener permiso por escrito y con-
firmacién de exactitud de la fuente de la comunicacién 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 ANS| adaptado por la NLM
para su base de datos.

a) Articulos de revistas

Siuna revista lleva paginacién continua a través de un vo-
lumen (como muchas revistas médicas lo hacen), el mes

y el ndmero 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.

M3s de seis autores:

Parkin DM, Clayton D, Black RJ, Masuyer E, Friedl HP, lvanov E,
et al. Childhood leukaemia in Europe after Chernobyl: 5 year
follow-up. BrjCancer 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 reac-
tions 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 arthro-
desis in theumatoid arthritis. Clin Orthop 1995; (320): 110-4.
Sin nimero, 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 BI. 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 hantavi-
rus 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.

* Eleditor(es), compilador(es]) como autor:

Norman |J, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly
people. New York; Churchill Linvingstone; 1996.

* Una organizacién como autor y editor:

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

* Uncapitulo 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 1518;
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 bi-
lled during skilled nursing facility stays. Final report Dallas (TX):
Dept. of Health and Human Services (US), Oficce of Evaluation
and Inspections; 1994 Oct. Report N° HHSIGOEI63200860.

» Emitido por la agencia ejecutante:

Field MJ, Tranquada RE, FeasleyJC, editors. Health services
research: work force and educational issues. Washington:
National Academy Press; 1995. Contract N'AHCPR282942008.



Sponsored by the Agency for Health Care Policy and Research.
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. 1st Sess (1995).
Codigo 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 electrdnico
* Articulo de unarevista 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.
» Monograffa en formato electrénico:
CDI, 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
delasfiguras, cadaunaen pagina separada. Deberan estar numera-
das secuencialmente con nUmeros romanos, contener un titulo an-
tes delatablayaclaraciones al pie, si fuese necesario. Al pie de cada
tabla debe figurar la aclaracién de las abreviaturas empleadas, asf
como toda la informacidn relacionada con la forma de expresion de
los resultados y el tratamiento estadistico que los autores conside-
ren necesaria. Las tablas deben ser comprensibles por si mismas.
Para la elaboracién de las tablas, se recomienda utilizar el procesa-
dor de texto Word y seleccionar el Estilo de Tabla “Tabla basica 1”.

7. Figuras

Todas las figuras deben agruparse a continuacién de las tablas,
cada una en pagina separada. Deberan estar numeradas secuen-
cialmente con ndmeros arabigos. Las fotografias y las figuras po-
drantener colores, aunque, en el caso de las figuras, el fondo debe
ser blanco. El titulo de las figuras no debe incluirse junto a las mis-
mas sino en la seccién “Leyendas de Figuras”. En dicha leyenda,
debe incluirse el titulo de la figura, la aclaracién de las abreviatu-
ras empleadas y toda la informacién relacionada con la forma de
expresion de los resultados y el tratamiento estadistico que los
autores consideren necesaria. En caso de figuras, fotografias o ta-
blas tomadas de otra publicacidn, se debe citar la fuente y ademas
enviar el permiso escrito otorgado 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).

El estadistico “p” debe ser escrito en mindscula.

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

* Unidades: se deben emplear las unidades utilizadas mas fre-
cuentemente en nuestro medio para cada analito (Ej. glucosa,
urea, acido Urico, lipidos, lipoproteinas, apoproteinas en mg/dL).

» Todas las abreviaturas o siglas deben ser aclaradas en el
cuerpo del texto del manuscrito la primera vez que aparecen,
ubicandolas entre paréntesis, a pesar de que se trate de abre-
viaturas ampliamente conocidas, por ej. hemoglobina (Hb].
Cuando el manuscrito sea redactado en idioma espanol, se
prefiere el uso de abreviaturas y siglas en idioma espanol. En
el caso de que se usen en idioma inglés porque son amplia-
mente conocidas o usadas en esa disciplina, deberia acla-
rarse el término completo en inglés, al menos la primera vez
que aparecen en el texto por ejemplo VDRL Venereal Disease
Research Laboratory en inglés]. Es conveniente emplear s6lo
siglas convencionalmente aceptadas, por ej. inmunofluores-
cencia indirecta (IF1), liquido cefalorraquideo (LCR) y abrevia-
turas estandar reconocidas por la Real Academia Espafiola,
por ej. nmero (ntim.), sociedad andnima (S.A.) No abreviar
términos cortos ni aquellos que se usan pocas veces, no in-
ventar nuevas abreviaturas, a menos que se trate de un tér-
mino largo que se utiliza muchas veces en el texto y para el
cual no existe una abreviatura estandar. No se recomienda
utilizar abreviaturas en el Titulo ni en el Resumen, no comen-
zar las oraciones con abreviaturas.En la expresién de los re-
sultados, 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).

* Enlaexpresion 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

Residencias bioquimicas: herramienta fundamental de la formacion profesional

Lasresidencias bioquimicas constituyen un pilar funda-
mental en la formacién de posgrado al ofrecer un modelo
de capacitacion en servicio que integra teorfa, practica y
reflexién critica. Este sistema permite a los profesionales
en formacién desenvolverse en un entorno de trabajo real,
conun nivel de responsabilidad progresiva, lo que favorece
la consolidacién de competencias técnicas, analiticas y de
gestién esenciales para el ejercicio profesional.

La inmersién en los servicios de salud posibilita no solo
la adquisicién de destrezas especificas en las practicas de
laboratorio, sinotambién el desarrollo de habilidades trans-
versales, tales como el trabajo en equipo, la comunicacién
interprofesional y la toma de decisiones fundamentadas
en evidencia. De esta manera, las residencias se convier-
ten en un espacio formativo integral donde la experiencia
vivencial del trabajo cotidiano se articula con la actualiza-
cién cientifica permanente. En este sentido, laimportancia
delasresidencias bioquimicas radica en su capacidad para
garantizar una formacién sélida, integral y alineada con las
demandas actuales de los sistemas de salud contribuyen-
do asialacalidad de los servicios y al fortalecimiento de la
profesién bioquimica en su conjunto.

Este sistema de residencias bioquimicas, si bien cons-
tituye un modelo formativo de alto valor académico y pro-
fesional, enfrenta diversos obstaculos que pueden com-
prometer su eficacia y sostenibilidad. Entre las principales
amenazas, se destacan las relacionadas con la disponibili-
dad de recursos, la organizacién institucional y las condi-
ciones laborales de los residentes.

Asimismo, la heterogeneidad en |a calidad de los progra-
mas y en los recursos disponibles en los distintos centros
formadores puede dar lugar a desigualdades en la expe-
riencia de aprendizaje. La falta de estandarizacién de los
contenidos, la variabilidad en la supervision y la no evalua-
cién sistematica de competencias constituyen obstaculos
adicionales para garantizar una formacién homogénea y
de calidad. Se observa que, en ciertos entornos, la sobre-
carga de tareas asistenciales puede limitar el tiempo des-
tinado a la formacidn tedrica, la investigacién y la reflexion
critica, elementos esenciales para el desarrollo integral del
residente.

La superacién de estos obstaculos no serd posible con
medidas, como las anunciadas recientemente, que solo
apuntan a precarizar las condiciones laborales de los re-
sidentes. En cambio, se requiere un abordaje integral que
combine estrategias institucionales, normativas y pedagg-

gicas donde el eje no se apoye en el ajuste presupuestario,
sino que, por el contrario, esté enmarcado en un analisis de
las necesidades que el sistema de salud presenta.

En primer lugar, resulta fundamental garantizar una
oferta adecuada que asegure los cupos en todas las espe-
cialidades de la bioquimica enfatizando aquellas que for-
men bioquimicos especialistas en dreas estratégicas. Esta
debe surgir de un analisis epidemioldgico que analice las
necesidades de cadajurisdiccién en que se desarrolla cada
sede. Esto implica la coordinacién entre organismos esta-
tales tanto nacionales como jurisdiccionales, los efectores
de salud y las universidades.

En segundo lugar, la mejora de las condiciones labora-
les de los residentes constituye un aspecto prioritario. La
justa retribucién monetaria, el aseguramiento de la cober-
tura de salud y el aporte previsional mientras dura el pe-
riodo de la residencia son fundamentales. La regulacién
de las cargas horarias, la implementacién de politicas de
prevencién del agotamiento profesional y la promocion de
entornos saludables son esenciales para preservar el bien-
estar fisico y mental de los profesionales en formacién. En
este sentido, es necesario equilibrar la carga asistencial
con el desarrollo académico y la investigacién. Para ello,
es clave reservar tiempos protegidos para actividades de
estudio, actualizacidn cientifica y reflexion critica evitando
que la formacién se reduzca exclusivamente a la practica
operativa. Esto quedd claramente evidenciado en un estu-
dio realizado por la Comision de Residentes de Bioquimica
(COREBIO] sobre el interés de los futuros bioquimicos en
el sistema de residencias y presentado en el Congreso
Argentino de Bioquimica 2025. En este, las dos primeras
causas por las cuales los egresados no elegirian realizar
una residencia fueron la baja remuneracién y la excesiva
carga horaria (36,4% y 21,4% de los encuestados, respec-
tivamente) L.

Asimismo, es imprescindible avanzar hacia la armoni-
zacion de los programas de residencia. La definicion de un
marco curricular unificado, con criterios claros de evalua-
cién y supervisién permitiria garantizar una formacién de
calidad homogénea, independientemente del centro for-
mador. Este proceso debe incluir instancias periédicas de
evaluacién externa para asegurar la calidad académica y
asistencial. En este sentido, el Sistema de Reconocimien-
to y Acreditacién de las Residencias, llevado a cabo por el
Ministerio de Salud de la Nacién, significa un gran avance,
cuya reactivacion es imprescindible, ya que, en la actua-
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lidad, estd suspendido. Asimismo, el examen Unico como
instancia de ingreso a las residencias es un primer paso
parallegaraun criterio comun de seleccidn de postulantes.

El Estado desempefia un papel central en el disefio,
regulacién y sostenimiento del sistema de residencias
bioquimicas. Como garante del derecho a la salud y de la
calidad de la atencidén, es su responsabilidad asegurar
que este modelo formativo se desarrolle con estandares
homogéneos, acceso equitativo y adecuadas condiciones
laborales para los residentes. Para ello, es necesario que
convoque a todos los actores involucrados en el ejercicio
de la bioquimica y en la formacién de recursos humanos
en salud a un profundo debate para definir el marco nor-
mativo que regule los programas de residencia definiendo
criterios de ingreso, contenidos minimos, modalidades de
evaluacién y mecanismos de supervisién.

En segundo lugar, el Estado tiene la responsabilidad
de asignar recursos que permitan financiar los programas
de residencia. Esto incluye la provisién de partidas presu-
puestarias que aseguren la remuneracion justa para los
residentes y la inversién en infraestructura, equipamiento
y actualizacion tecnoldgica de los servicios de salud que
funcionan como centros formadores.

Asimismo, la articulacién efectiva y permanente entre
las instituciones del Estado tanto nacionales como juris-
diccionales, las universidades, los efectores de salud y las
entidades bioquimicas constituye un pilar para el funciona-
miento exitoso de las residencias bioquimicas. Cada actor
aporta una dimensién especifica —normativa, académica
o0 asistencial— cuya integracién asegura una formacion
coherente, homogénea y alineada con las necesidades sa-
nitarias del pais.

El éxito de esta articulacién depende de la coordinacién
entre estas instituciones y debe estar basada en acuerdos
claros, comunicacién fluida y objetivos comunes. Un tra-
bajo colaborativo sostenido permite mantener estandares
formativos homogéneos, optimizar recursos y garantizar
que la residencia bioquimica cumpla su propésito de for-
mar profesionales altamente capacitados y comprometi-
dos con la salud publica.

En sintesis, optimizar el sistema de residencias bio-
quimicas implica un compromiso conjunto de las institu-
ciones involucradas. Este esfuerzo no solo impacta en la
excelencia profesional individual, sino también fortalece el
sistema de salud en su conjunto garantizando una aten-
cién de calidad, ética y eficiente para la poblacién.
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Resumen

Introduccién: La calidad se ha convertido en los ultimos afios en la meta fundamental de los laboratorios
de andlisis clinicos. El principal objetivo es garantizar la seguridad del paciente, a expensas de sistemas
rigurosamente controlados, tanto en la etapa analitica como en el resto de los procesos. Objetivo: Evaluar
la evolucion de indicadores de calidad (IC) analiticos, en las etapas de pre y posimplementacion de un
sistema de gestion de calidad (SGCJ, en el area de quimica clinica de un laboratorio de andlisis clinico.
Materiales y métodos: Se evalud el desempefio de 28 analitos y se utilizaron tres IC: Sigma (IS], Incerti-
dumbre de Medida (IU] y Evaluacién Externa de la Calidad (IEEC). Se realizaron mediciones mensuales
de los analitos y se analizaron los resultados en los periodos de pre y posimplementacién del sistema
de gestion de calidad. Se utilizé |a plataforma analitica Cobas 8000 de Roche Diagnostic, médulo c502.
Resultados: Comparando las etapas de pre y posimplementacion del sistema de gestién de calidad, los
resultados obtenidos arrojaron diferencias estadisticamente significativas, y, para todos los indicadores
evaluados, se observé una mejora en el desempenfio. Conclusion: El uso de indicadores de calidad en la
etapa analitica fue efectivo para monitorear correctamente el desempefio de los analitos evaluados per-
mitiendo documentar en forma objetiva la mejora tanto del control de calidad interno como del externo.
Implementar un sistema de gestidn de calidad posibilité mejorar el desempefio analitico.

Palabras clave: gestion de calidad, indicadores de calidad, calidad analitica.

Abstract
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Introduction: In recent years, quality has become the fundamental goal of clinical analysis laboratories.
The main objective is to guarantee patient safety, at the expense of rigorously controlled systems, both
at the analytical stage and in the remaining processes. Objective: To evaluate the evolution of analyti-
cal Quality Indicators (Qls], before and after implementation of a Quality Management System (QMS),
in the clinical chemistry area of a clinical analysis laboratory. Materials and methods: The performance
of 28 analytes was evaluated and three Qls were used: Sigma Indicator (SI), Measurement Uncertainty
Indicator (MUI) and External Quality Evaluation Indicator (EQEI). The analytes were monthly measured
and the results were analyzed in the pre- and post-implementation periods of the QMS. The Roche Diag-
nostic cobas 8000 analytical platform, module c502, was used. Results: When comparing the pre- and
post-implementation stages of the QMS, the results obtained showed statistically significant differences
for all the indicators evaluated, and an improvement in the performance of the indicator was observed.
Conclusion: The use of Qls at the analytical stage was effective to correctly monitor the performance of
the analytes evaluated, allowing to objectively document the improvement of both internal and external
quality control. Implementing a QMS allowed improving the analytical performance.

Key words: quality management, quality indicators, analytical quality.
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Introduccién

El concepto de calidad ha evolucionado a lo largo de los
anos en el laboratorio clinico. Antiguamente, se creia que el
solo andlisis de muestras control, cuyos resultados estuvie-
ran dentro del rango establecido por el fabricante, garantiza-
ba resultados correctos desde el punto de vista analitico.

En la actualidad, se conoce que la corrida de controles
de calidad internos es solo el primer paso para la gestién de
calidad analitica, y es necesario contar con procedimientos
detallados de todos los procesos involucrados.

Uno de los principales organismos encargado de desa-
rrollar normas técnicas internacionales de calidad es la
International Organization for Standardization (IS0), y su
principal objetivo es unificar normas que permitan la mejor
coordinacién internacional entre las instituciones?. Con el
propoésito de evaluar la calidad y competencia técnica de los
laboratorios clinicos, el Comité Técnico ISO/TC 212 (Clinical
Laboratory Testing and In Vitro Diagnostic Systems) de-
sarroll6 la Norma 1SO 151892, teniendo como referencia la
Norma IS0 9001 y la ISO/IEC 17025. La mencionada norma
esta dividida en dos partes: la de gestion pertinente a los re-
querimientos para la certificacién del sistema de gestién de
calidad (SGC) y la parte técnica, que detalla los requisitos
para el personal, instalaciones, equipos, procedimientos,
informes y garantia de calidad.

La meta principal de trabajar bajo estandares de calidad
bien definidos es obtener un resultado confiable, oportuno
y trazable que contribuya a un diagndstico efectivo para la
salud del paciente?.

En la actualidad, el laboratorio clinico provee informacién
critica para la pesquisa, monitoreo, prevencién y tratamien-
to de distintas patologias. En los Ultimos afios, se observé
un crecimiento importante en la demanda de ensayos ana-
liticos, en gran parte, por el desarrollo de nuevas determi-
naciones, la mayor accesibilidad a las mismas y la dismi-
nucién en los tiempos de espera de los resultados. Como
consecuencia, los laboratorios deberian desarrollar un SGC
con el fin de poder garantizar la calidad de los procesos y
servicios que brindan las instituciones®.

Antes de implementar un SGC se deben conocer las nece-
sidades de los pacientes y usuarios, evaluar cémo cumplir-
lasy, con base en esto, planificar los procesos involucrados,
desarrollar métodos para cuantificar su eficacia y evaluar
en forma objetiva la mejora continua®.

La implementacién de indicadores de calidad (IC] orien-
tados a monitorear determinados procesos permite cuanti-
ficar la calidad con la que se trabaja®, a la vez que estable-
cer limites y aplicar acciones correctivas cuando estos se
superen. Numerosas instituciones han desarrollado IC para
evaluar el desempefio de las distintas etapas del proceso de
trabajo en el laboratorio clinico, entre ellas, se destacan la
Internacional Federation of Clinical Chemistry (IFCC] y el La-
boratory Medicine Working Group on Laboratory Errors and
Patient Safety, que, con base el consenso “Harmonization of
quality indicators in laboratory medicine. A preliminary con-

sensus”’, establecieron una puntuacién de prioridad para

resaltar el valor de cada IC de manera individual, a fin de
evaluar no solo |a calidad del servicio y los posibles efectos
sobre la seguridad del paciente, sino también la viabilidad
de la recopilacién de datos®.

Los limites de los distintos IC son establecidos sobre la
base de resultados obtenidos de numerosos laboratorios
que participan del programa disefiado por la IFCCy pueden
ser extraidos de su pagina web®. Se considera el percentil
25 como performance de alta calidad para un indicador, el
percentil 50, de calidad media y el percentil 75, como de
baja calidad.?

El objetivo del estudio fue evaluar la evolucién de indica-
dores de calidad analiticos en el drea de quimica clinica de
un laboratorio de analisis clinico en las etapas de pre y po-
simplementacion de un sistema de gestién de calidad con
base en laNorma IS0 15189:20141%.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio observacional, retrospectivo y lon-
gitudinal. Se evaluaron durante tres afios los resultados ob-
tenidos para los IC que se citan a continuacion. Para realizar
la comparacidn se los dividié en dos etapas, la de preinple-
mentacion (PREI) y la de posimplementacién (POSI) de un
SGC en el Laboratorio de Andlisis Clinicos Dres. de Elias y
Kiener SRL de la Ciudad de Cérdoba (Laboratorio Central del
Sanatorio Allende, sede Cerro).

Indicadores de calidad

Conbase en lodescrito porlalFCCy en trabajos desarro-
llados por profesionales en nuestra regién'?, se utilizaron
tres IC para evaluar el desempenfio de la etapa analitica: Sig-
ma (IS], Incertidumbre de Medida (IU) y Evaluacién Externa
de la Calidad (IEEC). El fin de los mencionados indicadores
es identificar analitos con bajo desempefio en el control de
calidad interno y la evaluacién externa de la calidad. Los in-
dicadores fueron registrados, en una primera instancia, de
manera manual en una planilla de célculo de Microsoft Excel
®. Se midieron los IC de manera mensual durante tres afos.

Indicador Sigma (IS)

La férmula empleada para calcular dicho indicador fue:
Sigma = (nUmero de analitos con sigma inaceptable/total de
analitos)*100. Para el calculo de Sigma se utilizé la siguiente
férmula: Sigma = %error total permitido-% desvio/ %coeficiente
de variacion (CV) 13. Los datos fueron extraidos del programa
interlaboratorio TIQCon de Roche Diagnostics®®, que provee
de manera mensual datos del desempefio de cada analito. De
acuerdo con el valor obtenido se clasifican en:

- INACEPTABLE: Sigma <2

- MARGINAL: Sigma=2-3

- ACEPTABLE: Sigma= 3,1-4

- BUENO: Sigma=4,1-5,9

- Seis SIGMA: sigma =6
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Figura 1. Comparacién en porcentaje de sigmas inaceptables
(IS) en las etapas de pre y pos- implementacién del sistema
de gestion de calidad.
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Figura 2. Comparacién en porcentaje de analitos con sig-
ma inaceptable (IS) durante los distintos meses de pre
y posimplementacién del sistema de gestion de calidad.
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Indicador Incertidumbre de medida (IU)

La férmula para el calculo fue: IU= (ndmero de analitos
con valor critico de incertidumbre/total de analitos]*100. Al
igual que el IS, IU también se obtiene del programa TIQCon, de
manera mensual. Esta herramienta nos provee los valores de
incertidumbre calculada con factor dos (U(k=2)) e incertidum-
bre calculada en porcentaje (U(k=2)%), ambas expresadas en
términos de percentil, sobre la base de los datos obtenidos del
grupo par. Se consideran dptimos valores obtenidos por debajo
del percentil 50 (U50), buenos valores inferiores al percentil 30
(U90] yceriticos por encima del percentil 90.

Figura 3. Comparacién en porcentaje de analitos con
valor critico de incertidumbre (IU] en las etapas pre y po-
simplementacién del sistema de gestién de calidad.

Indicador Incertidumbre de medida

p=0.0031

Indicador (%)
o

I

I
Pos implementacion

Pre implementacion

Figura 4. Comparacién en porcentaje de analitos con val-
or critico de incertidumbre (IU]) durante los distintos me-
ses de pre y posimplementacién del sistema de gestion
de calidad.
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Indicador Evaluacién Externa de la Calidad (IEEC)

La férmula para el célculo fue: IEEC = (numero de analitos
rechazados por muestra/total de analitos)*100. Para el se-
guimiento de IEEC, se utilizaron los reportes obtenidos del
Programa Internacional de Evaluacién Externa de Calidad
para Laboratorios de Analisis Clinicos Argentinos y Extranjeros
(ProgBA)*>, que consta de veinticuatro muestras por ronda, de
presentacion liofilizada, a ensayar en periodos de quince dias.
Los resultados obtenidos para cada muestra se clasifican se-
gun analizador, método, marca de reactivo y en general.

10 11 12 13 14 15 16 17
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Figura 5. Porcentaje de analitos rechazados por ronda de

evaluacion externa de la calidad (IEEC) en las etapas de pre
y posimplementacion del sistema de gestién de calidad.
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Resultados

Los valores medidos para los distintos indicadores PREI y POSI,
expresados en términos de porcentaje, se compararon utilizando el
test no paramétrico de Mann-Whitney para variables independientes.

EllS fue determinado para 28 analitos de quimica clinica, en dos
niveles de concentracién de control PreciControl ClinChem Multi 1y
2 [PCC1 y PCC2); los resultados obtenidos no se incluyen en este
trabajo. Sin embargo, estan disponibles para ser solicitados a los
autores. Se comparo el porcentaje de analitos con IS inaceptable
PREI y POSI, y se observé una diferencia estadisticamente signifi-
cativa (p=0,023] (Figura 1). Como se puede observar en la Figura
2, durante la fase de PREI el nimero de analitos con Sigma inacep-
table era evidentemente mas elevado que en la de POSI. E1 79 % de
los analitos mejoré su sigma POSI con respecto a PREI para PCC1 y
el 71%, para PCC2.

De la comparacién realizada para el indicador U se obtuvo una
diferencia estadisticamente significativa [p:0,003 1],comose ob-
servaenlaFigura 3.EnlaFigura 4, se detalla el comportamiento del
IU en las distintas etapas, en las que se observé mayor porcentaje
de analitos con valores criticos de incertidumbre durante la PREI.

Para el calculo del indicador IECC, se tomaron tres rondas de
ProgBA para abarcar las dos etapas (PREI y POSI), y se constata-
ron diferencias estadisticamente significativas entre las mismas
(p=0,0163] (Figura 5). En la Figura 6, se ven reflejados los porcen-
tajes de analitos rechazados por muestra de evaluacién externa de
la calidad (IEEC) en las etapas de pre y posimplementacion del SGC.

Discusién

El proceso de implementacion de un SGC ha implicado el desa-
rrollo de una serie de procedimientos a ejecutar, elaborados con
base en lo establecido en los distintos puntos de la Norma ISO
15189:2014, para estandarizar todos los procesos.

En la etapa analitica del drea de quimica clinica, se implementd
un programa de mantenimiento de equipos, con la ejecucién en
tiempo y forma de todos los mantenimientos preventivos, segin
la recomendacion del fabricante de la plataforma analitica; este

Figura 6. Comparacién en porcentaje de analitos rechaza-
dos por muestra de evaluacion externa de la calidad (IEEC)
en las etapas de pre y posimplementacién del sistema de
gestion de calidad.
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procedimiento fue acompafiado de un plan de capacitacién del
personal en todas las etapas que comprende el proceso analiti-
co. Se llevé a cabo la verificacién de métodos partiendo del esta-
blecimiento de requisitos de calidad, contemplando las distintas
fuentes disponibles (Ej.: EFLM, RIQAS, CLIA)'6, seguida de la veri-
ficacion de precisién y veracidad segdn EP15A3Y, verificacion de
la linealidad segtin EPBA y verificacién de valores de referencia
seglin EP28A3C.1Se llevé a cabo la planificacién de control de ca-
lidad interno incluyendo la verificacion de cada nuevo lote control;
se realizé la evaluacién mensual del desempefio analitico de cada
analito implementando reglas de control, teniendo en cuenta el
tamafio de corrida analitica; se empleé el OC frecuency calculator
de Westgard.?Y Se capacitd al personal para el manejo del progra-
ma interlaboratorio TIQCon. Se estandarizaron los procesos de re-
constitucién de material control y calibradores empleando pipetas
de doble aforo calibradas. Se implementd la verificacién de cada
nuevo lote de reactivo®’; la verificacién periédica de la comparabili-
dad de resultados de diferentes plataformas analiticas del mismo
laboratorio??; la verificacion de la comparabilidad de resultados
ante el ingreso de nuevos consumibles al laboratorio; el analisis
de estabilidad de cada analito y la participacion en programas de
evaluacién externa de la calidad. Sumado a todos los puntos antes
expuestos, se capacité a todo el personal implicado, siendo este
uno de los aspectos fundamentales para asegurar que el trabajo
serealice segun lo citado en los distintos procedimientos e instruc-
tivos que se desarrollaron. Con base en lo publicado en distintos
trabajos, como el de Min Duan et al®> sobre el valor de losIC a la hora
de evaluar y monitorear las fases intraanalitica y extraanalitica de
la calidad, se determiné la utilizacién de IC como herramienta para
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evaluar el impacto de la implementacién del SGC en términos de
desempefio analitico, y se constatd una mejora estadisticamente
significativa en los resultados obtenidos PREIy POSI para todos los
ICevaluados.

Ana Belén Pacheco et al'? establecieron que la implemen-
tacién de un SGC bajo los requisitos de normas internacionales
mejoré el conocimiento y funcionamiento de los procesos del
laboratorio clinico; resultados similares se obtuvieron en el
presente estudio luego de implementar un SGC, y se observé
mejora en el desempefio de los indicadores IS, IU e IEEC. El mo-
nitoreo de los mencionados IC es una medida objetiva del des-
empefio analitico de los procedimientos de medida, lo cual fa-
cilita laimplementacién de acciones correctivas y preventivas.
El desarrollo de un SGC ayuda a garantizar el cumplimiento de
normativas y regulaciones al establecer protocolos y practicas
que se ajustan a los requisitos establecidos por organismos
gubernamentales y de acreditacion.

Conclusién

La implementacién de un sistema de gestién de calidad
mostré unimpacto positivo en el desempefio del [aboratorio,
evidenciado en la mejora de los indicadores analiticos (IS,
IU e IEEC). La utilizacién de indicadores de calidad permitié
monitorear procesos criticos dentro de la etapa analitica
asegurando que los procesos cumplan con las normativas
y estandares establecidos porla Norma IS0 15189:2014.
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Utilidad del valor de referencia de cambio en la definicion del intervalo minimo

de repeticion entre pruebas

Utility of the reference change value in defining the minimum interval between tests.
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Resumen Introduccién: Segln guias de expertos, el intervalo minimo entre solicitudes para el hepatograma es de
48-72 h. El valor de referencia de cambio es un pardmetro que indica una variacién del resultado signi-
ficativa respecto del antecedente. Objetivos: Utilizar el valor de referencia de cambio para analizar las
diferencias en los resultados del hepatograma 24 y 48 h después de la medicién inicial y analizar cam-
bios en tiempos de entrega de resultados tras implementar la regla de rechazo segun el intervalo entre
solicitudes consensuado. Materiales y métodos: En forma observacional y retrospectiva, se analizaron
los resultados del hepatograma y el valor de referencia de cambio a 24 y 48 h. Se evaluaron el tiempo de
entrega de resultados de quimica clinica y el nimero de hepatogramas solicitados y realizados antes y
después de implementada la regla de rechazo. Resultados: La chance de presentar una variacién en el
resultado por encima del valor de referencia de cambio a las 48 h es 9 y 8 veces mayor que alas 24 h
para proteinas totales (p<0.05) y alanina aminotransferasa (p<0.05), respectivamente. No se observd
asociacion en el resto de los parametros ni cambios significativos en los valores medidos. Luego de im-
plementada la regla de rechazo, disminuyeron significativamente el tiempo de entrega de resultados de
quimica clinica (p<0.0001) y el ndmero de hepatogramas realizados (p<0.05). Conclusién: Utilizando de
forma innovadora el valor de referencia de cambio, pudimos estandarizar el intervalo entre solicitudes
en 48 h demostrando su validez, reduciendo costos y mejorando tiempos de entrega de resultados para
optimizar el recurso.

Palabras clave: intervalo minimo entre pruebas, valor de referencia de cambio, hepatograma, tiempo de
entrega de resultados.

Abstract Background: According to expert guidelines, the minimum interval between requests for a liver panel is
48-72 hours. The reference change value is a parameter that indicates a significant variation in the result
compared to the previous one. Objectives: To use the reference change value to analyze differences in
liver panel results 24 and 48 hours after the initial measurement, and to analyze changes in turnaround
time after implementing the rejection rule based on the agreed-upon interval between requests. Mate-
rials and methods: The results of the liver panel and reference change value at 24 and 48 hours were
analyzed in an observational and retrospective study. The turnaround time of clinical chemistry results
and the number of liver panel tests requested and performed were evaluated before and after the imple-
mentation of the rejection rule. Results: The odds of having a variation in the result above the reference
change value at 48 hours was 9 and 8 times higher than that at 24 hours for total proteins (p<0.05) and
alanine aminotransferase (p<0.05), respectively. No association was observed in the rest of the param-
eters, and no significant changes were found in the values measured. After implementing the rejection
rule, there was a significant decrease in the turnaround time of clinical chemistry results (p<0.0001])
and the number of liver panel tests performed (p<0.05). Conclusion: Through the innovative utilization
of the reference change value, we successfully standardized the interval between requests to 48 hours,
thereby demonstrating its validity. This strategic implementation led to cost reduction and improved
turnaround time for result delivery, effectively optimizing resource utilization.

Keywords: Minimum interval between tests, Reference change value, Liver panel, Turnaround time of results.
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Introduccién

La solicitud del perfil hepatico es frecuente en pacientes
ambulatorios e internados y valiosa para screening, diagnés-
tico, seguimiento y prondstico de diversas afecciones-2.

Dentro de los denominados test de funcidn hepdtica, se
incluyen varios parametros bioquimicos, como son la as-
partato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa
(ALT), gamma-glutamil transpeptidasa, fosfatasa alcalina
(FAL), bilirrubina (BIL), albdmina [ALB) y la actividad de la
protrombina. Dicha terminologia no es del todo exacta, ya
que, de todos ellos, solo los tres Gltimos miden la capacidad
funcional del higado, en tanto que los demas son potenciales
indicadores de dafio hepatico®. En nuestro laboratorio, bajo
la denominacién de hepatograma [HPT), se incluyen las si-
guientes pruebas: proteinas totales (PT), ALB, FAL, AST,ALTy
BIL, sin embargo, otros incluyen también el colesterol total o
no contemplan las PT.

Para alcanzar un adecuado desempefio hospitalario, es in-
dispensable conseguir una eficiente gestién sobre la base de
los recursos disponibles, como asi también, lograr que la inte-
rrelacion entre los miembros de |a institucion se sustente en
un esquema de valores orientados a asegurar la calidad de los
servicios®. Considerando que la calidad en atencién sanitaria
implica brindar el mayor beneficio a los pacientes con bajo cos-
to y el menor riesgo posible* y que, dentro del plan estratégico
del hospital, la calidad es un pilar fundamental de su misién,
vision y valores, nos preguntamos qué frecuencia de solicitud
en el HPT indicaria mayor eficacia y eficiencia al menor costo.

Segun las guias de expertos en buenas practicas clinicas, el
intervalo minimo entre solicitudes sugerido es de 48 y 72 h°®,
Sin embargo, dado que dicha recomendacién esta basada en la
opinién de expertos sin ninguna bibliografia que la respalde con
mayor evidencia, nos propusimos demostrar su validez utilizan-
do como herramienta el valor de referencia de cambio (VRC).

El resultado de la medicién de un analito es una magnitud
biolégica o referencia cualitativa sujeta a la variabilidad biol6gj-
ca (VB] y al coeficiente de variacién del método (CV) utilizado
para la medicién” 8. EIVRC es un valor que se calcula teniendo
en cuenta ambos parametros, indica que una variacién del re-
sultado es significativa respecto del antecedente y se utiliza,
segln estandares internacionales, para asegurar la adecuada
interpretacion de los resultados de pruebas de laboratorio” 8.

Las exigencias de la salud y la seguridad obligan a los la-
boratorios clinicos a incorporar el concepto de calidad en sus
tareas diarias. Una forma de mejorar la atencién en las institu-
ciones de salud es implementar la medicion de indicadores de
calidad orientados a monitorear los principales procesos que
ocurren en ellas y la posterior implementacién de acciones de
mejora para alcanzar las metas establecidas®.

Eltiempo de entrega de resultados (por sus siglas en inglés,
TAT, turnaround time] o tiempo de respuesta es el lapso en mi-
nutos que transcurre desde que se recibe la muestra hasta que
se emite el informe de resultados y es un indicador muy impor-
tante en el laboratorio clinico®.

El objetivo general del estudio fue analizar si existen diferen-

cias significativas en los resultados del hepatograma a las 24
y 48 h respecto de la medicién inicial, y el objetivo secundario,
analizar si existen cambios significativos en el tiempo de entre-
ga de resultados antes y después de la implementacién de la
regla de rechazo por intervalo minimo de solicitud consensuada.

Materiales y métodos

Para el objetivo general, en forma observacional y retros-
pectiva, valiéndonos del sistema informatico de laboratorio
(SIL) Infinity de Roche®, de una cohorte de pacientes inter-
nados en el Hospital de Alta Complejidad del Bicentenario
Esteban Echeverria que tuvieran la solicitud del perfil hepa-
tico durante 3 dias consecutivos durante el periodo de ene-
ro—marzo de 2023, se recopilaron los resultados del HPT. Se
excluyeron aquellos resultados con no conformidades prea-
naliticas (hemodlisis, ictericia, lipemia). Para el analisis esta-
distico, se utilizé el test de Friedman con postest de Dunnpy
el test de McNemar, para muestras pareadas.

Para el objetivo secundario, se analizaron el TAT de quimi-
ca clinica y el nimero de HPT solicitados y realizados sobre
dos cohortes de pacientes con controles matutinos, en for-
ma observacional y retrospectiva, durante cinco dias con-
secutivos (de lunes a viernes), antes y después de imple-
mentar |laregla de rechazo porintervalo minimo de solicitud.
En ambos casos, se analizé también la frecuencia relativa
porcentual de informes de quimica clinica que superaron o
no el TAT maximo, definido en 120 min para este sector del
laboratorio. Para el andlisis estadistico, se utiliz6 el test de
Mann Whitney de dos colas y el test de Kruskal Wallis con
postest de Dunn. Los datos se analizaron en forma anonimi-
zada en Excel y Graphpad Prism. Un p<0.05 fue considerado
estadisticamente significativo.

Resultados

La chance de presentar una variacién del resultado por
encima del VRC a las 48 h es significativamente mayor que
la de hacerlo a las 24 h solo para PT (0dds Ratio (OR]: 9.00
p: 0.0269) y ALT (OR: 8.00 p: 0.0455]). No se observé aso-
ciacion en el resto de los pardmetros analizados (Figura 1).

Los valores de los distintos analitos incluidos en el HPT a
las 24 y a las 48 h no mostraron una variacién significativa
respecto del valor inicial (Figura 2).

La mediana del TAT de quimica clinica disminuy6 signifi-
cativamente (p<0.0001) de 91.5 min con un rango de 323
min, a 75 min con un rango de 216 min antes y después de
laimplementacidn de la regla, respectivamente (Figura 3).

También se observé una reduccién significativa de HPT
realizados (p<0.05) con posterioridad a la implementacién
delaregla, conuna medianade 40 yunrangode 19 para los
realizados versus una mediana de 62 yunrango de 17 para
los solicitados (Figura 4]).

La frecuencia relativa porcentual de informes de quimica
clinica que superaron el TAT maximo definido, pasé de 31.86
% a9.04 % antes y después de implementada la regla de re-
chazo consensuada, respectivamente (Figura 5).
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Figura 1. Tablas de contingencia para el el valor de referencia de cambio a las 24 y 48 h, para cada uno de los analitos

del hepatograma.

PT 48 HS Total ALT 48 HS Total ALB 48 HS Total
VRC Sl NO VRC Sl NO VRC Sl NO
Sl 7 1 8 Sl 9 1 10 Sl 8 3 11
24HS NO 9 16 25 24HS NO 8 15 23 24HS NO 10 12 22
Total 16 17 33 Total 17 16 33 Total 18 15 33
p=0.027 p= 0.045 p=0.096
OR=9.000 IC95%= 1.247-394.479 OR=8.000 IC95%= 1.073-354.981 OR=3.333 1C95%= 0.858-18.849
FAL 48 HS Total AST 48 HS Total BILT 48 HS Total
VRC Sl NO VRC Sl NO VRC Sl NO
Sl 3 5 8 Sl 9 5 14 Sl 2 1 3
24HS NO 8 17 25 24HS NO 8 11 19 24HS NO 4 26 30
Total 11 22 33 Total 16 17 33 Total 6 27 33
p=0.579 p=0.579 p=0.371

OR=1.600 IC95%= 0.462-6.216

OR=1.600 IC95%= 0.462-6.216

OR=4.00 1C95%= 0.396-196.990

» VRC, valor de referencia de cambio; PT, proteinas totales, FAL, fosfatasa alcalina, ALT, alanina transaminasa; AST, aspartato
aminotransferasa; ALB, albdmina; BILT, bilirrubina total. Se expresa la variacién del resultado de cada analito dicotomizada
como Sl o NO, segln si supera el valor de referencia de cambio a las 24 0 48 h respecto del valor inicial. Test de McNemar para
muestras pareadas (n=33]. Un p<0.05 indica asociacién estadisticamente significativa

Discusién

La chance de presentar cambios por encima del VRC es
significativamente mayor a las 48 h para dos de los analitos
del HPT. Para el resto de los parametros, no se encontré una
asociacion significativa, ya que, aun a las 48 hs, existe un
gran ndmero de pacientes sin cambios significativos en los
resultados del HPT. Esta Ultima observacién también condi-

ce con los resultados de la Figura 2, donde se evidencia que
no se encontraron diferencias significativas en los valores
medidos para distintos analitos del HPT respecto del valor
inicial,nia24 nia48h.

Demostrado el objetivo 1 y debido a que, en nuestrainsti-
tucioén, la prescripcién médica se realiza a través del SIL, se
consensud con los médicos la implementacién de una regla

Figura 2. Niveles de los distintos analitos del HPT en funcién de los dias.
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.. Los resultados se expresan como mediana con rango

» ALT, alanina transaminasa; AST, aspartato aminotransferasa; FAL, fosfatasa alcalina; BILT, bilirrubina total. Se comparan los ni-
veles de los distintos analitos que forman parte del hepatograma en tres dias consecutivos. Los resultados se expresan como
mediana con rango intercuartilico. Test de Friedman con postest de Dunn; ns= no significativo versus dia 1 (n=33).
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Figura 3. Tiempo de entrega de resultados en las etapas
de pre y posimplementacién de la regla de rechazo por
intervalo minimo de solicitud.
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» TAT, tiempo de entrega de resultados. Se comparan los TAT
enlas etapas de pre (n=226) y posimplementacién (n=188])
de laregla de rechazo. Los resultados se expresan como me-
diana con rango intercuartilico. Test Mann Whitney de dos
colas, ****p<0.0001 versus premplementacion de la regla.

de rechazo para las solicitudes de HPT que no respetaran
el intervalo minimo de solicitud de 48 h. El impacto de esta
regla generd una reduccion significativa del TAT, que se con-
dice con la disminucidn, también significativa, del nimero
de HPT realizados respecto de los solicitados después de su
implementacién.

Finalmente, si consideramos el porcentaje de informes
I ———

Figura 4. Nimero de hepatogramas diarios solicitados y

realizados en las etapas de pre y posimplementacién de
la regla de rechazo por intervalo minimo de solicitud.
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» HPT, hepatograma. Se compara el nimero de HPT diarios para
los cinco dias de la semana en las etapas de pre y posimple-
mentacion de laregla de rechazo, expresados como mediana
y rango intercuartilico. Test Mann Whitney con *p<0.05 para
realizados versus solicitados en |a etapa de posimplementa-
cién de la regla; ns=no significativo.

o —————
Figura 5. Frecuencia relativa de informes de quimica
clinica en funcién del tiempo de entrega de resultados
maximo definido, antes y después de la implementacién
de laregla de rechazo.
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» TAT, tiempo de entrega de resultados. Se compara la frecuen-
ciarelativa (%) de informes de quimica clinica antes y después
de la implementacién de la regla de rechazo considerando si
se supera o no el valor maximo definido para el TAT.

de quimica clinica que superan el TAT maximo definido para
el sector, se observé una reduccidn de aproximadamente el
23% de este indicador.

Conclusi6n

Demostramos la validez de la sugerencia de los expertos
para la solicitud del HPT utilizando de forma innovadora el
VRC, lo cual nos permite estandarizar la frecuencia de solici-
tud con un intervalo minimo entre pruebas de 48 h, reducir
los costos y mejorar los tiempos de entrega de resultados
optimizando el recurso. El uso del VRC y la implementacién
de laregla de rechazo en el SIL se constituyen como puntos
de mejora continua en pos de la seguridad y la calidad de
atencion de los pacientes.
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Incidence of viral agents in cerebrospinal liquid. One-year experience.
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Resumen

Introduccién: Mas de 100 virus causan encefalitis por via hematégena y/o traumatica. La incidencia au-
menta con el tratamiento con inmunosupresores y la mayor supervivencia de pacientes con el virus de la
inmunodeficiencia adquirida (HIV). Los sintomas incluyen fiebre, cambios en la conciencia y convulsio-
nes. El diagndstico se realiza mediante biologia molecular y neuroimagen. Objetivos: Evaluar laincidencia
de infecciones virales del sistema nervioso central (SNC) mediante muestras de liquido cefalorraquideo
(LCR) y analizar la relacién del estado inmune y la positividad viral. Materiales y métodos: Se llevé a cabo
un analisis retrospectivo, descriptivo en muestras de LCR de 71 pacientes con sospecha de encefali-
tis/meningoencefalitis viral. Se utilizd RT-qPCR (Cobas Z480 Roche] y se evalud estadisticamente con
SPSS 27.0. Resultados: 15 muestras positivas para los virus estudiados: virus herpes simplex 1 (HSV-1),
1,5%; virus herpes simplex 2 (HSV-2), 1,5%; virus de varicela - zéster (VZV), 0%; enterovirus humanos no
polio (hEV), 1,47%; citomegalovirus (CMV), 7,7%; virus Epstein-Barr (EBV), 23,1%). Un 36,6% (26/71) de
los pacientes era inmunocompetente y 63,3% (45/71), inmunosuprimido (32 HIV, 11 recién nacidos, 2
con tratamiento inmunosupresor). Mediante el test de Fisher, se analizd la asociacién entre el estado
inmunolégico del paciente y cada virus, y se encontrd asociacion para CMV (p-valor 0,400]), EBV (p-valor
0,316), pero no asi para HSV-1 HSV-2 (p-valor 0,621) y hEV (0,647] Discusidn: Se hallé 21,1% de positi-
vidad, porcentaje similar a Argentina y Brasil, menor que en Suiza (44,18%). La variabilidad destaca la
importancia de considerar la poblacién y el entorno. Debido al limitado nimero de muestras positivas, se
requiere realizar mas investigaciones para corroborar la hipétesis.

Palabras clave: incidencia, inmunosupresién, HSV-1, HSV-2, VZV, hEV, CMV, EBV.
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Background. Hematogenous and/or traumatic encephalitis is caused by more than 100 viruses. The
incidence increases with treatment with immunosuppressants and the increased survival of patients
with the acquired immunodeficiency virus (HIV). Symptoms include fever, changes in consciousness,
and seizures. The diagnosis is made by molecular biology and neuroimaging. Objectives: To evaluate the
incidence of viral infections of the central nervous system through samples of cerebrospinal fluid (CSF)
and to analyze the relationship between the immune status and viral positivity. Materials and methods:
Retrospective descriptive analysis of CSF samples from 71 patients with suspected viral encephalitis/
meningoencephalitis. RTqPCR (Cobas Z480 Roche] was used and statistically evaluated with SPSS 27.0.
Results: Fifteen samples were positive for the viruses studied: Herpes simplex virus 1 (HSV-1]: 1.52%,
herpes simplex virus 2 (HSV-2): 1.52%, Varicella Zoster Virus (VZV): 0%, non-polio human enterovirus
(hEV): 1.47%, Cytomegalovirus (CMV): 7.69%, and Epstein-Barr virus (EBV): 23.1%. About 36.6% of the
patients (26/71) were immunocompetent and 63.3% (45/7 1) were immunosuppressed (32 HIV, 11 new-
borns, 2 with immunosuppressive treatment). The association between the patient’s immune status and
each virus was analyzed using Fisher’s test. An association was found for CMV (p-value 0.400), EBV (p-
value 0.316], but not for HSV-1, HSV-2 (p-value 0.621) or hEV (0.647]. Discussion: Results showed 21.1%
positivity, similar to that previously found in Argentina and Brazil, but lower than that found in Switzerland
(44.18%). The variability highlights the importance of considering the population and the environment.
Due to the limited number of positive samples, further investigation is required to corroborate the hy-
pothesis.

Key words: Incidence, Immunosuppression, HSV-1, HSV-2, VZV, hEV, CMV, EBV.
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Introduccién

Existen mas de 100 virus pertenecientes a diversas fa-
milias que pueden ocasionar encefalitis / meningoencefa-
litis en los seres humanos. Afortunadamente, la encefalitis
es una complicacién poco frecuente de las enfermedades
virales, que, en su mayoria, son benignas.

La patogenia en la infeccién viral se produce de dos for-
mas distintas: por accién viral aguda primaria, que tiene lu-
gar cuando el virus invade y se replica en el cerebro; y por la
encefalitis posnfecciosa, que se considera una consecuen-
cia de la respuesta inmunitaria anormal a la infeccién, ya
que no se detectan componentes virales en el cerebro®?.

Los virus utilizan dos vias principales para llegar al cere-
bro. En la encefalitis viral aguda primaria, el ingreso de los vi-
rus al sistema nervioso central (SNC) se produce mayormen-
te por diseminacién hematégena. Los monocitos infectados
atraviesan el endotelio del plexo coroideo y llegan al epitelio
coroideo. Alli, la replicacién viral conduce a la liberacién de
particulas infecciosas en el liquido cefalorraquideo (LCR] y a
la diseminacion a través de las vias ventriculares®?.

La incidencia anual de encefalitis es de 5 a 10 casos por
cada 100.000 habitantes, y puede duplicarse en los meno-
res de un afio. En los Gltimos afios, |a etiologia de la encefa-
litis ha experimentado cambios en los paises desarrollados
debido a los programas de vacunacién universal, que han
logrado erradicar causas comunes de encefalitis como la
polio, la rubéola, el sarampién y la parotiditis. A pesar de es-
tos avances, la incidencia de la enfermedad se ha manteni-
do constante, ya que otros virus emergentes han ocupado
su lugar, como el virus de varicela - z6ster (VZV], los virus
herpes simplex 1y 2 (HSV-1, HSV-2]) y los enterovirus hu-
manos no polio (hEV]. Adema3s, esta incidencia puede variar
aun mas segun la ubicacién geografica y la estacion del afio,
sumandose a ello los arbovirus, el virus del Nilo Occidental,
el virus de la encefalitis equina, los virus respiratorios y los
adenovirus®®. En los Gltimos afigs, la incidencia de encefali-
tis ha experimentado un aumento significativo, relacionado
con el uso de tratamientos de inmunosupresores de mane-
ra crénica y el aumento de la supervivencia de pacientes
oncolégicos. Adem3as, se ha observado una mayor super-
vivencia en pacientes con VIH gracias a los avances en los
tratamientos antirretrovirales.

Los signos y sintomas que presenta el paciente depen-
den de la gravedad y localizacién del proceso inflamatorio
en curso. La mayoria de las encefalitis virales se caracteri-
zan por un desarrollo agudo con presencia de fiebre, altera-
ciones variables de la conciencia como confusién, letargo e
incluso coma. También pueden aparecer convulsiones foca-
les o generalizadas y signos neuroldgicos focales®*!

Los pacientes que sufren de encefalitis a menudo requie-
ren cuidados intensivos para garantizar una adecuada oxi-
genacion, proteccién de las vias respiratorias y estabilidad
hemodindmica. Ademads, es necesario proporcionar terapia
dirigida a los efectos directos de la inflamacién cerebral,
como el edema cerebral, el aumento de la presién intracra-

neal o las convulsiones generalizadas. En cuanto al trata-
miento especifico, se recomienda de manera estricta el uso
de aciclovir en el caso de encefalitis causada por HSV. Por
otro lado, existen dos guias que sugieren el uso de ganci-
clovir o foscarnet en casos de encefalitis causada por CMV
y HHV-6, aunque la evidencia, en este caso, es de calidad
moderada y se basa en la opinién de expertos. En el caso de
la encefalitis causada por EBV 0 VZV, no hay un tratamiento
especifico y no existe evidencia sélida que respalde el uso
de glucocorticoides como terapia adyuvante>*.

El diagndstico especifico de la encefalitis, generalmente,
se basa en la puncién lumbar. Ademas, el electroencefalo-
grama y las imagenes neurolédgicas juegan un papel impor-
tante en el proceso diagnéstico®.

En el caso de pacientes inmunocompetentes con ence-
falopatia aguda, se realizan determinaciones virolégicas de
rutina, como la PCR y la RT-PCR, para detectar la presencia
de virus como el HSV-1, HSV-2, VZV y los enterovirus (hEV).
Si estos analisis no logran establecer un diagnéstico defini-
tivo, se pueden realizar pruebas adicionales para detectar
otros virus, como CMV, EBV, HHV-6, HHV-7 y HIV. La deteccidn
delapresencia de anticuerpos IgM en el liquido cefalorraqui-
deo puede ser Util para diagnosticar la encefalitis causada
por arbovirus, VZV, EBV y sarampién. Por otro lado, la reali-
zacion de la RT-PCR en muestras obtenidas de la gargantay
la nasofaringe puede ayudar a establecer el diagnéstico de
infecciones por adenovirus, influenza o sarampién. Ademas,
la deteccién de |a presencia del virus en las heces puede ser
atil para diagnosticar una infeccién por enterovirus®.

El objetivo de este estudio fue evaluar la incidencia de
los agentes virales en muestras clinicas de liquido cefalo-
rraquideo obtenidas de pacientes con sospecha clinica de
meningoencefalitis que concurrieron al hospital durante el
ano 2022, y, ademas, evaluar la existencia y determinar el
grado de asociacién entre el estado inmune de los pacien-
tes y la proporcion de positivos de los agentes virales pre-
sentes en las muestras.

Materiales y Métodos

Se realizé un analisis retrospectivo, descriptivo utilizan-
do muestras de liquido cefalorraquideo de pacientes que
concurrieron al nosocomio con sintomas de infeccion en el
SNC durante el periodo de enero a diciembre de 2022.
En total, se examinaron 71 pacientes con sospecha de en-
cefalitis/meningoencefalitis viral. Para extraer el material
genético, se us6 el kit de extraccidn viral MagCore, utili-
zando el equipamiento MagCore ® Automated Nucleic Acid
Extractor Plus Il de Bioars. La amplificacién del material se
llevé a cabo mediante la técnica de reaccién en cadena de
la polimerasa en tiempo real (RT- gqPCR/qPCR] utilizando el
equipo automatizado Cobas 7480 de Roche. Se utilizaron
los reactivos Elitech MGB Kit (HSV 1 y 2, CMV, EBV, VZV] y
TiomolBiol para hEV. Todos los procedimientos se llevaron
a cabo siguiendo rigurosamente las recomendaciones del
fabricante. Para analizar las posibles asociaciones entre
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Tabla l. Pacientes detectados/no detectados segln estado inmunolégico.

Inmunodepresién Tatel emelfacts Inmunodepresién % Porcentaje de
No Si No Si positividad

No detectable 25 40 37,88% 60,61%

HSV-1 66 1,52%
Detectable 0 1 0,00% 1,52%
No detectable 25 40 37,88% 60,61%

HSV-2 66 1,52%
Detectable 0 1 0,00% 1,52%
No detectable 15 30 33,33% 66,67%

ViV 45 0,00%
Detectable 0 0 0,00% 0,00%

Inmunodepresién Inmunodepresién % Porcentaje de
No Si No Si positividad

No detectable 10 26 25,6% 66,67%

CMV 39 ?,69%
Detectable 0 3 0,00% ?,69%
No detectable 8 22 20,5% 56,41%

EBV 39 23,08%
Detectable 1 8 2,56% 20,51%
No detectable 24 43 35,3% 63,24%

hEV 68 1,47%
Detectable 0 1 0,00% 1,47%

» HSV-1, virus herpes simplex-1; HSV-2, virus herpes simplex-2; VZV, virus de varicela - zéster; CMV, citomegalovirus; EBV, virus

Epstein-Barr; hEV, enterovirus humano.

variables, se emplearon técnicas estadisticas utilizando el
programa SPSS 27.0. Se realizaron estudios de frecuencia
y pruebas de asociacion de variables categéricas mediante
eltest de Fisher. Ademas, se analiz6 la fuerza de asociacion
con coeficientes phiyV de Cramer.

Resultados

Se analizaron 71 muestras de LCR de pacientes con sos-
pecha de encefalitis/meningoencefalitis viral. Estas mues-
tras correspondieron a 37 hombres y 34 mujeres. El rango
etario de los pacientes analizados fue de 0 a 89 afios con
una mediana de 36 afos. La poblacién de mayor frecuencia
fue la de recién nacidos, con 12 muestras. La mediana fue
de 36 afios con el percentilo 25 en 15 afos y el percentilo
75 en 53 afios. Durante el estudio, se detectd la presencia
de virus en 15 de las muestras analizadas. No todas las
muestras fueron analizadas para todos los virus debido a
la existencia de patégenos primarios (HSV-1; HSV-2; hEVY,
VZV] y patdgenos secundarios (EBV y CMV] de acuerdo con
el algoritmo planteado en el estudio de KL, Tyler* . Los re-
sultados obtenidos indicaron una baja tasa de positividad
(muestras con resultado detectable para determinado
agente viral / muestras analizadas para ese agente viral)
de los virus HSV-1, HSV-2, VZV y hEV, con tasas de positivi-
dad del 1,52% para HSV-1 y HSV-2, 0% para VZV y 1,47% para
hEV. Sin embargo, se encontré una mayor positividad en las
muestras para los virus CMV y EBV, con tasas de positividad
del 7,69% y 23,08%, respectivamente (Tabla 1).

Al examinar la distribucién de los pacientes seguin su
estado inmunolégico, se demostré que el 63% de los casos

presentaba algun nivel de inmunosupresién, con una mayo-
ria de ese porcentual con VIH (45%) (Figura 1).

Se utiliz6 el programa estadistico SPSS STATISTICS 27.0
para evaluarla asociacién entre el estado inmunolégico de los
pacientes y cada virus en estudio. Se aplicé la prueba exacta
de Fisher, y se evalud la fuerza de dicha asociacién mediante
los coeficientes phi y V de Cramer. Los resultados indicaron
una asociacién significativa entre el estado inmunolégico y
los virus CMV (p-valor: 0,400, :0,170) y EBV (p-valor: 0,316, :
0,156). Sin embargo, no se encontrd una asociacion estadis-
ticamente significativa para los virus HSV-1 y HSV-2 (p-valor:
0,621) ni para el virus hEV (p-valor: 0,554] (Tabla Il]).

Figura 1. Distribucién de los pacientes segln su estado
inmunolégico.

L NMUNQOSUPRESION; 45, 63%

u HIV; 32, 45%

MEDICAMENTOS; 2, 3%

RECIEN NACIDO; 11, 15%

NMUNOCOMPETENTE; 26, 37%

Discusion
En comparacién con otros estudios anteriores, este estu-
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Tabla Il. Prueba de Fisher y fuerza de asociacién .

: Testde . . .
Inmunodepresién Total . Hipétesis nula Asociacién
Fisher
No
Si
No detectable 25 40 65
HSV-1 0,621 Acepto 0,097
Detectable 0 1 1
No detectable 25 40 65
HSV-2 0,621 Acepto 0,097
Detectable 0 1 1
No detectable 15 30 45
\7A%
Detectable 0 0 0
> Testde o .
Inmunodepresion Total . Hipdtesis nula Asociacion
Fisher
No
Si
No detectable 10 26 36
CMV 0,400 Rechazo 0,17
Detectable 0 3 3
No detectable 8 22 30
EBV 0,316 Rechazo 0,156
Detectable 1 8 9
No detectable 24 43 67
hEV 0,647 Acepto 0,097
Detectable 0 1 1

» phi/Vde CramerHSV-1, virus herpes simplex-1; HSV-2, virus herpes simplex-2; VZV, virus de varicela - zéster; CMV, citomegalo-
virus; EBV, Virus Epstein-Barr; hEV,

enterovirus humano.

dio mostré un porcentaje de muestras positivas del 21,1%,
inferior al informado por A. Ungureanu en Suiza (44,18%).
En ese estudio, el virus més frecuentemente aislado fue el
Tick-borne Encephalitis Virus, transmitido por garrapatas.
En Brasil, LL. Ledn encontrd una incidencia del 35%, siendo
los virus del dengue y zika los mdas comunes. Por otro lado,
en Venezuela, Zambrano y colaboradores detectaron una
positividad del 28,8% en 322 pacientes estudiados. La va-
riabilidad en la incidencia resalta la importancia de conocer
la poblacién en estudio, asi como la epidemiologia y el es-
tado sanitario de cada regién. En un estudio realizado por
SP Di Bella, donde se analizan solamente los mismos virus
que en nuestro estudio, se obtuvo una incidencia del 26%,
similar a nuestros resultados®? 9.

Al comparar especificamente los virus estudiados, todos
los trabajos presentan una incidencia similar, en linea con el
algoritmo diagnéstico planteado por Tyler KL, donde se de-
tectan inicialmente HSV-1, HSV-2, hEV y VZV, y, si estos son
negativos, se procede a analizar CMV y EBVI* de modo de con-
firmar que el algoritmo de trabajo seleccionado es el correcto.

Nuestro estudio reveld que el estado inmunoldgico no afec-
ta la deteccion de HSV-1, HSV-2, hEV y VZV, pero existe una
asociacion entre el estado inmunoldgico y CMV y EBV. Es im-
portante destacar que el nivel de asociacion es bajo (: 0,17 y :
0,156), pero esto no descarta su existencia. Esta conexion mas
débil puede atribuirse al bajo nimero de muestras positivas en
nuestro estudio, lo que destaca la necesidad de investigacio-
nes adicionales para confirmar las hipétesis planteadas.

Conclusion

El andlisis de las muestras de liquido cefalorraquideo
reveld en general una baja incidencia de los virus HSV-1,
HSV-2,VZVy hEV, mientras que se encontré una mayor posi-
tividad para los virus CMV y EBV. Adem3s, se demostrd una
alta proporcién de pacientes con algun nivel de inmunosu-
presién, de los cuales los pacientes con VIH fueron la ma-
yoria. Los resultados de las pruebas estadisticas indicaron
una asociacién significativa entre el estado inmunolégico y
los virus CMV y EBV. Sin embargo, no se encontraron asocia-
ciones significativas para los virus HSV-1, HSV-2 y hEV.

Este estudio proporciona informacién relevante sobre
la incidencia de infecciones virales en el sistema nervioso
central y su relacién con el estado inmunolégico de los pa-
cientes. Los resultados resaltan la importancia de conside-
rar tanto factores epidemioldgicos (virus neurotrépicos su-
mados a virus circulantes en la regién que, potencialmente,
pueden afectar el sistema nervioso central] como factores
individuales (segln nuestro estudio es de suma importan-
cia conocer el estado inmunoldgico) para analizar y correla-
cionar correctamente los resultados.

Es necesario realizar futuras investigaciones ampliando
el nimero de pacientes analizados para obtener conclusio-
nes mas sélidas y robustas.
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Resumen

Los tipos de HPV de alto riesgo (VPH-AR) mas cominmente aceptados en todo el mundo son el 16 y el 18,
implicados en el 70% de las lesiones cervicales. La implementacion del tamizaje desde los afios 70 ha reducido
la prevalencia de esta patologia. Sin embargo, en los paises subdesarrollados, ain existen muchos problemas
para poner en funcionamiento el tamizaje correcto en toda la poblacién. Objetivos: Describir la distribucién de
los genotipos de VPH a partir de muestras exo/endocervicales desde 2010 hasta 2020, y analizar la correlacién
citoldgica entre las diferentes patologias ginecolégicas. Materiales y métodos: Se analizaron 316 frotis. La
citologia se realizé segun Bethesda 2010. Se llevé a cabo la genotipificacion del VPH, y se obtuvieron los si-
guientes resultados: alto riesgo (AR): 117; bajo riesgo (BR): 76; detectables: 47; indetectable: 44; posible alto
riesgo: 26; desconocido: 6. Respecto de la distribucién, se detectaron: VPH 16 (34), 6(28), 11(21), 58(20),
53(17),33(12),66(11),31(11),54(7),61-62-81 (6). 160 de 316 tenian citodiagnéstico: 31 tenian VPH-BR
y 34, VPH-AR sin lesion visible; 23 inflamatorias tenian VPH-BR (12) y VPH-AR (11); 46 LSIL (lesién escamosa
intraepitelial de bajo grado), con 21 BR, y 25 AR; 11 HSIL (lesién escamosa de alto grado) con 7 HR; 14 ASCUS
(significado indeterminado] con 7 HR; Conclusidn: Se encontrd mayor prevalencia de VPH-AR, con predominio
de 16, 58, 33, 66, 31,45 y 56. EI VPH 18 no presentd una frecuencia elevada. Las muestras citolégicas sin le-
siones visibles, inflamatorias, con LSIL y VPH-AR son las que merecen seguimiento, y |a citologia es importante
aquidebido a las limitaciones de la sola informacién del genotipo.

Palabras clave: VPH, citologia, LSIL, HSIL, carcinoma de cuello uterino, genatipificacion.
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Background: The most widely recognized high-risk HPV types (HR-HPV] are 16 and 18, which are involved in
70% of cervical lesions. The prevalence of this pathology has been reduced thanks to the implementation of
screening since the 1970s. However, in underdeveloped countries, there are still many problems to implement
the correct screening in the whole population. Objectives: To describe the prevalence of HPV genotypes from
315 cervical smears collected from 2010 to 2020, and to analyze the cytological correlation between the dif-
ferent pathologies. Materials and methods: Cytology was performed according to Bethesda 2010. HPV geno-
typing was performed. Results: Genotyping: High risk (HR): 117; Low risk (LR): ?6; Detectable: 47; Undetect-
able: 44; Possible high risk: 26; Unknown: 6. Prevalence: HPV 16 (34), 6 (28], 11 (21], 58 (20), 53 (17), 33
(12),66(11),31(11),54(?),and 61-62-81 (6). Atotal of 160 of 316 could be diagnosed: 31 had HR-HPV and
34 had HR-HPV without visible lesion; 23 inflammatory had HR-HPV 12 and HR-HPV 11; 46 had low-grade squa-
mous intraepithelial lesion (LSIL), with 21 LR, and 25 HR; 11 had high-grade squamous lesion (HSIL), with 7 HR;
14 had undetermined significance (ASCUS) with 7 HR. Conclusion: Higher prevalence of HR-HPV was observed,
with predominance of HPV 16, 58, 33, 66, 31, 45 and 56. HPV 18 did not present high frequency. Cytological
specimens without visible lesions, inflammatory, LSIL, and HR-HPV warrant follow-up, and cytology is impor-
tant because of the limitations of genotypic information alone.

Key words: HPV, Cytology, LSIL, HSIL, Cervical Cancer, Genotyping.
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Introduccién

La infeccidn cervical por papilomavirus (VPH] es una de
las enfermedades de transmisién sexual mas frecuentes en
todo el mundo. La mayoria de las mujeres se infectan poco
después de iniciar la actividad sexual. El pico de prevalencia
se da en mujeres menores de 25 afos, y las infecciones por
VPH, a esta edad, suelen ser transitorias, pero hay un segun-
do pico en mujeres, a los 40 afios, que coincide con la edad
de mayor incidencia de cancer de cuello uterino®.

Se ha demostrado que la infeccién por virus del papiloma
humano de alto riesgo (VPH-AR] esta relacionada con el de-
sarrollo de cancer de cuello uterino, y la persistencia del virus
en las lesiones intraepiteliales de cuello uterino (LEI) es la
base para la aplicacion de las pruebas de VPH para el cribado
y manejo de las pacientes. Existen mecanismos conocidos
para la progresién de lesidn benigna a carcinomas; el mas
famoso es el aumento de las proteinas E6 y E7, pero tam-
bién hay mas, relacionados con las interacciones de estas
dos oncoproteinas con la transicién epitelio-mesénquima y
la activacién de vias de sefalizacion supervivientes®*%. La
mayoria de las infecciones por VPHAR se resuelven esponta-
neamente y no progresan hacia el desarrollo de displasia o
cancer. Los tipos clasicos de VPH-AR son el VPH-16 y el VPH-
18, pero, recientemente, se han identificado muchos otros
tipos de VPH-AR en SIL o cancer de cuello uterino.

Las respuestas inmunitarias celulares del huésped parecen
serla causa de laregresién espontanea de las lesiones cervica-
les. Enlos seres humanos, la mayoria de las lesiones desapare-
cen entre 6 y 12 meses después de su identificacién®.

Los viriones del VPH se producen en las capas diferencia-
das del epitelio escamoso. En la mayoria de los casos, el vi-
rus permanece episomal, ylos viriones se liberan cuando las
capas externas se descaman. En un pequefio nimero de ca-
sos, los tipos de alto riesgo del VPH (VPHAR] se integran en
el ADN celular y producen una infeccidn persistente. Cuando
el VPH se encuentra en su estado episomal, la proteina E2
suprime la expresién de las oncoproteinas, E6 y E7%. Se ha
encontrado E2 en células endocervicales normales en biop-
siasenlas que posteriormente se detectd el genoma del VPH
16. Estos hallazgos concuerdan con los informes que sugie-
ren que E2 es importante durante las primeras etapas de la
carcinogénesis del cuello uterino y que su desaparicién se
corresponde con la aparicién de E? . Si bien las guias de la
OMS recomiendan el tamizaje primario (test de VPH) como
la mejor estrategia, no debe descartarse la utilizacién de la
citologia para el seguimiento de las pacientes portadoras de
VPH-AR en paises en vias de desarrollo, teniendo en cuenta
el costo de los métodos moleculares. Esto es posible porque
la transicién de lesiones escamosas de bajo grado (LSIL),
que ya se ha dicho revierte en la mayoria de las mujeres,
a lesiones escamosas de alto grado (HSIL) es detectable
cuando los frotis se tifien con el método de Papanicolaou y
presentan caracteristicas celulares que permiten diferen-
ciar unas de otras. Ademas, la evolucién a HSIL puede tardar
afos, mas aun cuando existe la posibilidad de evolucionar al

carcinoma cervical, que puede aparecer mas de una década
después desde la presentacion de LSIL®S,

Conocer el genotipo del VPH podria ser una herramien-
ta atil para comprender también la correlacién entre su
prevalencia y las diferentes lesiones. Los VPH-AR m3s co-
munmente aceptados en todo el mundo son el 16 y el 18,
implicados en el 70% de las lesiones cervicales; el otro 30%
incluye otros VPH-AR como el 31, 33, 35, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66 y 68, mientras que los VPH-AR mds comunes son el
6yel 110,

Cerca del 80% del cancer cervicouterino mundial ocurre
en paises en vias de desarrollo. Laimplementacién del tami-
zaje citolégico y colposcépico desde principios de los afios
70 ha reducido la prevalencia de esta patologia debido al
reconocimiento de lesiones preneoplasicastt. Sin embargo,
en los paises subdesarrollados y en vias de desarrollo, toda-
via existen muchos problemas paraimplementar el correcto
cribado en toda la poblacién, y esto se debe a muchas razo-
nes: la principal es la distribucién de los centros médicos y
la posibilidad de asistir a uno.

Una de las caracteristicas mas importantes en el criba-
do es la forma correcta de obtener los frotis, y, para ello, es
obligatorio encontrar células metaplasicas, y/o células en-
docervicales. Estas son el control de calidad paraunabuena
préctica’?. Un frotis satisfactorio es obligatorio, y el pronés-
tico se basa no solo en eso, sino también en la experiencia
del citélogo, el genotipo, los factores de riesgo e incluso en
predictores mas avanzados como la técnica AgNOR®3.

En Argentina, la vacuna preventiva contra el VPH esta im-
plementada desde 2011 para todas las nifias de 11 afios e
incluye los cuatro genotipos: 6, 11, 16 y 18. La prevalencia
de VPH reportada en nuestro pais muestra resultados simi-
lares para el genotipo 16, que es el mas frecuente, pero los
que le siguen son el 58, 18, 31, 33 y 35, en diferentes pro-
porciones#"16, Debido a la gran extensién de nuestro terri-
torio, es necesario establecer la variacién de genotipos por
provincias o incluso ciudades'’.

Los objetivos de este estudio fueron describir |a distribu-
cién de los genotipos del virus de papiloma humano a partir
de muestras exo/endocervicales, desde el afio 2010 hasta
2020, y analizar la correlacion citoldgica entre las diferen-
tes patologias premalignas y malignas ginecoldgicas y sus
implicaciones clinicas.

Materiales y métodos
Muestras clinicas

Se incluyeron muestras de pacientes que asistieron a
controles ginecolégicos regulares, que contaban con el es-
tudio citolégico realizado dentro de las tres semanas pre-
vias a la toma de muestra, y que dieron su consentimiento
voluntario por escrito para participar en este estudio. Las
muestras debian ser de suficiente calidad como para per-
mitir la genotipificacién de HPV, es decir, que se hubiera ve-
rificado una correcta extraccion de ADN. Se excluyeron las
muestras que no cumplian con lo mencionado previamente.
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Las muestras eran de pacientes de la ciudad de Mar del
Plata y fueron tomadas por personal técnico especializado
en Fares Taie Biotecnologia. EI motivo de consulta era la
prescripcién médica para tipificacion de virus de papiloma
humano. Se recibieron un total de 316 muestras en un pe-
riodo de 10 afios.

Anilisis citolégico

El procedimiento de citologia vaginal se realizé segin
lo descrito previamente por nuestros grupos; surge de las
conclusiones de Bethesda y de numerosos papers donde
se emplean los algoritmos de seguimiento de las pacientes.
Incluye la presencia de células endocervicales y/o metapla-
sicas escamosas para una evaluacién satisfactoria, y se
excluyeron las muestras que presentaban cuellos uterinos
con sangrado profuso®?-18,

Genotipificacién del VPH

EI ADN se extrajo de muestras clinicas cervicovaginales
utilizando el kit comercial DNA High Pure PCR Template prepa-
ration Kit (Roche), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Todas las amplificaciones de ADN por qPCR se realizaron
en un termociclador Rotor Gene (Qiagen, Hilden, Alemania)
utilizando Eva Green ® como colorante fluorescente interca-
lante (KAPA HRM QUICK; Biosystems, Woburn, MA].

Para corroborar una correcta extraccién del ADN, se am-
plificé el gen actina beta con los siguientes cebadores: fw
5-TGCGTGACATTAAGGAGAAG-3' y actina beta rv 5-GCTCGTA-
GCTCTTCTCCA-3’, que amplifica un fragmento de 99 pb de
actina beta humana®®.

Los genotipos del VPH se determinaron mediante pPCR utili-
zando los sistemas de cebadores MY09/MY11 y GP5+/GP6+%C.

Los productos de amplificacién se sembraron en un gel
de agarosa al 2%, y se purificaron con el AccuPrep ®PCR/ Gel
Purification Kit. La reaccién de Sanger se llevé a cabo utili-
zando el kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing, y la
purificacién de la misma PCR se realizé con el kit ZR-96 DNA
Sequencing Clean-up Kit ™ (ZYM0O RESEARCH]) e inyeccidén en
el analizador genético Applied Biosystems 3500.

Los electroferogramas obtenidos se analizaron para de-
terminar el genotipo de cada muestra. Las similitudes de
I ——

Tabla I. Pacientes segun su genotipo.

VPH Pacientes (N)
Alto riesgo 117
Bajo Riesgo 76
Detectable 47

No detectable 44
Posible alto riesgo 26
Riesgo desconocido 6

» VHP, virus del papiloma humano; N, nimero de pacientes.

secuencias se determinaron mediante la herramienta Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST] [https://blast.nchi.
nim.nih.gov/Blast.cgi] del National Center for Biotechnology
Information (NCBI).

Los posibles resultados de los estudios moleculares son:
DETECTABLE, cuando se detecta ADN del virus y se identifica
el genotipo; DETECTABLE NO GENOTIPIFICABLE, en los casos
en los que el ADN viral es detectado, aunque su carga es
muy baja o no es posible determinar el genotipo por secuen-
ciacién a causa de una posible coinfeccion y, por dltimo, NO
DETECTABLE, en los casos en los cuales no se encuentra
ADN viral en la muestra.

Anélisis descriptivo

Los datos recolectados se presentaron como variables
categdricas, como la presencia o ausencia de diferentes ge-
notipos de HPV, y se expresaron en frecuencias y porcenta-
jes. Las variables continuas, como la edad de las pacientes,
Sse agruparon en rangos.

Resultados
Genotipificacion del VPH y estadisticas

Se analizé a todas las pacientes, y las distribuciones se
resumen en la Tabla 1 yla Figura 1. Es importante mencionar
la gran cantidad de alto riesgo, en comparacién con el resto, e
incluso hay que tener en cuenta los 26 casos incluidos en el
grupo de “posible alto riesgo”. Esto se analiza también en el
apartado citolégico, que se puede representar por lesién.
Como se mostrd anteriormente, la Figura 1 indica el porcen-
taje de cada grupo. Sabemos que la mayor frecuencia de
cancer de cuello uterino se sitda en torno a los 30 afios, por
lo que las mujeres se agruparon por edades enlaTabla2 yla
Figura 2.

Una de las caracteristicas mas importantes de la in-
feccién por VPH es la prevalencia de los genotipos que se
pueden encontrar en un determinado pais, y la correlacién
entre sies de alto o bajo riesgo. Si distribuimos el nimero de
I

Figura 1. Representacion de las pacientes por
porcentaje. Se adjunta imagen por separado de
alta calidad corregida.

® Alto riesgo

® Bajo riesgo

® Detectable

® No detectable

® Posible alto riesgo
©® Riesgo desconocido
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Tabla Il. Distribucién de la frecuencia de los dife-
rentes VPH seguln los rangos de edad.

Rango Alto Bajo Posible Descono-
edad Riesgo Riesgo AR cido
(afos) (N) (N) (N) (N)
17-29 37 30 11 2
30-39 39 17 I4 1
40-49 21 14 5 1
>50 4 8 2 2

» AR, altoriesgo; N, nimero de pacientes.

pacientes portadoras de un mismo genotipo, podemaos ver
la frecuencia de cada uno en la Figura 2. La primera figura
muestra la distribucién de VPH-AR, y la Figura 2, la distribu-
cién en nuestra ciudad, que es importante comparar direc-
tamente con otras ciudades e incluso paises. La mayoria
son “no genotipables” (lo mismo que DETECTABLE en la Fi-
gura 1) y “no detectables”, y aun asi, sigue habiendo mas
casos de VPH-AR, de los que el VPH 16 es el mas frecuente.

Para la evaluacién de la distribucién por riesgo, conside-
rando todo el periodo, encontramos un mayor predominio
de los genotipos de alto riesgo entre los afios 2010 y 2020,
como se muestra en la Tabla 3.

En la Figura 3, podemos ver la frecuencia por afio, con un
claro predominio del alto riesgo a través del tiempo, y esto
es una consideracién porque es el mismo lapso en que se
implementé la vacuna.

Andlisis citolégico
Un total de 160 frotis pudieron ser diagnosticados por
citologia. Con una clasificacién segln sus cambios morfo-
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Figura 2. Histograma de frecuencia por genotipo.
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I6gicos, se han distribuido en 7 grupos, como muestran la

Figura 4 ylaTabla 4:

1. Frotis sin lesién, portadores de VPH de bajo riesgo: 31 ca-
sos. 31 de las pacientes sin lesién cervical y con prueba
de Papanicolaou normal estaban infectadas por VPH de
bajo riesgo. Este grupo de pacientes se denomina porta-
doras sanas, y requieren un seguimiento en 3 afios.

. Frotis sin lesién, portadores de VPH de alto riesgo: 34
casos. 34 pacientes, que representan el 21% de todos
los fratis, no tienen lesion y tienen un VPH de alto riesgo.
Este grupo debe tener un seguimiento estricto cuando se
realiza el cribado, con un control de 12 meses?8.

. Frotis con lesiones inflamatorias: 23 casos: a)] VPH de
bajo riesgo: 12 casos; b] VPH de alto riesgo: 11 casos (un
VPH 53]. Este grupo representa el 15%. Casi la mitad de
las pacientes son portadoras de un VPH de alto riesgo.
Aunque todas ellas no presentan alteraciones virales
anormales, estas 11 mujeres, segln el resultado de la

Tabla lll. Distribucién anual de cada VPH segun riesgo.

ARo Alto riesgo (N) Bajo riesgo (N] Posible AR (N) Desconocido (N)
2010 3 9 1 2
2011 4 15 5 1
2012 4 I 3 0
2013 23 I 1 0
2014 9 9 2 0
2015 6 4 / 0
2016 9 3 0 0
2017 15 3 2 3
2018 11 4 5 0
2019 9 6 0 0
2020 22 9 0 0

» AR, alto riesgo; N, nimero de pacientes.
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Figura 3. Histograma del riesgo de genotipo por afio.
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tipificacién, deberian ser controladas mediante citologia
y colposcopia.

4. LSIL: 46: a) VPH de bajo riesgo: 21 casos; b] VPH de alto
riesgo: 25 casos. Este porcentaje es del 31,5% (46/146).
El 53% de los LSIL son portadores de un VPH de alto ries-
go; este es el caso mas frecuente en el que las pacien-
tes pueden evolucionar a HSIL. Alrededor del 12% de los
LSIL globales evoluciona a HSIL si no hay tratamiento,
y se recomienda el control citolégico/colposcépico y/o
la biopsia 2%. EI 47% restante nunca evolucionard a una
patologia peor, y casi todos ellos se eliminardn mediante
inmunologia celular.

5. HSIL: 11: a] VPH de bajo riesgo: 4 casos; b) VPH de alto
riesgo: 7 casos. Este grupo representa casi el 6,4%. Del
total de pacientes con HSIL, el 36% tiene un VPH de bajo
riesgo; esta lesién no esta asociada al virus de bajo ries-
go, por lo que es obligatorio confirmar, ya que podria
tratarse de otro tipo de lesién o de una coinfeccién con
un genotipo de alto riesgo. El grupo mas peligroso esta
representado por el 64% de las mujeres con HSIL y VPH de
alto riesgo. Podria tratarse de dos subclasificaciones de

Tabla IV. Tipos de VPH vs. resultado citolégico.

Evaluacion citolégica | " ("UMETO9€ | ypgR | vPH-AR
Sin lesion 65 31 34
Inflamatorio 23 12 11
LSIL 46 21 25
HSIL 11 4 ?
ASCUS 14 ? ?
Otros 1 - 1
Total 160 ’5 85

» VPH-BR, virus del papiloma humano de bajo riesgo; VPH-AR,
virus del papiloma humano de alto riesgo; LSIL (del inglés,
Low Squamous Intraepithelial lesion,), lesién intraepitelial
de bajo grado; HSIL (del inglés, High Squamous Intraepithe-
lial lesion], lesion intraepitelial de alto grado; ASCUS (del in-
glés, Atypical Squamous cells of undetermined significan-
ce), células atipicas de significado indeterminado.

la neoplasia intraepitelial cervical, CIN, segun Richard: la
menos grave, llamada CINZ, y la peor, CIN3, o carcinoma
in situ. Ambas tienen integracion viral del genoma (y la
mitad de las CIN2 progresa a CIN3], y una gran tendencia
a culminar en carcinoma invasivo. Los tratamientos son
la biopsia, el LEEP y la conizacién.

6. ASCUS: 14: a) VPH de bajo riesgo: 7 casos; b] VPH de alto
riesgo: 7 casos. ASCUS (Atypical squamous cells of un-
determined significance) tiene mas posibilidades de ser
reactivo que neoplasico. Este es un significado dudoso
en citologia. En nuestro trabajo, tenemos la misma pro-
porcién de VPH de bajo y alto riesgo. Segun las recomen-
daciones del consenso de Bethesda, estas pacientes de-
ben someterse a una biopsia para definir el tipo de lesién
que presentan y el tratamiento posterior.

7. Otros: 1: Hubo un caso de carcinoma vulvar in situ. Este
frotis tenfa un VPH 58, que es un VPH de alto riesgo. Se
trata de una lesién muy infrecuente, mas adin en una mu-
jer de 23 afos, que requiere una intervencion quirdrgica.

Discusion

La infeccién por el VPH y el elevado nimero de cance-
res de cuello uterino siguen siendo un problema sanitario.
El manejo de esta patologia ha mejorado desde la implan-
tacion del cribado citolégico, pero, en determinados paises
una distribucién no equitativa de la atencién médica hace
que la aparicidn de HSIL o incluso de carcinomas cervicales
seamuy frecuente, a pesar de todo el conocimiento que hay
sobre este tema.

Tras una evaluacién de un periodo de 10 afos, compro-
bamos que la mayoria de las pacientes que presentaban
una colposcopia o una colpocitologia anormales llegaban a
nuestro laboratorio y se sometian a un estudio genotipico.
L

Figura 4. Distribucién de las lesiones citolégicas y
su diagndstico.

Otros

Sin lesion/VPHAR

inflamatorio

» VPH-BR, virus del papiloma humano de bajo riesgo; VPH-AR, vi-
rus del papiloma humano de alto riesgo; LSIL (del inglés, Low
Squamous Intraepithelial lesion), lesién intraepitelial de bajo
grado; HSIL (del inglés, High Squamous Intraepithelial lesion),
lesion intraepitelial de alto grado; ASCUS (del inglés, Atypical
Squamous cells of undetermined significance), células atipi-
cas de significado indeterminado.
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El primer resultado importante fue la mayor prevalencia de
VPH-AR, en general 22, una condicién obligatoria para el de-
sarrollo del cancer, pero no la Unica. Esta clase de pacientes
son las que necesitan un seguimiento anual 23,

Dividido por rango de edad, también encontramos que
el VPH-AR es prevalente en todas las mujeres, excepto en
las mayores de 50 afios, lo cual también concuerda con la
bibliograffa. Mientras el carcinoma cervical es un cancer de
pacientes jévenes, el carcinoma endometrial es mas comin
en mujeres menopausicas®?,

Como se muestra en la Tabla 3, la mayoria de las pacien-
tes tuvieron un resultado detectable no genotipificable, lo
que significa que, con este método, no se identificé nin-
gun genotipo debido a la baja concentracién de VPH en las
muestras o a la coinfeccién. Es posible que, en algunas de
las pacientes en las que se identificé el genotipo, hubiera
coinfeccién, pero la metodologia de secuenciacién Sanger,
en estos casos, brinda informacion del genotipo mayorita-
rio. El resultado no detectable se debe a que no hay ADN, y
esto es posible porque algunas de nuestras pacientes es-
taban en un control postratamiento o eran sospechosas de
infeccion.

Si bien la metodologia empleada presenta sus limitacio-
nes, permite el estudio de la presencia de todos los genoti-
pos de HPV existentes y no de una cantidad acotada, como
otros métodos comerciales disponibles.

De los que resultaron positivos, el pico de distribucién
esta dado por el VPH 16, que también es conocido mundial-
mente por ser responsable, junto con el VPH 18, del 70% de
las lesiones cervicales. Sin embargo, en nuestro orden de
frecuencia, encontramos que, en Mar del Plata, Argentina,
el VPH 16 es seguido por VPHA-R como el 58, 33, 66, 31, 45
y 56. Si bien estos virus presentes en lesiones premalignas
de cuello uterino no son los que se detectan mayoritaria-
mente en el cancer de cuello uterino, su presencia no puede
ser subestimada®>?’.

Desde 2013, hay una mayoria permanente de VPH-AR,
por lo tanto, debe ser considerado con cautela si hay un
factor que lo estd aumentando en esta poblacién y que
debe ser estudiado. Una consideracion en si misma es la
vacunacién, donde podria haber un desplazamiento de ge-
notipos, puesto que disminuyen los incluidos en la vacuna
y aumentan los de la minoria local. Esto debe investigarse
mas a fondo.

Existen 8 probables/posibles VPH-AR, que son los genoti-
pos 26, 53, 66, 67, 68, 70, 73 y 8228, En nuestra muestra,
estos representan un 8,2%, lo que podria aumentar adin mas
la prevalencia de |a cantidad total de VPH-AR reales. Debido
a la falta de datos sobre su capacidad de transformacion y
relativa baja frecuencia global, solo los incluimos en el ana-
lisis epidemioldgico. pero no, en el citolégico. Es importante
tener en cuenta este punto, porque, en un futuro préximo,
esta caracteristica podria implicar un valor relativamente
mas alto de VPH-AR.

Una de las caracteristicas mas importantes fue el estudio

citolégico. Aquellas mujeres de las que pudimos recoger toda la
informacién, la historia clinica, la citologia y el genotipo, fueron
incluidas en el andlisis, y alcanzaron un total de 160.

Los grupos 2, 3.By4.B, son los que necesitan un seguimien-
to estrecho por ser portadores de VPH-AR, y, en esos casos, la
citologia es muy importante por las limitaciones de la informa-
cién del genotipo Gnicamente. Cualquiera de ellos, si tiene fac-
tores de riesgo, puede evolucionar a HSIL o carcinoma.

El grupo 5.B tiene grandes posibilidades de progresar a car-
cinoma por lo que es obligatorio tratar a esas pacientes inme-
diatamente.

Existe una distribucién relativamente alta de pacientes AS-
CUS, portadoras en la misma proporcién de VPH-AR y VPH-BR.
De acuerdo con las indicaciones médicas, todas deben ser
biopsiadas, pero hay mas posibilidades de que progresen a
HSIL aquellas que tienen VPH-AR por encima del VPH-BR.

En este estudio, tuvimos un frotis extrafio, un carcinoma
vulvar, portador de un VPH-AR. El capitulo relacionado con
este carcinoma y otros, como el anal, el de pene e incluso
el de endocérvix, deben investigarse mas a fondo, pero su
relacion con distintos VPH es cada vez mas clara.

En conclusién, este es el primer analisis epidemiolégico
realizado en la ciudad de Mar del Plata que podria ser utili-
zado para futuras investigaciones y programas nacionales
de planificacién de la vacunacion. No obstante, debemos
destacar la importancia de realizar la genotipificacién y el
estudio citolégico en forma conjunta como métodos com-
plementarios a favor de la evolucién del paciente.
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Resumen

Introduccién: La neumonia vinculada a la ventilaciéon mecanica (NAVM] es un evento frecuente en las unidades
de cuidados intensivos (UCI]. Se asocia con mayor morbimortalidad, incremento de la internacién, del consu-
mo de antimicrobianos y del riesgo de seleccién de la resistencia bacteriana. Objetivo: Analizar los resultados
microbioldgicos de las muestras respiratorias (MR] de pacientes en AVM, de dos periodos (P1 y P2, en la UCI
de adultos en un hospital de agudos. Materiales y métodos: Se realizé un estudio descriptivo, retrospectivo y
observacional; se compararon los resultados en relacién con el tipo, cantidad y calidad de MR, agente causal y
determinantes de resistencia prevalentes de los periodos mencionados. Las MR se procesaron segun proce-
dimientos normalizados. La identificacion y las pruebas de sensibilidad se realizaron con Phoenix (V2.20.0/
V6,91A; Becton Dickinson, USA) y pruebas fenotipicas manuales. Para establecer las diferencias significativas,
se uso el estadistico Chi® (p<0,05; Epidat, V2.0). Resultados: Se procesaron 90 MR en P1 y 105 en P2; el aspi-
rado traqueal fue la MR prevalente, con mejora de la calidad en P2. En P2, se observd descenso en la prevalen-
cia de K. pneumoniae, y aumento de Acinetobacter spp.y Proteus spp. (p<0,05), a la vez que un cambio en el
fenotipo de resistencia a carbapenemes con prevalencia de K. pneumoniae-KPC en P1 y Proteae-Metalo-car-
bapenemasa en P2. Conclusiones: El cambio ocurrido en |a prevalencia de los microorganismos y del perfil de
resistencia evidencia la importancia de vigilar la epidemiologia de los agentes asociados a NAVM para adecuar
el tratamiento empirico inicial (TEI) y establecer medidas para su control.

Palabras clave: infecciones asociadas al cuidado de la salud, neumonia asociada a la ventilacién mecanica,
aspirado traqueal, unidad de cuidados intensivos, resistencia antimicrobiana, vigilancia.
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Introduction: Ventilator-associated pneumonia (VAP] is a common event in Intensive Care Units (ICU]. Itis as-
sociated with greater morbidity and mortality, increased hospitalization, higher antimicrobial consumption,
and increased risk of selection of multi-drug resistant bacteria. Objective: To analyze the microbiological results
of respiratory samples from patients with VAP, in the adult ICU in a general hospital during two periods (P1 and
P2). Materials and Methods: a descriptive, retrospective and observational study was carried out. The results
were compared in relation to the type, quantity and quality of respiratory samples, causal agent and the preva-
lent resistance determinants in both periods. Respiratory samples were processed according to standardized
procedures. Identification and sensitivity tests were performed on the Phoenix system (V2.20.0/V6.91A; Bec-
ton Dickinson, USA) and phenotypic tests. To establish significant differences, the Chi? statistic was performed
(p<0.05; EpiDat, V2.0). Results: Ninety respiratory samples were processed during P1 and 105 during P2; the
prevalent respiratory sample was endotracheal aspirate, with quality improvement in P2. In P2, a decrease in
the prevalence of Klebsiella pneumoniae and an increase in the prevalence of Acinetobacter spp. and Proteus
spp. (p<0.05) were observed. Results also showed a switch in the carbapenem resistance phenotype, with
prevalence of carbapenemase-resistant K. pneumoniae in P1 and Proteae-Metallo-carbapenemase-resistant
K. pneumoniae in P2. Conclusions: The switch observed in the prevalence of microorganisms and their resis-
tance profile shows the importance of monitoring the epidemiology of VAP-associated agents, to adapt the em-
pirical regimen and establish control measures to prevent VAP.

Keywords: Health care-associated Infections, ventilated-associated pneumonia, tracheal aspirate, intensive
care unit, antimicrobial resistance, surveillance.
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Introduccién

Las infecciones asociadas al cuidado de la salud (IACS] se
definen como “todo cuadro clinico, causado por la presencia
de uno o varios agentes infecciosos o sus toxinas, que se
desarrolla durante la asistencia en el hospital u otro centro
sanitario, sin evidencia de estar presente o en incubacién al
momento del ingreso. Incluyen aquellas que aparezcan des-
pués del alta y que estén relacionadas con la internacién, asi
como las infecciones ocupacionales contraidas por el perso-
nal sanitario®.”

Las IACS representan un importante problema de salud
publica y, aunque son controlables, prolongan la estadia hos-
pitalaria, aumentan la morbimortalidad y los costos para el
sistema sanitario®.

La neumonia vinculada a la ventilacién mecdnica (NAVM]
es una de las IACS m3s frecuentes en las unidades de cuida-
dos intensivos (UCI) y se asocia con mayor morbimortalidad,
prolongacién de |a estadia hospitalaria e incremento del con-
sumo de antimicrobianos® con el consecuente aumento del
riesgo de seleccién de la resistencia bacteriana®®.

La mortalidad atribuible a la NAVM es controvertida debido
ala vulnerabilidad de los pacientes en unidades criticas; sus
cifras varian entre las distintas UCI y centros de salud, aun-
que oscilan entre el 5 y el 25%*5. Segudn el informe del Pro-
grama Nacional de Vigilancia de Infecciones Hospitalarias de
Argentina (VIHDA), en el 2021, la tasa de incidencia alcanzé
16.9/1000 dias de asistencia ventilatoria mecdnica (AVM] en
UCI polivalentes’ mostrando un incremento constante cada
afio, por lo que el abordaje de esta infeccién constituye una
prioridad. Conocer la epidemiologia local es importante para
adecuar el tratamiento empirico inicial (TEI] al tratamiento
acorde con el antibiograma.

El objetivo de este trabajo fue comparar los resultados
microbiolégicos de las muestras respiratorias estudiadas de
pacientes en asistencia ventilatoria mecdnica, internados en
la Unidad de Cuidados Intensivos del HIGA Evita de Lanus en
los periodos: junio de 2020 a marzo de 2021 yjunio de 2021
amarzo de 2022 (P1y P2, respectivamente].

Materiales y métodos
Se realizé un estudio retrospectivo, descriptivo y obser-

vacional de los datos disponibles de los cultivos de las MR

realizados en el laboratorio de bacteriologia del HIGA Evita
de Lanus, provenientes de pacientes adultos en AVM inter-
nados en UCI, Unidad Coronaria (UCO] y Unidad de shock
room (USR). El anélisis se centrd en la informacién micro-

bioldgica correspondiente a los periodos de junio/2020 a

marzo/2021 (P1) yjunio/2021 a marzo/2022 (P2).

Para la correcta interpretacion de los resultados de las
muestras estudiadas se aplicaron:

1. Criterios preanaliticos: se incluyeron las muestras debi-
damente identificadas con los datos del paciente y remi-
tidas en recipientes estériles.

2. Criterio de calidad: definido en relacién con la observa-
cién microscépica en fresco y por la tincién de Gram; se

consideraron de buena calidad aquellas muestras que
presentaron > 25 leucocitos y < 10 células epiteliales es-
camosas /campo de 100X &

3. Criterios microbiolégicos: los resultados de los cultivos
se expresaron como: No se aislan bacterias: cuando
no se detectd desarrollo microbiano; Flora de via aérea
superior (FVAS): cuando se aislaron comensales comu-
nes de la flora orofaringea; Flora colonizante o polimi-
crobiana: cuando se obtuvo crecimiento de uno o mas
microorganismos no habituales en la flora orofaringea
en muestras que no cumplieron con los criterios de ca-
lidad establecidos; Muestras jerarquizables: aislamiento
de hasta dos o tres microorganismos que superaron los
siguientes puntos de corte: 104 UFC/mL en mini-BAL (La-
vado broncoalveolar no broncoscépico; 10° UFC/mL en
aspirado traqueal de pacientes bajo tratamiento antimi-
crobiano y 10% UFC/mL en aquellos sin tratamiento %10,
en muestras con los criterios de calidad microscépicos.
Criterio de rechazo: se aplicé a las MR que no cumplieron
con el criterio preanalitico.

Procesamiento de las muestras

Pretratamiento: en las MR con alto contenido mucoso, se
mezclaron partesiguales de lamismay de N- acetil cisteina al 1%.

Cultivo semicuantitativo: De la solucién obtenida, o de la MR
sin pretratar, se realizé una dilucién 1/10 en solucién fisiol6-
gica estéril. A partir de esta dilucién, se realizaron cuatro dilu-
ciones seriadas, (diluciones finales 1/10.000 y 1/ 100.000),
lo que permitié una correcta cuantificacion de las unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml]). Se sembraron
0,1 ml de las diluciones finales en placas de agar cromogénico
(Agar Chrom ID® CPS® Elite, Biomérieux, Brasil) y agar chocolate
(Laboratorio Argentino, Argentina).

Las placas de cultivo se incubaron a 37°C en atmdsfera nor-
mal para los medios cromogénicos y suplementada con C0O;
para los agares chocolate. Se realizé una primera observacion
del desarrollo bacteriano a las 24 horas con posterior lectura
alas 48-72 horas. Los resultados se informaron como UFC/ml.
Atodas las muestras se les realiz6 la tincién de Ziehl-Neelsen
para visualizar bacilos cido - alcohol resistentes, y la colora-
cién de Gram. No se realizaron cultivos micolégicos.

Laidentificacién bacterianaen el nivel de géneroy especie,
y la concentracion minima inhibitoria (CIM) de los aislados se
realizaron con el sistema automatizado Phoenix® Phoenix®
2.20.0./V6,91A, Becton Dickinson, USA). En el caso de ser ne-
cesario, se incorporaron pruebas de identificacion manual y
de antimicrobianos no incluidos en los paneles Phoenix”. Los
mecanismos de resistencia se confirmaron con métodos fe-
notipicos. La sensibilidad a colistina (COL) se realizg por el
método “col-Drop”*!. Se investigd la meticilino -resistencia en
los aislados del género Staphylococcus, la resistencia a glico-
péptidos en las especies del género Enterococcus, y la pro-
duccién de carbapenemasas en los bacilos Gram negativos,
que fueron considerados los mecanismos de resistencia de
impacto clinico.
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Andlisis de datos

Como bases de datos, se utilizaron los sistemas informa-
ticos Hexa-LIS V4 y EpiCenter (EpiCenter: V7.00A/V6.91A).
Los datos obtenidos se analizaron utilizando el programa
Excel (Microsoft 365, version 2112, para Windows). Para
el andlisis estadistico de estos, se usaron tablas de con-
tingencia con los resultados de las variables a comparar; a
efectos de establecer las diferencias y sus significancias,
se usG el estadistico Chi? (para un valor de p<0,05) y el pro-
grama EpiDat V2.0.

Consideraciones éticas

El estudio fue aprobado por el Comité Cientifico y el Comi-
té de Etica e Investigacion de la institucion. Este proyecto
se enmarcé como “practica epidemioldgica obligatoria” en
establecimientos de salud, en el contexto del Programa de
Vigilancia de Infecciones Asociadas al Cuidado de Salud,
por lo que no se requirié de consentimiento informado. No
se realizé ningln procedimiento fuera de los estandares de
atencion. Se respetd la confidencialidad de |a identidad de
los pacientes, por el uso de una codificacién alfanumérica.

Resultados
Periodo 1

Se estudiaron 90 MR procedentes de 66 pacientes (Tabla
1]; 86 fueron aspirados traqueales (At) y 4 mini-BAL, que repre-
sentaron el 96% y el 4%, respectivamente. La clasificacién de
las muestras segun criterios de jerarquizacién se detalla en la
Figura 1. La procedencia de las muestras por servicio de inter-
nacidn se detalla en la Tabla ll.

De las muestras jerarquizadas, se obtuvieron 113 aislados.
La distribucién de los microorganismos segun su clasificacién
por la tincién de Gram se detalla enla Tabla Ill. La frecuencia de
cada microorganismo se detalla en la Figura 2.

En 89 delos 113 aislados, se estudid la sensibilidad antimi-
crobiana; 38 (42,7%) presentaron alguno de los mecanismos
de resistencia bajo vigilancia.

En 17/51 (33%) Enterobacterales se confirmé la produccidn
de carbapenemasas; 11 (82%) presentaron el fenotipo KPC. El
82% de las carbapenemasas se detectaron en Klebsiella pneu-
moniae. Todos los Acinetobacter spp disponibles para prue-
bas de sensibilidad (n=15] resultaron multirresistentes, solo
sensibles a COL. De 8 Pseudomonas aeruginosa, 2 produjeron
carbapenemasas. En 3/13 (23,1%) S. aureus, se confirmd la

Figura 1. Clasificacién de las muestras respiratorias
segun el criterio de jerarquizacién usado.
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0 [ | _
MUESTRAS NO SE AISLAN FLORA FVAS
JERARQUIZADAS* BACTERIAS POLIMICROBIANA/
COLONIZANTE
CRITERIO

m PERIODO 2020-2021 PERIODO 2021-2022
» En el periodo 2021-2022, hubo un aumento significativo de
muestras jerarquizadas (p=0,030; Xi2:4,69; OR= 0.5536

(0.323-0.947]. FVAS: flora de vias aéreas superiores.

meticilino-resistencia. Se documentd un Unico aislado de Ente-
rococcus faecium resistente a vancomicina.

Periodo 2

Se estudiaron 105 MR procedentes de 68 pacientes (Ta-
bla 1); 104 fueron At y 1 BAL, que representaron el 99% y el
1%, respectivamente. La clasificacién de las muestras se-
gun criterios de jerarquizacion se detalla en la Figura 1. La
procedencia de las muestras por servicio de internacidn se
detallaenlaTablall.

De las muestras jerarquizadas, se obtuvieron 113 aisla-
dos. La distribucidon de los microorganismos de acuerdo con
su clasificacién por la tincién de Gram se detalla en |a Tabla
lll. La frecuencia de cada microorganismo se detalla en la
Figura 2. Se observa que en ambos periodos predominaron
las bacterias Gram negativas, que representan cerca del
80% del total de bacterias jerarquizadas.

En 106 de los 113 aislados, se estudié la sensibilidad
antimicrobiana, 52 (49,1%) presentaron alguno de los me-
canismos de resistencia bajo vigilancia. En 16/44 (38,4%)
Enterobacterales se confirmé la produccién de carbapene-
masas, y 13 (81%) presentaron el fenotipo metalo-carbape-
nemasa (MBL]. El 81,3% de las carbapenemasas, se detec-
té enintegrantes de la tribu Proteae. Todos los aislamientos
de Acinetobacter spp (n=33) presentaron multirresistencia

Tabla I. Distribucién de los pacientes segln su género.

Periodo 2020-2021 Periodo 2021-2022
Pacientes segln su género* % N o
Varones 43 68 30 44
Mujeres 23 32 38 56
TOTAL 66 100 68 100

» *p=0,014; Xi2:5,97; OR=2,36 (1,17-4,75). El cambio en la relacién varén / mujer fue estadisticamente significativo.
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Tabla Il. Cantidad de muestras procesadas segun el servicio de internacion.

Periodo 2020-2021 Periodo 2021-2022

Procedencia de la muestra por servicio de internacién n % n A
Ucl 64 71 105 100

uco 18 20 0 0

USR 8 9 0 0
Total 90 100 105 100

» UCI, Unidad de Cuidados Intensivos; UCO, Unidad Coronaria; USR Unidad de shock room.

solo sensible a COL. De 7 Pseudomonas aeruginosa, solo
una produjo carbapenemasas. En 2/7(28,6%) S. aureus, se
confirmd la meticilino-resistencia. No se aislaron Enterococ-
cus spp, en este periodo.

Si se comparan los porcentajes de resistencia encontra-
dos para los mecanismos de resistencia de impacto clini-
coen P1yP2 (42,7%y 49,1%, respectivamente], estos no
presentaron diferencias significativas (p=0,375; XIZ: 0,78;
0R=0,774[0,439-1,36]).

Discusion

La neumonia asociada a ventilacién mecdanica (NAVM]
estd definida como aquella que ocurre luego de 48 h del inicio
de la asistencia respiratoria. Es la primera causa de infeccién
en el paciente ventilado y presenta elevadas tasas de morbi-
mortalidad. Dada su gravedad, ante la sospecha de NAVM, se
deben tomar muestras e iniciar de inmediato el TEI®,

Durante los periodos analizados, se recibieron 90 MR en
elP1y105enel P2,de 66 y68 pacientes, respectivamente.
Se proces6 un mayor nimero de MR de mujeres en el segun-
do periodo (58%) (p<0,05; X;°=5,97;0R=2,36 [1,17-4,75]).

Figura 2. Distribucién de microorganismos aislados en las muestras procesadas en cada periodo.
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Microorganismo aislado

m PERIODO 2020-2021

PERIODO 2021-2022

» *Microorganismos que presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los periodos estudiados. Se observé una
disminucién en aislamientos de Klebsiella pneumoniae en el P2 con respecto al P1 (p=0.00063, Xi?>=11.70), junto a un aumen-

to de aislamientos de Acinetobacter spp. (p=0,010, Xi°=6

,57) y miembros de |a tribu Proteae (p=0,0023, X?i=9,32) en el P2.
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Tabla lll. Distribucién de microorganismos segun la clasificacién por la tincién de Gram.

Periodo 2020-2021

Periodo 2021-2022

Clasificacion segun tincion de Gram* N % n %
Microorganismos Gram positivos 24 21,2 20 17,7
Microorganismos Gram negativos 89 78,8 93 82,3

Total 113 100 113 100

» *p=0,50; Xi®=0,45; 0R=0,79 (0,41-1,54). No se encontré diferencia significativa.

Durante el P2, solo se recibieron MR de UCI, mientras que,
en el P1, de UCI, Unidad Coronaria (UCO) y Unidad de shock
room [USR). Esto se debi6 a que, durante el P1, tanto UCO
como USR funcionaron como UCI polivalente ante la necesi-
dad de aumentar las camas disponibles debido al inicio de la
pandemia por COVID-19. M3s del 96% de las MR procesadas
durante ambos periodos fueron At. Al ser este un método ac-
cesible, no cruento para obtener secreciones en el paciente
ventilado, y cuyos resultados, de acuerdo con la literatura,
se correlacionan con los obtenidos con los métodos invasi-
vos, la muestra resultante es actualmente la més utilizada
para el estudio etiolégico de la NAVM3®,

En relacién con la calidad de las MR, en el P2 se obtuvo
un mayor nimero de muestras jerarquizables (p<0,05;
Xi®=4,69; 0R=0.5536 [0.323-0.947]). El At comenzd a ser
usado mas frecuentemente durante la pandemia por CO-
VID-19. Esto pudo impactar en la calidad de las muestras
debido a un mejor entrenamiento del personal en cuanto
al procedimiento de toma y procesamiento de las mismas.
El rendimiento del At puede tener variabilidad debido a que
es afectado por factores como el tiempo de evolucién de la
neumonia, la administracién de antibidticos, la dificultad
para diferenciar entre agente causal de colonizacién, y la
demora de su procesamiento puede causar descenso o so-
brecrecimiento del recuento bacteriano®2.,

Se ha reportado en la literatura que, en la etiologia de la
NAVM, predominan los bacilos Gram negativos !4, dato que
fue coincidente con los resultados de ambos periodos, infor-
macion que es relevante para establecer el TEI.

Segun el informe del Programa VIHDA correspondiente a
2021, los principales microorganismos documentados en
NAVM en 54 UCI de Argentina fueron (%): Acinetobacter spp
(21,7), Pseudomonas aeruginosa (20,4), Klebsiella pneu-
moniae (19,0), Staphylococcus aureus (14,2), Serratia
marcescens (4,3), S. maltophilia (3,6) y Proteus mirabilis
(3,4)°. En nuestro estudio, se obtuvo el mismo nimero de
microorganismos totales documentados en las MR de cada
periodo, con diferencias significativas en la frecuencia in-
dividual de tres de las seis especies mas prevalentes. Se
observé una disminucién significativa de aislamientos de
Klebsiella pneumoniae (p<0.05, X;?=11.70) y un aumento
de aislamientos de Acinetobacter spp. (p<0.05, X;?=6,57)
y de integrantes de la tribu Proteae (p<0.05, X;?=9,32] en
el P2; para los restantes tres aislados mas frecuentes, Sta-
phylococcus aureus, Corynebacterium spp y Pseudomonas

aeruginosa, no hubo diferencias. Si comparamos estos da-
tos con los del Programa VIHDA, si bien hay coincidencia de
los microorganismos mas prevalentes, existen variaciones
en la frecuencia relativa de cada uno de ellos, o que marca
laimportancia de conocer la epidemiologia local.

Uno de los mayores problemas relacionados con el ma-
nejo clinico de la NAVM y otras IACS es el aumento en la
prevalencia de microorganismos multidrogorresistentes
(MDR]. Esto puede llevar a una mayor tasa de administra-
cién de TEl inadecuado, lo cual esta asociado a una mayor
mortalidad®. En los bacilos Gram negativos, la resistencia a
carbapenemes es una de las mas preocupantes por su rapi-
da diseminacién, alta prevalencia y consecuente limitacion
de opciones terapéuticas.

De acuerdo con los datos de este estudio, todos los Aci-
netobacter spp, estudiados en los P1 y P2 presentaron un
perfil de MDR, solo sensible a COL. La resistencia a carba-
penemes debida a carbapenemasas se presenté en el 33%
y 38,4% de los Enterobacterales en los P1 y P2, respectiva-
mente (p>0,05). Si bien este dato no presenté diferencia,
hubo un cambio en la epidemiologia, dado que el microor-
ganismo portador del determinante de resistencia a carba-
penemes prevalente en el P1 resulté ser Klebsiella pneu-
moniae (81%) y, en el P2, correspondid a la tribu Proteae
(81,2%). Del mismo modo, hubo un cambio del fenotipo de
resistencia a carbapenemes prevalente: el fenotipo KPC en
el P1 y el fenotipo MBL en el P2. Con respecto a Pseudomo-
nas aeruginosa, no se hallaron diferencias en la resistencia
a carbapenemes, ya que permanecié similar en prevalencia
y perfil de resistencia en cada periodo. Tampoco hubo dife-
rencias en la meticilino- resistencia en S. aureus, con 23,1%
y 28.6% para P1 y P2, respectivamente.

Respecto del cambio en la prevalencia de los microorga-
nismos observada entre ambos periodos, un dato a conside-
rar fue el aumento del uso de COL. Durante el P1, se usaron
386 frascos de COL, mientras que en el P2 se usaron 1064
frascos ampolla, lo que se traduce en un aumento de 2,8
veces de la DDD/1000xdia para una ocupacién de camas
similar en ambos periodos y cercana al 100%. Teniendo en
cuenta que el consumo de antibidticos puede seleccionar
aquellos microorganismos resistentes a los mismos, como
ocurre con la tribu Proteae respecto de COL, se plantea esta
situacién como una hipétesis de interés y que debera ser
motivo de investigacion.

Segun el documento elaborado en 2018 por la Sociedad
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Argentina de Infectologia (SADI) y la Sociedad Argentina de
Terapia Intensiva [SATI), se recomienda que el TEl sea acor-
de con la epidemiologia local, estratificacidn por dias de in-
ternacion en UCI y hospitalaria (temprana <4 dias o tardias
>5 dias) y factores de riesgo para microorganismos MDR®.
Por este motivo, conocer los microorganismos causales de
NAVM en cada institucién permite una mejor identificacién
de los pacientes en alto riesgo de infeccidn por patégenos
MDR, como suelen ser los bacilos Gram negativos, y evita el
uso de antibiéticos de amplio espectro cuando la infeccién
es causada por microorganismos sensibles'® 7.

Conclusiones

La correcta interpretacion de los resultados microbioldgi-
cos, en pacientes en AVM, implica una alta sospecha clinica, y
sumado a los parametros clinicos y radioldgicos que sugieren
NAVM 9, el laboratorio aporta la etiologfa.

Este estudio se bas6 fundamentalmente en el relevamien-
to y analisis de los resultados microbioldgicos, y esto puede
ser asumido como una limitante del mismo. No obstante, el
cambio en la frecuencia de los microorganismos aislados en
las MR y del perfil de resistencia detectados en ambos perio-
dos '8 pone en evidencia laimportancia de vigilar los agentes
asociados a NAVM, ya que permite adecuar el TEly establecer
medidas apropiadas para su prevencién y contencion.
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ARTICULO ORIGINAL

Portacion rectal de bacilos productores de carbapenemasas, en la
unidad de cuidados intensivos de adultos de un hospital del conurbano
bonaerense. Analisis del impacto de las medidas de control de infecciones

mediante un estudio de cohorte

Rectal carrying of carbapenemase-producing bacilli in the adult intensive care unit of a hospital in suburban
Buenos Aires, Argentina. Analysis of the impact of infection control measures through a cohort study.
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Resumen Introduccidn. Vigilar la portacidn rectal de bacilos productores de carbapenemasas (PR-BPC) permite
conocer el impacto de las medidas de control de infecciones (MC). Objetivo: Evaluar la eficacia de las
MC aplicadas. Materiales y métodos: Se realiz6 un estudio de cohorte prospectivo, antes (PI] y después
(PP) de implementar las MC, en la Unidad de Cuidados Intensivos de Adultos de un hospital de agudos.
Durante 4 meses, se estudiaron 155 hisopados rectales de 97 pacientes (PP), por PCR multiple (BD
Max™ System, Becton Dickinson, USA] y pruebas fenotipicas. Resultados: La PR-BPC fue de 48% en am-
bos periodos. NDM fue la carbapenemasa prevalente y aumentd del 40,4% al 59,1% en el PP (p<0,05]. En
cada cohorte, 25% de los pacientes portadores tuvo una infeccién posterior por un bacilo productor de
carbapenemasa. Conclusién: El hecho de que la PR-BPC resultase similar en ambos periodos sugiere que
las MC no tuvieron el impacto esperado.

Palabras clave: carbapenemasas, portacion rectal, vigilancia, medidas de control.

Abstract Introduction. Monitoring the rectal carrying of carbapenemase-producing bacilli (PR-BPC) allows knowing
the impact of infection control measures. Objective: To assess the effectiveness of the control measures
applied in the adult intensive care unit of a hospital in suburban Buenos Aires, Argentina. Materials and
methods: A prospective cohort study was conducted before (PI) and after (PP) the implementation of the
control measures in the Adult Intensive Care Unit of the hospital. For 4 months, 155 rectal swabs from 97
patients PP] were studied by multiplex PCR (BD MaxTM System, Becton Dickinson, USA) and phenotypic
tests were performed. Results: PR-BPC was 48% in both periods. The prevalent carbapenemase was NDM
and increased from 40.4% to 59.1% in PP (p<0.05). In each cohort, 25% of the carrier patients had a sub-
sequentinfection with carbapenemase-producing bacilli. Conclusion: The fact that PR-BPC was similar in
both periods suggests that the control measures did not have the expected impact.

Keywords: carbapenemases, rectal carrying, surveillance, control measures.
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Introduccién

La portacion rectal de bacilos Gram negativos productores
de carbapenemasas (PR-BPC] es un evento posible en perso-
nas hospitalizadas. Los pacientes colonizados estan en riesgo
de desarrollar infecciones por estos microorganismos, con es-
casas opciones de tratamiento.

La investigacidn sistematica de la PR-BPC es una estrategia
para prevenir la diseminacién de estas bacterias y optimizar la
terapia empirica inicial de las infecciones que pudieran ocurrir,

Mediante un estudio realizado en la Unidad de Cuidados
Intensivos de adultos (UCIA) de nuestra institucién, se reveld
que la tasa de PR-BPC fue del 48,6%°. Esto llevé a implementar
medidas de control, de acuerdo con diversas guias y recomen-
daciones orientadas a prevenir y controlar la propagacién de
bacilos Gram negativos multirresistentes, que consistieron en
revisar el cumplimiento del aislamiento de contacto, intensi-
ficar la higiene de manos, monitorear la higiene hospitalaria y
el circuito de los desechos y optimizar el uso de las facilidades
hospitalarias”®. El objetivo de este trabajo fue determinar elim-
pacto de las medidas mencionadas.

Materiales y métodos

Se realiz6 el estudio de la PR-BPC antes y después de la
implementacién de medidas de control. En dos periodos de
vigilancia no consecutivos, de 4 meses cada uno, se evalué
una cohorte prospectiva de pacientes internados en una UCIA
del conurbano bonaerense. La cohorte del primer periodo (PI:
9/9/2021 al 5/1/2022) se usé como modelo para comparar®,
y, en la segunda cohorte (PP: 9/9/2022 al 9/1/2023), la me-
todologia para incluir a los pacientes fue: 1]- Hisopado rectal
(HR) de ingreso a la UCIA: incluyd pacientes con un antece-
dente de hospitalizacién, incluso en centros de tercer nivel,
y/o antecedente de internacion en la UCIAen los 6 meses pre-
vios; 2)- Alas 48 -72 h del ingreso, se hisopd al paciente que
no fue estudiado al ingreso o cuyo primer HR resulté negativo,
3]- Seguimiento durante la estadia en la UCIA: incluyé a los
pacientes con un HR negativo realizado con no mas de 72 h
del HR previo, procedimiento que continud hasta el egreso o
hasta la condicién de portador.

Criterios de exclusion: se excluyeron los HR con materia fecal
visible y/o no rotulados y/o sin la planilla de recoleccién de datos.

La PR-BPC se investigé por PCR mdiltiple (BD Max™ Sys-
tem, Becton Dickinson, USA], directamente del HR®. Los HR
con PCR negativa se estudiaron a través de métodos fenotipi-
cos, por eso, para cada muestra rectal, se usaron dos hisopos.

Estudio fenotipico: el HR se sembré en placas de agar
cromogénico (CPSID3, BioMerieux, Brasil). Todo crecimiento
compatible con BGN se estudié con el test de sinergia con dis-
cosimipenem (10pg, Laboratorio Britania, Argentina) y mero-
penem (10pg, Laboratorio Britania, Argentina), enfrentados
a discos con &cido fenilborénico (APB 300ug, Laboratorio Bri-
tania, Argentina) y EDTA/SMA (372ug de acido etilendiamino
tetraacético, mas 900pg de mercaptoacetato de sodio; Labo-
ratorio Britania, Argentina), y la prueba Blue Carba®>10:11,

Se registraron los datos de edad, sexo, fecha de ingreso

a la UCIA, tiempo de estadia, motivo de ingreso, enfermedad
de base/comorbilidad, fecha y condicién de egreso, resultado
del HR, infeccién posterior por BPC, obtenidos de las historias
clinicas, del reporte diario de la UCIA y de Bacteriologia, y se
volcaron en una base disefiada en hojas de Excel (Microsoft
365). Las variables cualitativas se expresaron mediante
frecuencias y porcentajes. Las variables cuantitativas se
describieron con la media y el desvio estandar (DE] o con la
mediana y el rango intercuartilico (RIC 25-75) segun su dis-
tribucién. Las variables discretas se analizaron con el test de
Xi2 o Fischer; las variables continuas se analizaron con el test
de t o Kruskall - Wallis. Se considerd significativo un valor de
p<0.05. Se usé el programa Jamovi (V2.3.28].

Consideraciones éticas

El estudio fue aprobado por el Comité Cientifico y el Comi-
té de Etica en Investigacién de la institucién. Este protocolo
se realizé en el contexto de “vigilancia de brotes epidémicos
o de infecciones intrahospitalarias”. La dispensa del proce-
so de consentimiento informado se encontrg justificada en
el protocolo y contemplada dentro de las excepciones de las
Pautas CIOMS 2016. Se preservd la identidad de los pacien-
tes mediante su codificacion alfanumérica.

Resultados

La vigilancia posterior a las medidas de control se realizé des-
de el 9/9/2022 al 9/1/2023; incluyé 155 HR de 97 pacientes; 47
resultaron positivos, lo que representa una tasa PR-BPC del 48,5%.

El 26,8% de los pacientes ingresé a la UCIA por un proceso
infeccioso. El 77,3% presentd al menos una comorbilidad/
enfermedad de base. La frecuencia de aparicion fue (n]: hi-
pertension arterial [HTA] (22]; diabetes [DBT] mas HTA (14]);
tumor sélido [TS] (5); TS méas DBT (4]); TS méas HTA (4); TS méas
HTA mas DBT (4); enfermedad pulmonar obstructiva crénica
[EPOC] (3);insuficiencia renal crénica [IRC] (3); DBT (2); EPOC
mas HTA (2]); EPOC mas DBT (2};. insuficiencia renal [IR] mas
DBT (2]; EPOC méas HTA mas DBT (2); EPOC mas HTA mas IRC
(2); inmunosupresion (2], y otros (2] (Tablal)®.

En 17 pacientes portadores (36,2%), se detecté mas de untipo
de carbapenemasa. Por PCR, se diferenciaron 66 enzimas con la
siguiente frecuencia (n): NDM 59,1% (39); 0XA-48like 38,1%(21);
KPC 6,1% (4] y VIM/IMP 3,0% (2], y no hubo resultados falsos ne-
gativos (PCR: negativa/Cultivo: positivo para BPC) 1113 (Tabla ).

La infeccién por un PCR : negativa/Cultivo: positivo para BPC, se
confirmé en 12/47 pacientes portadores y en 2/50 pacientes no
portadores (p<0,05] (Tablas Iyll).

El seguimiento de los pacientes hasta su egreso (alta,
traslado, pase a sala u 6bito}, permitié conocer que la tasa de
mortalidad de los pacientes colonizados (42,6%) fue signifi-
cativamente mayor respecto de los pacientes no colonizados
(16,0%) (X?=8,3; p=0,0039; OR=0,257[0,099-0,66]). El tiem-
po de internacién hasta el egreso, en la poblacién negativa,
presentd una mediana de 7 dias (RIC: 5,75]); en los pacientes
colonizados, la mediana fue de 22 dias (RIC: 23,0). En ambas
cohortes, se obtuvo una PR-BPC del 48,5% (Tabla 1)®.
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Figura 1. Porcentaje acumulado de pacientes colonizados
en relacién con el tiempo de internacién en cada periodo.

100
933 W00

01 9177 .
2 a8 -

1 2ss|
i3
20 |' 1”
z,s _':
o

2 14 18 20 22 26 30 56
Dias de internacidn.

Porcentaje acumulado de pacientes
=

« Vimaalincar nat e e e e timaalfar ar 0

» Cada barra representa el porcentaje acumulado (%AC) de pacien-
tes colonizados, en funcidn de los dias de internacion; la linea de
puntos indica la tendencia. %AC-PI (P1);%AC-PP(P2): porcentaje
de pacientes acumulados en cada periodo, respectivamente.

En relacién con las edades, los pacientes del PP resultaron
algomas jévenes. En cada cohorte, lainfeccion no fue el motivo
de internacién predominante (PP=26,8%; PI=35,1%); si bien su
porcentaje fue menor en el PP, no tuvo diferencias significati-
vas (p>0,05). Con respecto a la presencia de comorbilidades,
se encontré una diferencia que puede indicar una mayor sus-
ceptibilidad de los pacientes del Pl [Xi2:4,08; p=0,04;0R=1,47
[0,17-0,99]) (Tabla |)®.

En ambas cohortes, el porcentaje de pacientes colonizados
por mas de un tipo de carbapenemasas resultd similar: predo-
minaron las metalo-f3-lactamasas (p>0,05), y NDM fue la enzi-

ma prevalente, con un incremento significativo en la segunda
etapa de vigilancia (p=0,04; X;?=4,07; 0R=0,46 [0,22-0,98])5;
el porcentaje de infecciones causadas por BPC, posterior al HR
fue significativamente mayor en los pacientes portadores res-
pecto de los no portadores (p<0,05) (Tablas 1y ll).

Se compard la proporcién de pacientes con infeccién poste-
rior por BPC entre los pacientes colonizados y no colonizados
del propio periodo. En este dato, no se obtuvo diferencia signi-
ficativa (p>0,05), aunque la tasa de infeccién en los pacientes
no colonizados del PP (4,0%) fue menor que la de los respecti-
vos pacientes del Pl (7,9%) (Tabla ).

Finalmente, se analizé eltiempo desde elingreso de los pacien-
tes hasta el estado de portador; en los pacientes del Pl, los dias
hasta el HR (+] resultaron en promedio 18,1 (mediana 13,7 [RIC:
15,8]) y, para los pacientes del PP, resultaron en promedio 11,0
(mediana 7 [RIC: 12]], lo que muestra que los pacientes del PP
se colonizaron mas rapidamente. En forma mas gréfica, a las 48
h de internacién, el 21,3% de los pacientes del PP ya presentaban
un HR (+], mientras que en el Pl solo, un 2,8% (Figura 1; Tablal).

Discusién

Vigilar activamente la PR-BPC contribuye a prevenir su dise-
minacién y medir la eficacia de las acciones de contencién®’
Los datos de este estudio muestran que el cumplimiento de
las medidas implementadas no fue el adecuado, ya que no se
redujo la tasa de colonizacién existente. Se observé una suer-
te de similitud entre los pacientes de ambas cohortes: aunque
los pacientes del PP resultaron algo mas jévenes, con menor
porcentaje de comorbilidades y menor porcentaje de infeccién
por BPC en los no colonizados, y, a pesar de que este grupo de

Tabla I. Caracteristicas demograficas y clinicas. Hallazgos microbiolégicos de los pacientes de cada periodo de estudio.

Periodo inicial [PI) Periodo posterior p
Caracteristicas N=74 alas medidas (PP)
N=97
Edad media en afios (+DE) 59,5 (+15,45) 56,0 (x17,09) ns
Sexo masculino - n (%) 52 (69,3) 64 (65,9) ns
Presencia de al menos una comorbilidad/enfermedad de base - n
(%) 66 (89,2) ?5(77,3) p=0,04
Internacién por un cuadro infeccioso - n (%) 26 (35,1) 26 (26,8) ns
Portadores de BPC - n (%) 36 (48,6) 47 (48,5) ns

*Determinante genético de resistencia prevalente

en los pacientes HR(+): NDM - n (%)
Colonizaci6n por mas de un tipo de enzima - n (%)
!Paciente HR (+) con infeccién posterior - n (%)
%Paciente HR (-] con infeccién posterior - n (%)

Promedio de dias al HR (+)
Mediana (RIC)

21/52 (40,4) 39/66 (59,1) p=0,04
14 (38,9) 17 (36,2) ns
9/36 (25,0) 12/47 (25,5) ns
3/38(7,9) 2/50 (4,0) ns
18,1 11,0 | e
13,7 (15,8) 7 (12)

» DE, desvio estandar; BPC, bacilo productor de carbapenemasas; NDM, Nueva Delhi metalocarbapenemasa; HR, hisopado rectal;
HR (+], paciente portador de BPC; HR (-], paciente no portador. *Dato construido con base en el total de determinantes gené-
ticos de resistencias hallados en cada periodo; 0R=1,02 (0,37-2,79); 20R=0,48(0,07-3,06).
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Tabla Il. Infeccién por BPC posterior al estudio de portacién en los pacientes de cada periodo .

Periodo posterior a las medidas (PP) Periodo inicial (PI)
g N=97 N=74
Infeccién por BPC HR(+) HR() HR(+) HR()
n(%  n(%) n (%) n (%)

Si 12 (25,5) 2(4) 9(25) 3(7,9)

No 35(74,5) 48 (96) 27 (75) 35(92,1)
p <0,05* <0,05**

OR (1C95%) O0R=8,22 (1,70-39,12) OR=3,88 (0,95-15,7)

» BPC, bacilo productor de carbapenemasa; HR, hisopado rectal; HR (+], paciente portador de BPC; HR (-], paciente no portador.

Test de Fisher* p=0,0026/**p=0,04.

pacientes fue asistido luego de las medidas implementadas, la
tasa de PR-BPC fue similar al PI.

En ambas cohortes, se demostrd que el porcentaje de in-
feccién por BPC y el tiempo de internacién fueron significativa-
mente mayores en los pacientes colonizados.

En el PP, la PR-BPC fue un evento que aparecié mas precoz-
mente. Esto llevd a plantear que, posiblemente, los pacientes,
al ingresar a la UCIA, ya estén colonizados, como resultado de
una amplia diseminacién nosocomial de estos microorganis-
mos, y, de esta manera, se pone en evidencia la “endemia”
de la institucién. Este hecho representa un desafio para crear
nuevas estrategias de prevencion, lo que debera ser objeto de
nuevas investigaciones.
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Resumen

Introduccién: Las pruebas moleculares, seguidas de citologia en mujeres positivas para HPV, proporcio-
nan un aumento significativo de la sensibilidad y especificidad en la deteccidn temprana de la neoplasia
cervical. Objetivos: a) Evaluar los resultados de la prueba cobas ® 4800 HPV (Roche), introducida como
estrategia de deteccién primaria del cancer cervicouterino en los algoritmos locales, y b) Caracterizar la
distribucién de genotipos empleando técnicas de secuenciacién masiva. Materiales y métodos: Se tami-
zaron 3685 mujeres, de entre 30 y 64 afios, con patologia cervical desconocida. Se recolectaron muestras
para pruebas de HPV y de citologia, como prueba de triage. Las muestras positivas para HPV fueron ana-
lizadas por secuenciacién masiva. Resultados: La positividad global para HPV de alto riesgo fue del 12,6%
(464/3685). Dentro de las muestras positivas, los HPV 16 y 18 estuvieron presentes, en infeccién simple
o combinada, en el 20,7% (96/434] y el 13,8% (64/434) de los casos, respectivamente, mientras que, en
el 72,8% (338/464) de los casos, se identificaron exclusivamente otros genotipos de HPV de alto riesgo,
distintos del HPV 16 y 18. Conclusiones : El ensayo comercial utilizado permitié la genotipificacion parcial,
lo que posibilité la estratificacion del riesgo y priorizé la toma de decisiones clinicas en mujeres positivas
para HPV 16 y 18. La implementacién de rutina de la genotipificacién ampliada mediante secuenciacién
masiva permitira afrontar nuevos desafios en el abordaje de la epidemiologia molecular del HPV.

Palabras clave: Papillomaviridae, virus del papiloma humano, epidemiologia molecular, tamizaje, cancer
cervicouterino.
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Introduction: Molecular assays followed by cytology in Human Papillomavirus (HPV]-positive women pro-
vide a significant increase in sensitivity and specificity in the early detection of cervical neoplasia. Objec-
tives: a) to evaluate the results of the “Cobas 4800 HPV Test” (Roche), introduced as a primary screening
strategy for cervical cancer into the local algorithms; and b] to characterize the distribution of genotypes
using massive sequencing techniques. Materials and Methods: A total of 3685 women between 30 and
64 years of age with unknown cervical pathology were screened. Samples were collected for HPV testing
and cytology as a triage test. HPV-positive samples were further analyzed by massive parallel sequenc-
ing. Results: The overall positivity for high-risk HPV was 12.6% (464/3685). Among the positive samples,
HPV 16 and 18 were present in simple or combined infections in 20.7% (96/434) and 13.8% (64/434) of
the cases, respectively, whereas exclusively high-risk HPV genotypes other than HPV 16 and 18 were
presentin 72.8% (338/464) of the cases. Conclusions: The commercial assay used allowed partial geno-
typing, particularly enabling risk stratification and prioritizing clinical decision making in women positive
for HPV 16 and 18. The routine implementation of extended genotyping through massive sequencing will
allow facing new challenges in addressing the molecular epidemiology of HPV.

Keywords: Papillomaviridae, Human Papillomavirus, Molecular Epidemiology, Screening, Cervical Cancer.
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Introduccién

La infeccién persistente por el virus del papiloma humano
(HPV, por sus siglas en inglés) es un requisito necesario, pero
no suficiente, para el desarrollo del cancer cervical (CC)*. Por
este motivo, solo una pequefia proporcién de mujeres infecta-
das desarrolla lesiones premalignas, conocidas como neopla-
sia intraepitelial cervical de grado 3 (NIC3) y adenocarcinoma
in situ, las cuales, con el tiempo, pueden progresar a cancer.

Hasta la fecha, se han descrito mas de 200 genotipos de
HPVZ, de los cuales més de 40 infectan el tracto anogenital y
aerodigestivo. Catorce de estos estan asociados con un mayor
riesgo de desarrollar CC y son considerados HPV de alto riesgo
oncogénico (HPV-AR)3. Los genotipos 16, 18, 31, 33, 35, 45,
52 y 58 estdan presentes en el 90% de los casos de CC, siendo
los genotipos 16y 18 responsables del 70% de los tumores®.

Mundialmente, se estima que en 2022 aproximadamente
662000 mujeres fueron diagnosticadas con CC y, de estas,
348000 fallecieron por esta causa®. En Argentina, alrededor de
4600 nuevos casos de CC son diagnosticados cada afio, y casi
la mitad de las mujeres muere a causa de la enfermedad. E1 82%
de estas muertes ocurre en mujeres mayores de 40 afios®.

En la provincia de Cérdoba, la tasa de mortalidad esta por
debajo de la media nacional’. Sin embargo, podria existir un su-
bregistro de casos, especialmente en poblaciones vulnerables,
ya que un estudio reciente identifica el CC como el cdncer més
prevalente en mujeres adolescentes y adultas jévenes de la
provincia de Cordoba®.

La evidencia actual indica que el tamizaje del CC utilizando
ensayos que detectan el material genético del HPV es mas
efectivo que el uso de métodos basados en citologia®. Si bien
existen numerosos métodos moleculares para la deteccién del
virus, es fundamental que los mismos estén validados clinica-
mente para detectar infecciones virales asociadas al riesgo de
desarrollar NIC de grado 2 o superior (NIC2+). La mayoria de los
métodos comerciales disponibles para genotipificar el HPV es-
tan basados en hibridacién, RFLP o PCR en tiempo real'C. Las
pruebas moleculares, seguidas de citologia en mujeres positi-
vas para el virus, proporcionan un aumento significativo de la
sensibilidad y de la especificidad clinicas en la deteccién tem-
prana de la neoplasia cervical.

Las técnicas de secuenciacién de nueva generacion [NGS,
por sus siglas en inglés] existen desde hace varias décadas,
pero, recién en los ultimos afios, comenzaron a cambiar el po-
tencial diagndstico de los laboratorios de microbiologia clinica y
salud publica'!. Estas metodologfas, altamente sensibles, posi-
bilitan la deteccién de genotipos del HPV presentes en un bajo
ndmero de copias, y la caracterizacion de infecciones multiples.
Adema3s, permiten la identificacién de nuevos genotipos y de-
terminar si el virus se ha integrado al genoma celular, un evento
genético clave en el desarrollo y la progresién a CC'2. A pesar de
todas estas ventajas, las técnicas de NGS adn no se implemen-
tan rutinariamente en el entorno clinico debido a la falta de es-
tandarizacion, directrices de calidad y costos més elevados®3.

Argentina cuenta con el Programa Nacional de Prevencién
de Céncer Cervicouterino (PNPCC)**, cuyo objetivo principal

es reducir la incidencia y mortalidad debida a este tipo de neo-
plasia. Para ello, disefia, implementa y evalUa estrategias para
fortalecer los programas de prevencién provinciales. En la pro-
vincia de Cérdoba, el Programa Provincial de Prevencién de Can-
cer de Cuello Uterino en Atencion primaria (PPCCUAPS] cuenta
con una prueba comercial de HPV validada para el tamizaje
desde el afio 20171°. Si bien esta prueba se implement6 hace
varios afos, se dispone de escasos datos poblacionales sobre
los genotipos circulantes en el ambito local. Conocer a fondo la
epidemiologia molecular del HPV en la era vacunal aportara in-
formacién para la toma de decisiones sanitarias. La vigilancia
epidemiolégica impactara en el desarrollo de nuevas férmulas
vacunales y la adecuacidn de las pruebas de HPV utilizadas en
el tamizaje para optimizar su desempefio. Asimismo, podria
contribuir en el nivel individual a una mejor estratificacion del
riesgo de desarrollar CC y a la toma de decisiones terapéuticas,
una vez establecida su sensibilidad clinica.

En este sentido, el objetivo del estudio fue proporcionar in-
formacién actualizada sobre la epidemiologia molecular del
HPV en mujeres tamizadas en el contexto del programa de pre-
vencién de CC de la provincia de Cérdoba.

Materiales y métodos
Poblacidn de estudio

Se realiz6 un estudio transversal, observacional y retros-
pectivo en el cual se evaluaron muestras de cepillados cer-
vicouterinos, recolectadas en la ciudad de Cérdoba en el pe-
riodo de mayo 2021 - mayo 2022, en el marco del PPCCUAPS.

Segun el algoritmo utilizado, a las mujeres con una prue-
ba de HPV positiva, se les ofrecié acceder a una evaluacién
adicional. Dicho triage incluyé: citologia cervical, colposco-
pia y, eventualmente, la toma de una muestra de biopsia
para confirmacién diagndstica. Los resultados de citologia
se clasificaron segun el sistema Bethesda 2001y las his-
tologfas, seglin la nomenclatura de LASTY?.

Los criterios de inclusién del programa de tamizaje fue-
ron: no estar gestando, no haberse sometido a histerecto-
mia total, no presentar citologia anormal previa y el cum-
plimiento de las condiciones de preparacién previa de las
pacientes para la toma de muestra adecuada.

Las participantes prestaron su consentimiento para la
realizacion de los estudios ginecolégicos que forman parte
de sus controles de rutina.

Las mujeres participantes se clasificaron en siete grupos
etarios: 30-34 afos, 35-39 anos, 40-44 aios, 45-49 afios,
50-54 afos, 55-59 afos y 60-64 afos, para el andlisis de la
positividad de HPV-AR y la distribucién de genotipos.

Deteccién del HPV

La deteccién y genotipificacién del HPV se realizé con la
prueba cobas® HPV (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim,
Alemania) siguiendo estrictamente las indicaciones del fa-
bricante. La misma detecta y tipifica los HPV-AR mediante
PCR en tiempo real, discriminando los genotipos HPV-16,
HPV-18 de manera individual y, en forma agrupada, otros 12
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genotipos de alto riesgo (HPV-0t: 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58,59, 66,y 68]).

NGS y anélisis bioinformatico

Para la genotipificacién extendida, se amplificé un frag-
mento de 450 pares de bases de laregién L1 del genoma del
HPV utilizando el juego de primers PGMY?€, La preparacién
de librerias se realizé mediante un protocolo adaptado con
el kit COVIDSeq (Illumina, USA] utilizando los reactivos de
preparacién de librerias, a partir del paso de tagmentacion.
La secuenciacién se realizé en la plataforma MiSeq (lllumi-
na, USA) mediante secuenciacion de extremos emparejados
(2x 150 nucledtidos) y fragmentos con un tamafio prome-
dio de 350 nucledtidos.

Las lecturas obtenidas se alinearon contra los genomas
de referencia obtenidos de la base de datos PaVE'®. Se uti-
lizaron Unicamente los genomas correspondientes a ge-
notipos del HPV que tienen tropismo por tejidos de origen
humano (Tabla suplementaria 1). La alineacién se realizé
con BWA?? y se empled la herramienta SAMtools?! para el
filtrado y el mapeo. Se excluyeron las lecturas que no ma-
pearon contra ninguna de las referencias y aquellas conuna
calidad de mapeo menor de 030.

Andlisis estadistico

Se realizé un analisis descriptivo y exploratorio de los da-
tos para calcular las frecuencias de las variables de interés.
Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software
Infostat version 202022, aplicando la prueba de chi cuadra-
do. La significancia estadistica se establecié en p<0,05.

Consideraciones éticas

El estudio se realiz6 de acuerdo con los lineamientos de
la Declaracién de Helsinki de la Asociacién Médica Mundial
y siguiendo las normas éticas locales especificas, estable-
cidas por el Ministerio de Salud de la provincia de Cérdoba,
Argentina.
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Resultados
Caracteristicas de la poblacidn en estudio

Se estudié untotal de 3685 muestras de cepillados cervi-
couterinos, correspondientes a mujeres entre 30 y 64 afios
[edad media: 46 (+ 8) afos]. La positividad global del HPV
fue del 12,6% (464/3685) (ICgs: 11,3 a 13,4]). La mayor
tasa de positividad para HPV se registré en el grupo etario
de 30-34 afios, con tendencia a la baja en los rangos etarios
siguientes, y se observé un incremento a partir del grupo
etario de 50-54 afios (Figura 1).

Distribucién de genotipos

El 13,6% (63/464) de los casos fue positivo para HPV-16;
el 3,7% (17/464), para HPV-18 y el 72,8% (338/464], para
el grupo HPV-0t. En el 9,9% (46/464) de los casos restantes,
se detectaron las siguientes combinaciones: 63,0% (29/46)
HPV-16 + HPV-Ot; 28,3% (13/46) HPV-18 + HPV-Ot; 6,5%
(3/46) HPV-16 + HPV-18 + HPV-0t); 2,2% (1/46) HPV-16 +
HPV-18. La distribucién de genotipos por grupo etario sigue
la misma tendencia que la distribucién global: el grupo HPV-
Ot es el mas abundante, seguido del HPV-16 y, por ultimo,
el HPV-18. En el grupo etario de 30-34 afios, la proporcién
de genotipo HPV-16 es significativamente mayor en compa-
racion con el resto de los grupos etarios (p<0.05). En este
mismo rango etario, aproximadamente un 40% de los casos
corresponde a los dos genotipos de mayor poder oncogéni-
co, HPV-16 y HPV-18 (Figura 1).

Datos citohistolégicos

Del total de participantes con prueba de HPV positiva,
el 37,5% (174/464) respondié a la convocatoria para la
evaluacién adicional o triage concurriendo a la toma de
muestra para la realizacién de estudios de citologia y col-
poscopia. En las citologias patoldgicas (HSIL) se encontré
un 60% (15/25) de casos asociados a la presencia de geno-
tipos HPV 16 y/o HPV-18, mientras que un 40% (10/25) de
los casos estuvo asociado a la presencia de HPV-0t. En las

Tabla I. Distribucién de genotipos segun diagnostico citolégico.

Diagndstico citoldgico

benotipo AG-NOS ASC-H ASC-US HSIL LSIL NILM Total
HPV-16 0 0 0 11 0 10 21
HPV-18 0 1 0 0 1 2 4
HPV-0t 2 5 8 6 14 95 130
HPV-16 + HPV-0t 0 1 0 3 3 4 11
HPV-18 + HPV-0t 0 0 0 1 0 5 6
HPV-16 + HPV-18 + HPV-0t 0 0 0 0 2 0 2
Total 2 14 8 21 20 116 174
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Figura 1. Rango etariovs. positividad y distribucion de genotipos.
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citologias normales (NILM], se encontré un 16,8% (21/125)
de casos asociados a la presencia de genotipos HPV 16 y/o
HPV-18, mientras que un 83,2 % (104/125) de los casos
estuvo asociado a la presencia de HPV-0t (Tabla ). En pa-
cientes con citologia anormal (ASCUS2>), se confirmaron por
histologia 11 casos de CIN3+ (Figura 2). En estas lesiones,
el HPV-16 estuvo presente en el 54,5% (6/11) de los casos;
el HPV-18,enel 18,2% (2/11) de los casos; HPV-16 + HPV-0t,
en 2 casos (18,2%) y, en un caso (9,1%), se detectd HPV-Ot.

NGS

El 12,3 % (57/464) de las muestras positivas para HPV
se secuencid por NGS. Mediante secuenciacién masiva, se
identificaron 26 genotipos diferentes, en su mayoria geno-
tipos de alto riesgo. Un 53,8 % (14/26) de los genotipos en-
contrados no estaba incluido en la prueba cobas® HPV. Los
10 genotipos principales detectados, en orden descendente
de frecuencia relativa, fueron los siguientes: 16 (36,8%), 51
(17,5%), 45 (14,0%), 18 (12,3%), 39 (12,3%), 59 (10,5%),
66 (10,5%),68 (7,0%), 52 (5,3%) y 58 (5,3%).

El43,9% (25/57) de las muestras estudiadas por NGS co-
rrespondid a infecciones multiples, y se identificaron hasta
5 genotipos en cada muestra (Tabla suplementaria 2). En
las cinco muestras con diagndstico de CIN3+ confirmado
por histologia, se identificé el genotipo HPV-16 como infec-
cién simple en el 80% de los casos, mientras que un caso co-
rrespondid a una coinfeccién en la cual se encontré el geno-
tipo de bajo riesgo oncogénico HPV-82, ademas del HPV-16.

Discusion

Los resultados de este trabajo muestran que la positivi-
dad global de la infeccién por HPV hallada en la poblacién
estudiada fue del 12,6%, similar a la obtenida en un estudio
previo realizado en Jujuy, Argentina?3. La mayor positividad
se observé en mujeres jévenes, con una disminucién de
esta a medida que aumenta la edad hasta el rango de 50-
54 anos. Esto se condice con lo reportado por otros estu-
dios donde la positividad mas alta de infeccién por HPV se
registra a edades tempranas, luego de la primoinfeccién, y

Figura 2. Flujograma para el tamizaje de cancer cervical
con prueba HPV Cobas®.

Citologias = ASCUS
N=60 ;

BIOPSIAS CIN3+
N=ll

disminuye con la edad®#2®. Por otro lado, se registré un in-
cremento en la positividad de infeccién por HPV en el grupo
etario de 55-59 afios. Este fenémeno también ha sido ana-
lizado por otros autores >"2° y, en efecto, en un metaanili-
sis sobre la prevalencia del HPV en el ambito mundial en un
millén de mujeres, se describié a partir de los 55 afios en
Africa y América?”. Algunas mujeres, a partir de los 55 afios
de edad, pueden modificar su sistema inmune por procesos
de inmunosenescencia, lo que las hace mas propensas a
infecciones virales. Asimismo, pueden haber estado en con-
tacto con el virus a edades mas tempranas y asi, desarrollar
posteriormente estas infecciones latentes.

La distribucién global de genotipos fue similar a la re-
portada por otros autores que también utilizaron el test de
HPV cobas® como prueba primaria de tamizaje®%3!, siendo
el grupo HPV-0t el mas prevalente, seguido por el HPV-16 y,
por ultimo, el HPV-18. En el grupo etario 30-34 afios, |a pro-
porcién de casos de HPV-16 fue significativamente mayor
que en el resto de los grupos etarios. En conjunto, los casos
de HPV-16 mas los de HPV-18, correspondientes a los geno-
tipos de mayor riesgo oncogénico, representan mas de un
40% de las infecciones en este grupo etario, hecho que se-
fiala el valor de la estratificacién de riesgo y la priorizacién
de latoma de decisiones clinicas.

Este estudio aporta valiosos datos locales sobre |a epide-
miologia molecular del HPV en el contexto de un programa
de tamizaje. Con respecto ala correlacién con la citologia, de
acuerdo con lo esperado, los genotipos de alto riesgo onco-
génico HPV-16 y HPV-18 se encontraron en alta proporcion
en las lesiones HSIL (60%) en comparaci6n con las citolo-
gias normales, donde la proporcién es mas baja (16,8%), y
predominaron los genotipos HPV-0Ot.

Se ha reportado que la adherencia al triage es baja en
paises de ingresos medios®2. Segun nuestros resultados,
menos del 40% del total de mujeres con una prueba de HPV
positiva regresé para la realizacién de citologia y colposco-
pia. En ese sentido, Paolino y col. han propuesto una estra-
tegia para mejorar la adherencia al triage mediante la nueva
citacién de la paciente a través de mensajes de texto®3, que
podria ser aplicable en nuestro entorno.

En la poblacidn en estudio, se encontraron 11 casos de
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CIN 3+ correspondientes a un 2,3% del total de muestras
positivas para HPV. Sin embargo, dada la recaptacién in-
completa de las pacientes positivas para HPV, no es posible
estimar una tasa de deteccién de la patologia.

En las muestras estudiadas por NGS, se detectaron 26
genotipos del HPV. Los mismos correspondieron mayorita-
riamente a genotipos de alto riesgo oncogénico. Estos ha-
llazgos reflejan la variedad de genotipos circulantes en el
ambito local en la poblacién tamizada. Una ventaja signifi-
cativa de NGS fue su potencial para caracterizar infecciones
multiples, asi como también, el descubrimiento de otros
genotipos no incluidos en el ensayo de cobas®. Aunque el
rol de las infecciones multiples en la progresién de la enfer-
medad estad aun en discusidn, algunos autores proponen
que interacciones cooperativas o competitivas entre ciertos
genotipos podrian aumentar el riesgo de desarrollar CC34.
Si bien el nimero de muestras secuenciadas asociadas a
casos en los que se confirmaron alteraciones histolégicas
compatibles con CIN3+ fue bajo, el genotipo HPV-16 estuvo
presente entodas las muestras, principalmente como infec-
cién simple. Esto concuerda con un estudio previo realizado
en nuestro pais donde las lesiones histolégicas de alto gra-
do mostraron una diversidad genotipica significativamente
menor en comparacién con las lesiones de bajo grado, que
mostraron una mayor abundancia de genotipos®®.

La secuenciacién permitié obtener datos cualitativos so-
bre la variedad de los genotipos circulantes en la poblacién
estudiada. Sin embargo, debido al bajo nimero de muestras
secuenciadas por NGS (una de las limitaciones principales
de este trabajo], no es posible calcular las prevalencias de
los diferentes genotipos localmente.

A futuro, la utilizacion de NGS, de reciente incorporacion
en el sistema publico de salud de la provincia de Cérdoba,
permitird el conocimiento mas detallado de la distribucién
de genotipos circulantes, al proporcionar informacién para
la toma de decisiones de politica sanitaria relevantes para
el ajuste de programas de vacunacién y tamizaje.
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Resumen

Introduccién: La hipergammaglobulinemia es el aumento en la produccién de inmunoglobulinas por lin-
focitos B en respuesta a distintos estimulos. Se asocia a varios estados clinico-patolégicos. Objetivo:
Describir la utilidad de la deteccién de la hipergammaglobulinemia, su relacién con distintos estados
clinico-patolégicos y el rol del laboratorio. Materiales y métodos: Se realizé una busqueda bibliografica en
PubMed y Google Académico. Desarrollo: Para detectar la hipergammaglobulinemia, se realizan distintas
técnicas, como la electroforesis de proteinas para un analisis cualitativo, de las inmunoglobulinas que
migran en el sector gamma, la inmunofijacién o inmunoelectroforesis para clasificarla en monoclonal o
policlonal y técnicas cuantitativas para determinar concentraciones de las distintas clases. La hipergam-
maglobulinemia policlonal se presenta en infecciones virales crénicas, patologias autoinmunes y erro-
res innatos de la inmunidad, mientras que la monoclonal se asocia a neoplasias malignas. Conclusién:
Mediante distintas técnicas de laboratorio, se puede identificar la hipergammaglobulinemia y, gracias
a esto, contribuir al diagnéstico del paciente y a la diferenciacién de otros estados clinicos patolégicos.
Palabras clave: hipergammaglobulinemia, proteinograma por electroforesis, inmunoglobulinas, gamma-
patia monoclonal, gammapatia policlonal, inmunofijacién.

Abstract
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Background: Hypergammaglobulinemia is the increase in the production of immunoglobulins by B Lym-
phocytes in response to different stimuli. It is associated with several clinical-pathological states. Objec-
tive: To describe the usefulness of the detection of hypergammaglobulinemia, its relationship with diffe-
rent clinical-pathological states, and the role of the laboratory. Materials and methods: A bibliographic
search was carried out in Pubmed and Google Scholar. Results showed that hypergammaglobulinemia is
detected through different techniques, such as protein electrophoresis for a qualitative analysis of im-
munoglobulins that migrate in the gamma sector, immunofixation or immunoelectrophoresis to classify
it as monoclonal or polyclonal, and quantitative techniques to determine concentrations of the different
classes. Results also showed that polyclonal hypergammaglobulinemia occurs in chronic viral infections,
autoimmune pathologies and inborn errors of immunity, while monoclonal hypergammaglobulinemia is
associated with malignant neoplasms. Conclusion: Hypergammaglobulinemia can be identified through
different laboratory techniques and, thanks to this, it can contribute to the diagnosis of the patient and
the differentiation with other pathological clinical states.

Keywords: hypergammaglobulinemia, proteinogram by electrophoresis, immunoglobulins, Monoclonal
gammopathy, polyclonal gammopathy, immunofixation.
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Introduccién

Las inmunoglobulinas (lgs], constituyentes del suero, se
generan a partir de la activacién y diferenciacién de linfocitos
B (LB) tras la exposicién a antigenos®?. Existen cinco clases:
IgG, IgA, IgM, IgE e IgD, cada una con funciones especificas en
la respuesta inmunel. La hipergammaglobulinemia (HGG)
resulta de la sobreproduccidn de Igs en respuesta a estimu-
los, ya sean infecciosos, autoinmunes o neoplésicos*®.

El perfil densitométrico del proteinograma por electrofo-
resis (PxE) puede revelar la presencia de HGG y clasificarla
como policlonal o monoclonal, segin la morfologia del pico
observado en laregién gamma, comigrando en beta-1, beta-
2, alfa-2; o, entre las fracciones. La presencia de una zona
heterogénea, ancha y difusa en la zona gamma del PxE su-
giere una HGG policlonal (Figura 1) debido a la expansion de
diversos clones de LB, asociada a causas reactivas, autoin-
munes o errores innatos de la inmunidad. La presencia, en
cambio, de una banda homogénea, alta, densay delgada, en
las regiones alfa, beta o gamma del PxE corresponde a una
HGG monoclonal (Figura 2]. Este hallazgo orienta hacia una
gammapatia monoclonal (GM], caracterizada por la prolife-
racién de un solo clon de LB, que requiere estudios adiciona-
les como inmunofijacién, cuantificacién de cadenas livianas
libres y puncion de médula dsea (MO]) para la evaluacion de
la clonalidad®>".

Los objetivos de este estudio fueron describir la utilidad
de la hipergammaglobulinemia para el diagnéstico de dis-
tintos estados clinico-patolégicos y destacar el rol del labo-
ratorio para identificar la hipergammaglobulinemia median-
te distintas técnicas.

Materiales y métodos

Serealizé un estudio de revisidn bibliografica a partir de
la bisqueda, seleccién y anadlisis de articulos cientificos.
Sellevaronacabo blisquedas enla base de datos MEDLINE
a través de su buscador PubMed y en el buscador Google
académico. Se utilizaron los términos: hipergammaglobu-
linemia, gammapatias monoclonales, proteinograma por
electroforesis, maduracién del sistema inmune, técnicas
para determinar inmunoglobulinas, técnicas del labora-
torio de inmunologia, hipergammaglobulinemia en infec-
ciones virales, hipergammaglobulinemia en neoplasias
malignas.

Se seleccionaron publicaciones de los Ultimos diez afios
y publicaciones mas antiguas a las que se hace referencia
habitualmente y que gozan de gran prestigio.

Se incluyeron todo tipo de articulos: trabajos de inves-
tigacion, revisiones, capitulos de libros, recomendaciones
y protocolos de laboratorio, etc.. Dentro de estos, se selec-
cionaron aquellos de revistas con mayor impacto cientifi-
co, de autores reconocidos, con informacidn actualizada y
de calidad con respecto al tema investigado.

Se excluyeron articulos de bajo impacto cientifico, tra-
bajos de investigacién con tamafios muestrales peque-
fios, autores o centros con menor experiencia en el tema.

Desarrollo
Maduracion del sistema inmune y produccién de gammag-
lobulinas

La produccién de inmunoglobulinas esta vinculada a la
maduracién del sistema inmune desde el nacimiento hasta
la adolescencia y se refleja en la variacién de valores de los
distintos isotipos de lgs. Conocer los valores de referencia
de Igs segun la edad es crucial para identificar la HGG®.

Los LB productores de inmunoglobulinas provienen de
las células precursoras del sistema hematopoyético, ma-
duran en MO y se diferencian a células plasmaticas (CP] en
tejidos secundarios®.

Ontogénicamente, se producen mdltiples cambios en los ni-
veles de Igs desde el nacimiento hasta los ocho o diez afios, en
donde se estabilizan y alcanzan los valores de Igs del adulto®®10.

El recién nacido tiene un nimero elevado de LB, pero mi-
nima diferenciacién de CP. Por este motivo, el nivel de todas
las Igs es bajo, excepto IgG gracias al paso transplacentario.
Conforme pasan los primeros meses de vida, los niveles de
IgG disminuyen en forma progresiva creando un bache in-
munoldgico hasta los 6 meses, momento en el cual comien-
za a sintetizar IgG>%10,

La IgM, Unica lg sintetizada por los neonatos normalmen-
te, aumenta rapidamente después del primer mes de vida
como respuesta a la colonizacién intestinal‘®.

La IgA, inicialmente deficiente en el epitelio mucoso intes-
tinal fetal, aumenta en recién nacidos por el aporte del calos-
troy laleche materna'®. Ver valores de referencia en Tabla .

Metodologias para la deteccién de hipergammaglobulinemia
Las alteraciones cualitativas o cuantitativas de las inmu-
noglobulinas forman parte del cuadro clinico de numerosas
enfermedades. En este sentido, resalta la importancia de
cuantificarlas mediante diferentes metodologias’.

Electroforesis de proteinas
Estatécnica consiste en la migracién de las proteinas del
suero a través de un gel (o matriz porosa) en el cual, por

]
Tabla I. Valores de referencia de los distintos tipos de in-
munoglobulinas segun la edad.

IgG (mg/dl) | IgA (mg/dl) | IgM (mg/dl)
RN (término) | 610-1.500 1-4 6-30

3 meses 170-560 5-50 30-100

6 meses 200-670 8-70 30-100

1 afho 330-1.160 10-100 40-170
2-6 afnos 400-1.100 10-160 50-180
/-12 afos 600-1.230 30-200 50-200
Adultos 680-1.530 66-400 36-260

» Fuente: Jolliff CR, Lost KM, Stirvinis PC, Grossman PP, Nolte
CR, Franco SM, et al. Reference intervals for serum IgG, IgA,
IgM, C3 and C4 as determined by rate nephelometry Clinical
Chemistry. 1982;28:126-8. Metodologia: nefelometria.
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Figura 1. Pico policlonal.

j3zo]

\ ! L
Fracciones % % Normal (g/dl)  (g/dl) Normal
Albumin 37,5 52,0-65,1 3,4 3,1- 5,2
Alpha 1 1,7 1,0- 3,0 0,2 0,1- 0,2
Alpha 2 9,6 9,5-14,4 0,9 0,6- 1,2
Beta 1 6,2 6,0- 9,8 0,6 0,4- 0,8
Beta 2 3,7 2,6- 5,8 0,3 0,2- 0,5
Gamma 41,31 10,7-20,3 3,71 0,6-1,6
A/G Ratio 0,60  Tot. Prot. (g/dl) 9,01 6,0- 8,0

accién de un campo eléctrico, seran separadas de acuerdo
con su carga eléctrica y peso molecular. De esta manera,
se obtienen 5 bandas proteicas: albimina, alfaglobulinas
de tipo 1 y 2, betaglobulinas de tipo 1 y 2 y la zona de las
gammaglobulinas. También permite calcular la concentra-
cién de cada una respecto de la concentracién de proteinas
totalestt2,

La electroforesis puede realizarse en soporte sélido don-
de, luego de la separacién, se tifien con colorantes y se cuan-
tifican las fracciones por medio de un densitémetro?14,

Por otro lado, en la electroforesis capilar, se realiza la sepa-
racion de proteinas en un capilar, donde, por la aplicacién de
un campo eléctrico, se produce un flujo electroendosmético
que excede la movilidad electroforética por lo que las protei-
nas migran. Luego de la separacidn, se usan distintos detec-
tores para cuantificar las proteinas. Al comparar este método
con la electroforesis de proteinas en soporte sélido, se ob-
serva que posee varias ventajas: elevada resolucién, mayor
reproducibilidad, precisién y sensibilidad, automatizacién,
rapidez, menores volimenes de muestra y bajo costo!?13,

La electroforesis de orina concentrada se usa para de-
tectar la eliminacién urinaria de cadenas livianas libres
monoclonales [CLLM]; estas son fragmentos de Igs que se
exponen cuando no estan unidas, por lo que se las denomi-
na libres. La eliminacion urinaria se denomina proteinuria
de Bence Jones, y esta presente en GM. Esta técnica aporta
informacién sobre el indice de masa tumoral y permite su
monitorizacién’.

Inmunofijacion
Consiste en realizar la separacién de las proteinas me-

|
Figura 2. Pico monoclonal.

i)
pasmy
\ ‘
=
Fracciones % % Normal (g/dl)  (g/dl) Normal
Albumin 44,1} 52,0-65,1 3,5 3,1- 5,2
Alpha 1 1,9 1,0- 3,0 0,2 0,1- 0,2
Alpha 2 13,0 9,5-14,4 1,0 0,6- 1,2
Beta 1 9,7 6,0- 9,8 0,8 0,4- 0,8
Beta 2 4,5 2,6- 5,8 0,4 0,2- 0,5
Gamma 26,81 10,7-20,3 2,14 0,6~ 1,6
AJG Ratio 0,79 Tot. Prot. (g/dl) 8,0 6,0- 8,0

diante una electroforesis de suero en carriles diferentes.
Luego, se siembran antisueros especificos contra IgG, IgA,
IgM, kappa y lambda que precipitan con la proteina y, des-
pués, se tifien con un colorante especifico para revelar las
bandas reconocidas”1%1314 Esta técnica es sencilla, ra-
pida, sensible, clara y facilmente interpretable por lo que
practicamente sustituyé a la inmunoelectroforesis®!3,

Se utiliza principalmente para GM, ya que permite carac-
terizar el tipo de cadena pesada y liviana que compone la
paraproteina. Sin embargo, no permite cuantificar la HGG. Se
realiza en sueroy, adem3s, en orina concentrada, ya que es
mas sensible y especifica que otros ensayos mas antiguos
de Bence Jones®"11,

Nefelometria y turbidimetria

Esta metodologia se basa en agregar a la muestra de
suero un exceso del anticuerpo (Ac) especifico contra las
Igs que se quieren determinar. Se forman agregados que
dan turbidez y luego, un precipitado que dispersa la luz31°,

Enla turbidimetria, el detector mide el descenso de la luz
transmitida por la dispersion por las particulas, mientras
que, en la nefelometria, se mide la luz dispersada'®*3.

Estas técnicas permiten cuantificar la proteina de manera
rapida y automatizada. Sin embargo, como desventaja, pue-
den existir interferencias por turbidez de la muestra”41°,

Por otro lado, dichas técnicas se utilizan para medir CLLM
en casos de HGG monoclonal en suero y orina mediante
Acs contra estas. Se calcula la razén K/I: un indice alterado
orienta a una produccién clonal de CLLM!?,

Se usan para diagndstico (Dco.) y seguimiento de pa-
cientes con enfermedad renal con gammapatias®?.
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Quimioluminiscencia

Estos tipos de ensayos se utilizan para la deteccion de
IgE debido a su alta sensibilidad, que permite su cuantifi-
cacién, ya que la misma se encuentra en concentraciones
muy bajas en suero?®.

Enlos inmunoensayos quimioluminiscentes, se emplean
moléculas que reaccionan quimicamente con un sustrato
generando un intermediario en estado excitado, que luego
vuelve a su estado basal emitiendo luz. La cantidad de luz
producida es directamente proporcional a la cantidad de
analito presente en la muestra y se determina mediante
una curva de calibracién a partir de estandares de concen-
tracién de Ac conocida*3.

Esta técnica posee ventajas con respecto a otras técni-
cas de deteccién como: uso de etiquetas no isotépicas, sen-
sibilidad mejorada, rapidez, rango de medicién mas amplio,
aplicabilidad a distintos analitos®*3,

Inmunodifusion radial simple

En una matriz de gel de agarosa con antisuero monoespe-
cifico contra la proteina a determinar, distribuido de manera
uniforme, el antigeno (Ag) se difunde libremente, de manera
radial, hasta alcanzar la concentracién de Ag-Ac adecuada,
precipitando en forma de anillo. El cuadrado del diametro
del anillo de precipitacién es directamente proporcional a la
concentracién de Ag. De esta manera, esta técnica permite
cuantificar IgG, IgA e I|gM mediante una curva de calibracién
con patrones de concentracién conocida para cada Ag!31°,

Enla actualidad, ha sido desplazada por otras técnicas de-
bido a que la precipitacion completa lleva un tiempo mayor
(de 24 a 48 h de difusién en cdmara humeda), y, si existen
Igs poliméricas o incompletas, se formaran diferentes halos
de precipitacién segln su peso molecular, que pueden inducir
aresultados erréneos!31°,

Inmunoelectroforesis

Estatécnica permite la separacién de las Igs en un gel de
agar, de acuerdo con la densidad de cargas eléctricas, por
exposicién a una diferencia de potencial. Luego reaccionan
con un antisuero general o especifico en una canaleta. Se
produce la reaccidn Ag-Ac, que se visualiza mediante arcos
de precipitacién que se deben comparar con un patrén co-
nocido?314,

Esta técnica fue reemplazada por la inmunofijacién para
detectar Igs monoclonales, ya que es poco sensible, lleva
un tiempo de 24 h de difusién en cdmara himeda y resulta
dificil de interpretar debido a la dificultad para observar la
pérdida de asimetria y grosor de las bandas®”14,

Causas de hipergammaglobulinemia policlonal
Reactivas

La HGG policlonal esta presente principalmente en infec-
ciones crénicas por virus con gran replicacién, persistencia,
latencia y con tropismo por células linfoides. Se cree que las
diversas especificidades de IgG provocadas por la infeccién

viral resultan del cambio de clase de IgM producida en el re-
pertorio natural de LB'®.

La familia de los Herpesviridiae corresponde a este tipo
de virus e incluye el citomegalovirus (CMV), el virus del her-
pes simple (HSV]) y el de Epstein Barr (VEB). Estos virus son
contraidos principalmente durante la infancia y son preva-
lentes en pacientes inmunodeprimidos con cuadros clinicos
mas graves” 18,

Virus del herpes simple

El HSV causa infecciones liticas en la mayoria de las cé-
lulas, persistentes en linfocitos y monocitos e infecciones
latentes en neuronas'?. Durante la infeccidn herpética, se
desarrolla una respuesta humoral dirigida contra las distin-
tas glicoproteinas de envoltura del virus; de esta manera, se
produce la HGG policlonal®®.

Virus de Epstein Barr

El VEB es el agente etiolégico causante de la mononu-
cleosis infecciosa. Este virus tiene un fuerte tropismo por
LB, se acumula en los ganglios linfaticos y persiste en esta-
do latente. Por otro lado, se activan células T en respuesta a
los LB infectados para controlar su proliferacién®2%, Duran-
te la etapa aguda de la enfermedad se generan diversos Acs
inespecificos transitorios que provocan HGG policlonal de-
bido a la gran proliferacién policlonal de LB y la escasa res-
puesta celular del huésped de esta fase. Luego, se producen
Acs especificos contra distintas proteinas virales que sirven
como marcadores del estadio de la infeccion3+20,

Por dltimo, la HGG es estimulada por la produccién de un
homélogo de la interleuquina IL-10 por accién del VEB. Este
estimula la maduracion de los LB y la produccién de Acs4.

Citomegalovirus

El CMV infecta células epiteliales y puede permanecer la-
tente en monocitos y linfocitos. La primoinfeccién por CMV
es subclinica y, en ocasiones, similar a la mononucleosis
por EBV14:17.20,

La respuesta de Acs contra distintas proteinas del virién
lleva a una HGG policlonal, sin embargo, los Acs neutralizan-
tes tipo IgM e IgG se dirigen principalmente a las glucopro-
teinas de la cubierta.!4

Autoinmunes

Dentro de las patologias autoinmunes, la hepatitis autoin-
mune (HAI}, el sindrome de Sjégren (SSj) y el lupus eritemato-
so sistémico (LES) son las que cursan en mayor medida con
HGG debido a que existe una pérdida de tolerancia a autoan-
tigenos ; esto produce la hiperactivacién de LBy, sumado ala
influencia de citocinas proinflamatorias como BAFF e IL-6, se
da la hiperproduccién de IgG, principalmente®?L,
Hepatitis autoinmune

Es una enfermedad hepatica inflamatoria crénica que se
produce por una respuesta inmunitaria a patégenos exége-
nos que reaccionan de forma cruzada con autoantigenos
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hepaticos similares?>?3. En consecuencia, se activan los LB
y hayuna hiperproduccién de Igs, donde se eleva la IgG prin-
cipalmente con un patrén de puente b-g en un PxE, acompa-
fiado de un ligero aumento de IgM?223, Por otro lado, se acti-
van LT, que atacan el parénquima hepatico y contribuyen a
una inflamacion progresiva crénica®.

En conclusidn, la HAI se presenta con HGG policlonal,
que es caracteristica de esta patologia, lo que permite dife-
renciar entre un Dco. definitivo y probable de HAI, ya que, a
mayores niveles de IgG, existen mas chances de presentar
HAI?4, Ademaés, a la HGG dos veces mayor que el limite su-
perior de referencia se la considera como un factor de mal
prondstico y se la asocia con mortalidad del 90% a los 10
afios sin tratamiento®3.

Sindrome de Sjogren

Es una enfermedad que se presenta con infiltracion lin-
foplasmocitaria de las glandulas de secrecién exocrina cau-
sando sequedad, dolor y fatiga®®2®.

Se presentan autoantigenos por las células epiteliales de
las glandulas, y se desencadena una respuesta inmune e
hiperactividad policlonal de LB con produccién aumentada
de Acs principalmente tipo IgG2®.

Esta HGG policlonal se relaciona con una mayor prevalen-
cia de manifestaciones extraglandulares. Ademas, se asocia
con pruebas diagndsticas positivas como gammagrafia paro-
tidea y biopsia de glandula salival y, por Gltimo, con la presen-
cia de Acs antinucleocitoplasmaticos (ANA], antiantigenos
extraibles del nicleo (ENA) y factor reumatoideo (FR)?®.

Lupus eritematoso sistémico

Es una enfermedad autoinmune crénica, multisistémica
y compleja con gran heterogeneidad en su presentacién cli-
nica y pronéstico®”28, Su fisiopatogenia estd dada por una
desregulacidn de la muerte celular por apoptosis; de este
modo, se liberan a la circulacion autoantigenos modifica-
dos y se produce una respuesta inmune especifica donde
LB autorreactivos generan gran cantidad de Acs causando
HGG de tipo policlonal con predominio de IgG%"28,

Esta HGG esta relacionada con la diversidad de clases y
subtipos de Igs autoinmunes presentes. Dentro de estos,
se encuentran los ANA, Acs antiribosomal P, FR, y, en menor
medida, Acs antifosfolipidos?”.

Errores innatos de inmunidad

Se los define como estados patolégicos en los que existe
un defecto en algin componente del sistema inmune. Sue-
len manifestarse en los primeros afios de vida con infeccio-
nes crénicas o recurrentes?’.

Sindrome de hiper IgM

Esta patologia es causada por la incapacidad de los LB
para completar su activacién, maduracién y diferenciacién
para ser CP productoras de Acs®. Debido a distintas muta-
ciones, se produce un defecto en la ruta CD40L-CD40 o en

las enzimas necesarias para la hipermutacién somatica y
cambio de isotipo. Por lo tanto, estos pacientes presentan
niveles disminuidos de IgG, IgE, IgA y niveles normales o
elevados de IgM, que provocan HGG policlonal®®3L, De esta
forma, se ve afectada tanto la inmunidad humoral como la
celular debido a la cooperacién T-B defectuosa. Ademas, la
respuesta de IgM es defectuosa contra distintos agentes
infecciosos, lo cual lleva a mayor susceptibilidad a infeccio-
nes respiratorias y gastrointestinales®?.

Sindrome de hiper IgE

Se trata de una patologia caracterizada por niveles muy
elevados de IgE, dermatitis eccematoide, infecciones recu-
rrentes de piel y pulmén y formacién de abscesos3*34. Pue-
de producirse por mutaciones en distintos genes que con-
dicionan un déficit en la generacion de células Th17 a partir
de células T CD4+ y, de esta manera, una polarizacién de la
respuesta inmune a un perfil Th2. Este perfil podria facilitar
el cambio de clase de Ig hacia IgE provocando una HGG3334,

Causas de hipergammaglobulinemia monoclonal

Las GM son un grupo de enfermedades neopl3sicas, ca-
racterizadas por la proliferacién descontrolada y la acumu-
lacién en MO de un clon de CP, acompafada de la hiperpro-
duccién de Ig monoclonal. Son mas comunes en personas
de edad avanzada®.

El eventoiniciador es la traslocacion del gen de la cadena
pesada de la lg. Luego, los clones sufren eventos genéticos
adicionales y, junto con un microambiente inmunosupresor
en MO, permiten la evolucién de una condicién precursora a
otra condicion maligna3>36,

Gammapatia monoclonal de significado incierto

Es un trastorno clonal de CP no maligno, sin dafio de 6r-
gano terminal. Algunos factores de riesgo de progresion a
malignidad son: una mayor concentracién del pico del com-
ponente monoclonal a linea de base, picos monoclonales
de IgM o IgA, mayor proporcién de CP en MO, presencia de
proteinuria de Bence Jones, elevacién de la velocidad de eri-
trosedimentacion®3’.

Los pacientes presentan un pico monoclonal no IgM en
sangre < 3 g/dl, concentracion de proteina M en orina <500
mg/dia, < 10% CP en biopsia de M0, ausencia de sintomas y
dafio en érganos dianas. La HGG suele ser principalmente
tipo 1gG3738,

La medicién de proteinas es Gtil para el seguimiento de
los pacientes, ya que un pico monoclonal inferior a 1,5 g/dl,
de tipo IgG y con un nivel normal de CLLM presenta menor
riesgo de transformacién en mieloma multiple (MM)38.

Mieloma miltiple

Es el tumor de CP mds frecuente como consecuencia de
varios sucesos oncogénicos de la serie B. Adem3s, laIL-6 des-
empefia un papel primordial en la proliferacion de LB e inhibe
sumuerte por apoptosis=®.
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Esta patologia suele ser precedida por condiciones precur-
soras como gammapatia monoclonal de significado incierto
(GMSI) o MM latente, las cuales son asintomaticas. Algunos
factores de riesgo de progresién son: proteina M elevada, iso-
tipo no IgG, radio CLLM anormal, CP en MO >20%3°.

Se define porinfiltracién de MO con CP >10% y presencia de
disfuncién orgénica®. Esta se puede evidenciarse por hiper-
calcemia (>11 mg/dl], insuficiencia renal (creatinina sérica
>2 mg/dl), anemia (hb <10 g/dl) o lesiones 6seas liticas®®.

La HGG monoclonal tiene gran importancia en el Dco. debi-
do a que forma parte de los criterios diagnésticos de otras GM
y permite diferenciarlo de estas®. Ademas, la determinacion
de la proteina M se usa para el seguimiento del MM, ya que
uno de los criterios de remisién completa es una inmunofija-

cién negativa en suero y orina’®,

Macroglobulinemia de Waldenstrom

Es una neoplasia de células B causada por una hiperacti-
vacién maligna de un LB posgerminal que se transforma an-
tes del cambio de isotipo. Por esta razén, se caracteriza por
infiltracién de laM0>10 % e HGG monoclonal de tipo IgM3°.

Dentro del sistema internacional de estadificacién para
macroglobulinemia de Waldenstrom (MGW), aquellos pa-
rametros que se asocian con mayor riesgo son: edad >65
afos, hemoglobina <11.5 g/dl, plaquetas <100.000/ ul, b2
microglobulina >3 mg/dl, concentracion de IgM >7 g/dI®°,

La HGG monoclonal por IgM conduce a un aumento de la
resistencia vascular, la viscosidad sanguinea y posible apa-
ricién de autoinmunidad?®.

Amiloidosis de cadenas livianas

Es un trastorno de clones de CP que producen Ig mono-
clonal, que sufre mal plegamiento y agregacién formando el
depdsito amiloide®.

En la MO de estos pacientes, se detecta un porcentaje
bajo de CP y existe unarestriccién clonal de CLLM, principal-
mente tipo lambda3®,

En el PxE de suero, hay ausencia de pico monoclonal de-
bido que las CLLM son filtradas por rifién, pero se encuen-
tran en la orina como una proteinuria de Bence Jones, que
puede provocar toxicidad renal. Por lo tanto, para el Dco.de
amiloidosis, se realiza inmunofijacion en suero y orina (don-
de se encuentran fisiolégicamente concentradas) para ca-
racterizar la paraproteina y, ademas, medicién de CLLM en
suero por nefelometria. Para seguimiento de estos pacien-
tes, se miden CLLM en suero®3840,

Conclusiones

La deteccidn y caracterizacion de la HGG es importante
para detectar la causa que lleva a la hiperactivacién de LB
y aumento de la produccidn de Igs. De esta manera, permi-
te contribuir al Dco. del paciente, diferenciar entre estados
clinicos patolégicos y, por lo tanto, determinar el tratamien-
to mas adecuado. En el caso de la HGG policlonal {causas
reactivas, autoinmunes y errores innatos de la inmunidad],

el PxE y posterior cuantificacién por nefelometria o quimio-
luminiscencia son suficientes para reconocer y caracte-
rizarla, mientras que, en la HGG monaclonal, se requieren
estudios complementarios como inmunoelectroforesis o
inmunofijacion para caracterizar la paraproteina. Ademas,
en patologias como HAl y las distintas GM, la HGG ya esta
dentro de los criterios de clasificacién/diagnéstico, por lo
tanto, es indispensable la medicién de Igs. Asimismo, en
HAI, SSj, GMSI y MGW, una mayor HGG permite establecer un
peor pronéstico. Por dltimo, en GM, tales como GMSIy MM, la
HGG es Gtil para el seguimiento de los pacientes; en el MM,
se mide la proteina M por inmunofijacién y, en la amiloidosis
de CLLM, se mide CLLM en suero por nefelometria.

De este modo, se destaca el papel fundamental del la-
boratorio, ya que, mediante una gran variedad de técnicas
de laboratorio, tales como PxE, inmunofijacién, nefelome-
tria y turbidimetria, complementarias entre si, se pueden
caracterizar las diferentes situaciones clinico-patolégicas,
las cuales son ampliamente utilizadas en los laboratorios
actualmente. Sin embargo, se deben conocer las ventajas y
desventajas de estas técnicas para poder elegir la mas ade-
cuada segun la clinica y el PxE del paciente y poder llegar a
un Dco,, prongstico y monitoreo adecuados del mismo.
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