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de trabajo y facilitar el acceso a la informacidn del paciente. LabPro Manager, LabPro Alert y LabPro Connect en forma conjunta,
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SUMARIQ

Evaluacion de la intervencion bioquimica para la mejora en el diagnéstico de Chagas congénito en un
hospital general

Evaluation of the biochemical intervention for the improvement of the diagnosis of congenital Chagas
in a general hospital

Tkach, Agustina; Delgado, Victoria

Novedoso inmunoensayo multiplex por Citometria de Flujo para la deteccidn simultanea y
discriminativa de GADA e IA-2A en pacientes con Diabetes Mellitus

Novel Flow Cytometric Multiplex Inmunoassay for the simultaneous and discriminative detection of
GADA and IA-2A in patients with Diabetes Mellitus

Guerra, Luciano Lucas; Faccinetti, Natalia Inés; Bombicino, Silvina Sonia; Rovitto, Bruno David; Sabljic,
Adriana Victoria; Trabucchi, Aldana; Penas Steinhardt, Alberto; Poskus, Edgardo; lacono, Ruben
Francisco; Valdez, Silvina Noemf

Deteccidn molecular de Trypanosoma cruzi. Experiencia en un hospital pablico

Molecular detection of Trypanosoma cruzi. Experience in a public hospital

Irurtia, Maria Cecilia; Magdaleno, Maria Alejandra; Peluffo, Graciela; Di Bartolomeo, Susana; Montenegro,
Graciela

Experiencia argentina de Diagndstico Genético Preimplantatorio (PGD) con biopsia de trofoblasto
Argentine experience of preimplantation genetic diagnosis (PGD) with trophoblast biopsy

Coco, Roberto; Coco, Fabian; Mincman, Judith; Mondadori, Andressa; Montel Mendonza, Gabriela;
Santomé, Matias; Altamirano, Belen; Gismondi, Fernando; Neuspiller, Nicolds

Utilidad de la glucosa 1-hora post-carga para la evaluacion del riesgo de diabetes y sus
complicaciones asociadas

One hour postload glucose and its clinical use to evaluate diabetes risk and its associated
complications

Merofio, Tom4s; Alonso Elizabeth; Kabakian, Laura; Santucci, Maria Pia; Muzzio, Maria Luz

Evaluacion mediante los estados vaginales basicos de la disfuncidn vaginal segin diferentes factores
de riesgo y caracterizacidn de la microbiota lactobacilar

Evaluation through the basic vaginal states of the vaginal dysfunction according to different risk
factors and characterization of the lactobacilar microbiota

Perazzi, Beatriz Elizabeth; Maldonado, Verdnica; Losada, Mirta; Susuki, Verdnica; Diaz Altuzarra, Maria
del Carmen; Cocucci, Silvina; Rodriguez, Ana Paula; Montalvo, Eduardo; Ocampo, Pamela; Cora Eliseht,
Martha; Provenzano, Sergio; Vay, Carlos; Tatti, Silvio; Famiglietti, Angela

Cursos
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TAPA

El primer premio nobel de medicina
y fisiologia, Emil Adolph von Behring

Nacido en Hansdore, Prusia QOriental, el 15 de marzo de
1854.

El Premio Nobel de Fisiologia o Medicina 1901 fue otor-
gado a Emil von Behring por su trabajo en la terapia sérica,
especialmente su aplicacién contra la difteria, por la cual ha
abierto un nuevo camino en el campo de la ciencia médica y
por lo tanto puesto en manos del médico un arma victoriosa
contra las enfermedades

Fuente: Nobel Foundation [https://www.nobelprize.org/
nobel prizes/medicine/laureates/1901/index.html)
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REGLAMENTO DE PUBLICACIONES DE BIOQUIMICA Y PATOLOGIA

CLINICA, REVISTA DE LA ASOCIACION BIOQUIMICA ARGENTINA

Bioquimica y Patologia Clinica (ByPC), Revista de la Asociacion
Bioquimica Argentina, tiene el objetivo de difundir articulos inéditos
y originales relacionados con aplicaciones de la bioquimica clinica en
todas sus especialidades en el campo asistencial y de investigacion
clinica humana, asi como en bioquimica animal y vegetal. ByPC esta
destinada a todos los profesionales de la salud interesados en estas
areas. ByPC se publica cuatrimestralmente en ambos formatos, im-
preso (ISSN 1515-6761] y electrénico (ISSN 2250- 5903), sin costo
para los autores y no posee propdsitos comerciales.

La Comisidn de Revista de ByPC esta integrada de la siguiente manera:

Director:

Dr. Fernando D. Brites. Facultad de Farmacia y Bioquimica, Univer-
sidad de Buenos Aires. Consejo Nacional de Investigaciones
Cientificas y Técnicas. Argentina.

Secretario Cientifico:

Dr. Jaime Kovensky. Hospital Arturo U. lllia, Gobierno de la Ciudad
de Buenos Aires. Carrera de Medicina, Universidad Nacional de la
Matanza. Argentina.

Comité Editorial:

Dr. Orlando Gabriel Carballo. Hospital Carlos G. Durand. Hospital
Italiano de Buenos Aires. Instituto Universitario, Hospital Italiano
de Buenos Aires. Argentina.

Dra. Marfa Laura D “Ambrosio. Hospital Interzonal General de Agu-
dos Evita de Lanus. Argentina.

Dra. Isabel Desimone. Hospital Interzonal General de Agudos Evita
de Lanus. Universidad Kennedy. Argentina.

Dra. Cecilia Gasco. Hospital Carlos G. Durand. Argentina.

Dr. Julian Verona. Hospital de Balcarce Dr. Felipe A. Fossati. Argen-
tina.

Correctoras:
Lic. Inés Carozza (Castellano).
Lic. Marfa Victoria Gonzélez Eusevi (Inglés].

Secretarios Administrativos:
Sr. Gaston Goldberg.
Sr. Jorge Signorelli.

Los trabajos enviados a la Revista ByPC no deben haber sido publi-
cados en otra revista u érgano de difusién cientifica nacional o extran-
jero, tanto en forma impresa como electrénica. Para la preparacion
de manuscritos, se siguen los requerimientos del International Com-
mittee of Medical Journal Editors (ICMJE) disponible en http:/www.
icmje.org. Se pueden consultar guias para publicaciones en http:/
www.equatornetwork.org, en castellano en http:/www.espanol.equa-
tor-network.org. Una vez aprobada la publicacién del trabajo, ByPC re-
tiene los derechos de su reproduccion total o parcial. Quienes deseen
reproducir material publicado en la revista deben solicitar permiso a
ByPC. Igualmente, para incluir material de otras fuentes con derechos
de autor en articulos a publicar en la revista, se debe obtener el corre-
spondiente permiso, y adjuntar copia del mismo al articulo propuesto
para publicacién. Para mayor informacién respecto a los derechos
de los autores, se recomienda consultar el documento disponible en
http://www.accesoabierto.net/ es/node/62.

1. Descripcién del proceso de revisién y edicion

La modalidad de revision es por pares académicos a doble ciego.
Especificamente, la Comision de Revista realiza una primera evalu-
acion del trabajo recibido y lo envia a 2 revisores, quienes deben ser
especialistas reconocidos en el drea de incumbencia del trabajo y no
deben pertenecer a la misma institucién de los autores ni guardar al-
guna relacion conocida con los mismos. Los articulos son enviados a
los revisores sin el nombre de los autores, lugar de trabajo, direccin
de correspondencia, ni los agradecimientos. Los revisores reciben
el trabajo completo acompanado de un formulario gufa para la real-
izacién de larevisién con tépicos que la Comisién de Revista considera
imprescindibles para elaborar el dictamen final. La evaluacién efec-
tuada por los revisores debe ser remitida a la Comision de Revista
dentro de los 30 dias. El dictamen de los revisores es reservado, asi
como su identidad, y debe fundamentarse de modo explicito. En caso
de discrepancia en el dictamen de los revisores, la Comision de Re-
vista acudird a un tercer revisor que cumpla los mismos requisitos que
los anteriores. El dictamen es decidido por la Comisidn de Revista y es
comunicado a los autores. Los resultados del dictamen pueden ser:
a) Aceptacion sin necesidad de modificaciones adicionales; b) Sug-
erencia de cambios mayores; c) Sugerencia de cambios menores; y
d) Rechazo. Las criticas efectuadas al trabajo, asi como un eventual
rechazo deben estar debidamente justificados. Los resultados de la
evaluacién son inapelables.

Una vez que el trabajo ha sido aceptado y se ha efectuado la comu-
nicacion a los autores, se procede a la correccién de estilo y ortografica
del mismo, tanto en castellano como eninglés. A continuacion, se elabo-
rala prueba de galera, la cual es enviada a los autores, junto con instruc-
ciones para efectuar la correccién de la misma. Los autores cuentan con
5 dias habiles para devolver la prueba de galera corregida.

2. Requisitos para la remisién 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; datos del
autor de correspondencia; resumen y palabras clave en castella-
no; titulo, resumen y palabras clave en inglés americano; introduc-
cion; materiales y métodos; resultados; discusion; agradecimien-
tos, referencias bibliograficas, leyendas de las figuras; tablas; y
figuras (cada uno en paginas separadas).
e Las ilustraciones no deben ser mas grandes que 203 x 254 mm.
* Incluir los permisos para reproducir material publicado previa-
mente o usar ilustraciones que pueden identificar a las personas.
* Incluir las transferencias de derechos de autor y otras solicitudes.

3. Carta

Carta dirigida al Director de la Revista en la cual se solicita la pub-
licacién del articulo. Debe contener el titulo del trabajo, categoria a la
cual pertenece (ver item 4], nombre y apellido de todos los autores,
direccién, teléfonos y direccién de e-mail del autor de contacto, una
direccién de e-mail alternativa, una frase con valor de declaracidn ju-
rada en la que se manifieste que el articulo cumple con todos los req-
uisitos de publicacién en ByPC, y que la dltima versién del manuscrito
ha sido leida y aprobada por todos los autores.

Los trabajos deberdn ser enviados por e-mail a la direccidn:
revista@aba-online.org.ar.



4. Categorias a las cuales deberan ser presentados los trabajos
a) Articulos originales.

b) Casos clinicos.

c) Revisiones.

d) Cartas al Editor.

e) Informes.

f) Guias o Consensos.

5. Preparacion de los manuscritos

5.1. Generalidades:

El archivo debera ser nombrado solamente con el apellido del
primer autor y la leyenda “y col.” si correspondiese (Ej.: Pérez y col.).
El texto debe estar dividido en secciones con los titulos de Introduc-
cion, Materiales y Métodos, Resultados y Discusidn. Los articulos ex-
tensos pueden requerir subtitulos dentro de algunas secciones (es-
pecialmente en las secciones de Resultados y Discusion) para aclarar
sus contenidos. Debe estar escrito en procesador de texto Word, en
tamano de pagina A4, con mérgenes de al menos 25 mm, empleando
letra Arial tamafio 12. Usar doble espacio, incluyendo la pagina del ti-
tulo, resumen, texto, agradecimientos, referencias bibliograficas, tab-
las individuales y leyendas. Numerar las paginas consecutivamente
empezando con la pagina del titulo. Poner el nimero de la paginaenla
esquina inferior derecha de cada pagina.

5.2. La primera pagina debe contener:

a) Eltitulo que debe ser conciso pero informativo.

b) El apellido y luego, separado por coma, los nombres completos de
los autores, lo cual debe ir seguido de punto y coma, y los datos del
siguiente autor. A continuacién del nombre de cada autor, se debe
colocar, a modo de superindice, el nimero que haga referencia al
lugar de trabajo al que pertenece dicho autor. El autor al cual debe
ir dirigida la correspondencia debe ser destacado con un asterisco
también a modo de superindice (Ej.: Ramirez, Juan Carlos1*; Beni-
tez, Laura2; Romero, Mario1.).

c) Cada lugar de trabajo con el nimero asignado al autor correspon-
diente. No se deben emplear abreviaturas. Debe constar primero el
nombre del servicio o laboratorio, luego el correspondiente al depar-
tamento y por Ultimo el de |a institucidn, todo separado por comas y
seguido de punto. A continuacion, se debe incluir el nombre de |a ciu-
dad, la provincia y el pais, también separados por comas y con punto
final (Ej.: Laboratorio de Lipidos y Aterosclerosis, Departamento de
Bioquimica Clinica, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad
de Buenos Aires. Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina.).

d) Descargos, si hubiere.

e) Nombre completo del autor responsable de recibir la corresponden-
cia, su lugar de trabajo, la direccién postal, y la direccién de e-mail.

f] Fuente (s) de financiamiento en la forma de betas, equipos, medica-
mentos o todos estos.

5.3. La segunda pagina debe contener:

a) El resumen en castellano de no més de 250 palabras. Debe estar
estructurado de la siguiente manera: introduccién, objetivos, ma-
teriales y métodos, resultados y conclusiones. Se deben incluir
dichos subtitulos de manera explicita. El resumen debe establecer
los propésitos del estudio o investigacién, procedimientos basicos
(seleccion de los sujetos de estudio o animales de laboratorio; mé-
todos de observacion y analiticos), los hallazgos principales y las
conclusiones mas relevantes. Deberfa enfatizarse en los aspectos
nuevos e importantes del estudio u observaciones. Se recomienda
incluir los valores correspondientes a los hallazgos mas relevantes
acompafiados 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 tales,

tres a diez palabras clave o frases cortas que serviran para la indi-
zacion cruzada del articulo y deben ser publicadas con el articulo.

5.4. La tercera pagina debe contener:

a) Titulo en inglés americano. Debe cumplir los mimos requisitos que el
titulo en castellano.

b) Resumen en inglés americano (Abstract). Debe cumplir los mimos
requisitos que el resumen en castellano e incluir los siguientes sub-
titulos: 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.

5.5. Las paginas subsiguientes, comenzando cada secci6n en pagina

aparte, deben contener:

a) Introduccién. En la introduccién, se debe expresar el contexto o los

antecedentes del estudio (por ejemplo, la naturaleza del problema

y su importancia) y enunciar el propésito especifico u objetivo de

la investigacion o la hipétesis que se pone a prueba en el estudio u

observacién. Amenudo, la investigacion se centra con mas claridad

cuando se plantea como pregunta. Tanto los objetivos principales
como los secundarios deberdn estar claros, y debera describirse
cualquier analisis de subgrupos predefinido. Se deben incluir sélo las

referencias que sean estrictamente pertinentes y no afiadir datos o

conclusiones del trabajo que se presenta.

Materiales y Métodos. Debe describir detalladamente los sujetos

experimentales, el equipamiento, los reactivos y los procedimien-

tos utilizados, con la inclusién de las marcas registradas cuando
corresponda y referencias al utilizar métodos establecidos. Indicar
las consideraciones éticas que correspondan si han participado

en el estudio seres humanos (Aprobacién por comités de ética y

obtencién de consentimiento informado). Se recomienda dividir la

seccion Materiales y Métodos mediante el empleo de subtitulos en
el caso de ser demasiado extenso. Incluir una seccién de “Andlisis
de datos” en la cual se describan las formas de expresién de los re-
sultados y los métodos estadisticos empleados, si correspondiese.
Estos deben ser descriptos 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
incertidumbre adecuados (como los intervalos de confianza). Evitar
basarse Unicamente en la comprobacién de hipétesis estadisticas,
como el uso de valores P, que no dan informacion sobre la magnitud
del efecto. Siempre que sea posible, las referencias sobre el disefio
del estudio y los métodos estadisticos deberan corresponder a ma-
nuales o articulos clésicos (con los ndmeros de pagina incluidos).

Definir también los términos estadisticos, abreviaturas y la mayorfa

de simbolos. Especificar el software utilizado.

c) Resultados. Presentar los resultados siguiendo una secuencia légica
en el texto, tablas e ilustraciones, y destacando en primer 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 re-
suman en este apartado, los resultados numéricos no sélo deben
presentarse los derivados (por ejemplo, porcentajes], sino también
los valores absolutos a partir de los cuales se calcularon, y especifi-
car los métodos estadisticos utilizados para analizarlos. Limitar el
namero de tablas y figuras a las estrictamente necesarias para ilus-
trar el tema del articulo y para evaluar su grado de apoyo. Usar gréfi-
cos como alternativa a las tablas con muchas entradas; no duplicar
datos en los graficos y tablas. Evitar usos no técnicos de términos
estadisticos, como “azar” (que implica un dispositivo de aleatoriza-
cion), “normal,” “significativo,” “correlaciones” y “muestra”. Cuando

b



sea cientificamente adecuado, incluir andlisis en funcién de varia-

bles como la edad y el sexo.

Discusion. Destacar los aspectos mas novedosos e importantes del

estudio y las conclusiones que de ellos se deducen, contextualizan-

dolos en el conjunto de las evidencias mas accesibles. No repetir en
detalle datos u otro material que aparezca en la Introduccién o en
el apartado de Resultados. En el caso de estudios experimentales,
es Util empezar la discusion resumiendo brevemente los principa-
les resultados; a continuacién, explorar los posibles mecanismos o
explicaciones de dichos hallazgos, comparar y contrastar los resul-
tados con los de otros estudios relevantes, exponer las limitaciones
del estudio, y explorar las implicaciones de los resultados para fu-
turas investigaciones y para la préctica clinica. Relacionar las con-
clusiones con los objetivos del estudio, evitando hacer afirmaciones
rotundas y sacar conclusiones que no estén debidamente respalda-
das por los datos. En particular, evitar afirmaciones sobre los costes

y beneficios econémicos a menos que el manuscrito incluya datos

econdmicos con sus correspondientes analisis. Evitar afirmaciones

o alusiones a aspectos de lainvestigacién que no se hayan llevado a

término. Cabe la posibilidad de establecer nuevas hipétesis cuando

tengan base, pero calificandolas claramente como tales.

e) Agradecimientos. Una o més declaraciones deben especificar (a) Las
contribuciones que necesitan agradecerse pero que no justifican
una autoria, tales como apoyo general por una jefatura de departa-
mento; (b) Agradecimientos al apoyo técnico; (c) Agradecimiento al
apoyo financiero y material, que debe especificar la naturaleza del
apoyo; (d) Las relaciones que pueden tener un conflicto de intere-
ses. 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 descri-

n o«

tas -por ejemplo, “asesor cientifico”, “revisién critica de los propé-
sitos del estudio”, “recoleccién de informacién” o “participacién 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, porque los
lectores pueden inferir su endosamiento de la informacién y conclu-
siones. La ayuda técnica debe ser agradecida en un parrafo aparte

de los agradecimientos de otras contribuciones.
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6. Aspectos que deben tenerse en cuenta en la redaccion del manu-
scrito (Normas Vancouver actualizadas al 2016)

6. 1. Citas bibliograficas:

Es la presentacion textual o resumida, de ideas expresadas por
otros autores que sirven de apoyo al investigador, se contraponen a lo
que €l dice o aportan mayor informacién sobre un tema determinado.
Las citas son un tipo de texto incrustado en otro texto.

Las citas en estilo Vancouver por lo general utilizan un sistema de
secuencia numérica. Son numeradas consecutivamente en el orden
de aparicién en el texto. Se identifican con nimeros arabigos entre
corchetes, ejemplo [1].

a) Tipo de citas
eCita directa: 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 correspondiente se coloca al final,
después de las comillas y antes del signo de Puntuacion” [3].
e(ita corta: Menos de cinco renglones.
eCitalarga: Mas de cinco renglones. Se escribe fuera del texto, dejan-
do doble espacio y sangria, entre comillas y en bastardilla.
«(ita indirecta: Mencidn 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 inmediatamente después de citar su idea.
Ejemplo: La mortalidad infantil conduce a empeorar la calidad de vida
de Medellin [5].

b) Tipo de cita segin redaccién
Cita integral: Es aquella donde el nombre del autor forma parte de
la oracion. El nombre se integra dentro del texto. El nimero de la re-
ferencia se escribe después del apellido del autor y antes de citar su
idea. Ejemplos:
Como dice Londofio [5] la mortalidad infantil conduce a empeorar la
calidad de vida de Medellin. Cita Indirecta
Segun Sanz Pinyol [1] “Desde el punto de vista de la caracterizacién
de los discursos, en el aula suelen producirse diferentes géneros”
Cita directa
oCita nointegral: No se menciona el nombre del autor dentro del tex-
to. Ejemplos:
€ la mortalidad infantil conduce a empeorar la calidad de vida de Me-
dellin [5]. Cita Indirecta
“Desde el punto de vista de la caracterizacion de los discursos, en el
aula suelen producirse diferentes géneros” [1]. Cita directa

6. 2. Referencias bibliograficas:

*Conjunto de datos suficientemente detallados que permite iden-
tificar un documento. Deben ser numeradas consecutivamente en el
orden en que son mencionadas en el texto. [dentificar 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.

eUsar el estilo basado en los formatos utilizados por el US National
Library of Medicine (NLM] en el Index Medicus. Los titulos de las re-
vistas deben ser abreviados de acuerdo al estilo que utiliza el Index
Medicus. Consultar la lista de revistas indizadas en el Index Medicus,
publicado anualmente como una separata por la NLM y como una rel-
acion en el volumen del mes de enero del Index Medicus.

eEvitar el uso de los resimenes como referencias. Las referencias
a articulos aceptados pero no publicados deben ser designadas como
“en prensa” o “en avance”; los autores deben obtener permiso por es-
crito para citar tales articulos asi como la verificacién de que ellos han
sido aceptados para publicacién. La informacién de los manuscritos
remitidos pero no aceptados debe ser citada en el texto como “obser-
vaciones no publicadas” con el consentimiento escrito de los autores.

*No citar una “comunicacién personal” a menos que proporcione
informacion 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 confirmacién de exacti-
tud de la fuente de la comunicacion personal.

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

*El estilo de Requisitos Uniformes (de Vancouver) se basa principal-
mente en el estilo estandar ANS| adaptado por laNLM para su base de datos.

a] Articulos de revistas
eMencionar los seis primeros autores seguidos por et al (Nota: la
NLM ahora menciona hasta 25 autores; si hay mas de 25 autores,
la NLM menciona los 24 primeros, luego el dltimo autor seguido de
et aI]:Vega KJ, Pina |, Krevsky B. Heart transplantation is associated
with an increased risk for pancreatobiliary disease. Ann Intern Med
1996jun 1; 124 (11): 980-3.
Como una opciodn, si una revista lleva paginacion continua a través
de un volumen (como muchas revistas médicas lo hacen), el mes y
el ndmero del volumen pueden ser omitidos: Vega KJ, Pina |, Krevsky
B. Heart transplantation is associated with an increased risk for pan-
creatobiliary disease. Ann Intern Med 1996; 124: 980-3.
*M3s de seis autores:
Parkin DM, Clayton D, Black RJ, Masuyer E, Friedl HP, Ivanov E, et al.
Childhood leukaemia in Europe after Chernobyl: 5 year follow-up. Brj
Cancer 1996; 73: 1006-12.



*La organizacién como autor:
The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exerci-
se stress testing. Safety and performance guide-lines. 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 Laegeforen 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.
*NUmero con suplemento:
Paybe DK, Sullivan ME, Massie MJ. Women’s psychological reactions
to breast cancer. Semin Oncol 1996; 23 (1 Suppl 2. 89-97).
*Volumen con parte:
0zben T, Nacirarhan S, Tuncer N. Plasma and urine sialic acid in non-
insulin dependent diabetes mellitus. Ann Clin Biochem 1995; 32 (Pt
3):303-6.
*NUmero con parte
People GH, Mills SM. One Hundred consecutive cases offlap lacera-
tions of the leg in ageing patients. N Z Med J 1994,107 (986 PH):
377-8.
*NuUmero sin volumen
Turan |, Wredmark T, Fellander-Tsai L. Arthroscopic ankle arthrodesis
in rheumatoid 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.
eCompaginacién en nimeros romanos:
Fisher GA, Sikie BI. Drug in clinical oncology and hematology. Intro-
duction. 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 disease [car-
ta]. Lancet 1996; 347 1337.
Clement J, De Bock R. Hematological complications of hantavirus ne-
phropathy (HVN) [resumen] Kidney Int 1992; 42: 1285.
*Articulo conteniendo una retractacién:
Garey CE, Schwarzman AL, Rise ML. Ceruloplasmin gene defect asso-
ciated 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.
eArticulo retractado:
Liou GI, Wang M, Matragoon S. Precocious IRBPgene expresion 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 fo-
llowing inguinal hernia repair [publicado con errata en West J Med
1995; 162. 2781]. West J Med 1995; 162 28-31.

b) Libros y otras monografias
eAutor (o autores) personal:
Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses.
2nd ed. Albany (NY): Delmar Publisher; 1996.
*El editor(es), compilador(es) como autor:
Norman IJ, 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 Medical pro-
gram. Washington (DC): The Institute; 1992).
eUn capitulo en un libro:
Phillips SJ, Whisnant JP Hypertension and stroke. In: Laragh JH,
Brenner BM, editors. Hypertension: pathophysiology, diagnosis, and
management. 2nd ed. New York: Kaven Press; 1995. p. 465-78.

eLibro de congreso:
Kimura J, Shibasaki H, editors. Recent advances in clinical neurophy-
siology. Proceedings ofthe 10th International Congress ofEMG and
Clinical Neurophysiology; 199 Oct 1519; Kyoto, Japan. Amsterdam:
Elsevier;1996.
*Ponencia de un congreso:
Bengtsson S, Solheim BG. Enforcement of data protection, privacy
and security in medical informatics. In: Lun KC. Degouler P, Piemme
TE, Rienhoff 0, editors MEDINFO 92 m Proceedings of the 7th World
Congress on Medical Informatics; 1992 Sep 6-10, Geneva, Switzer-
land. Amsterdam: North-Holland; 1992. p. 1561-5.

c) Informe cientifico o técnico
*Emitido por la agencia financiante o auspiciadora:
Smith P, Golladay K Payment for durable medical equipment billed
during skilled nursing facility stays. Final report Dallas (TX): Dept. of
Health and Human Services (US), Oficce of Evaluation and Inspec-
tions; 1994 Oct. Report N° HHSIGOEI69200860.
*Emitido por la agencia ejecutante:
Field MJ, Tranquada RE, FeasleyJC, editors. Health services re-
search: work force and educational issues. Washington: National
Academy Press; 1995. Contract N’AHCPR282942008. Sponsored by
the Agency for Health Care Policy and Research.

d) Disertacién
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, assig-
nance. Methods for procedures related to the electrophysiology of
the heart. US patent 5.529,067, 1995 Jun Material publicado.

f) Articulo de peri6dico
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 (MO):
Mosby-Year Book 1995.

c] Material legal

h) Ley Pablica
Preventive Health Amendments of 1993, PubL. N° 103-183,107Stat,
2226 (Dec. 14, 1993]).

i) Dispositivo no decretado
Medical Records Confidentiality Act of 1995, S. 1360, 104th Cong.
1st Sess (1995).

j) Cédigo de regulaciones federales
Informed Consent, 42 C.F.R. Sect. 441. 257 (1995).

k) Material inédito
*En prensa o “en avance”:
Leshner Al. Molecular mechanisms of cocaine addiction. N Eng J
Med. En prensa 1997

1) Material electrénico
*Articulo de una revista en formato electrénico:
Morse SS. Factors in the emergence of infections diseases. Emerg
Infect Dis [serial on line] 1995 Jan-Mar [cited 1996Jun 5], 1(1):
[24 screens]. Available from: VRL: http.//www.cdc.gov/ncidod/EID/
eid. htm.
*Monografia en formato electrdnico:
CDl, clinical dermatology illustrated [monograph on CD-ROM]. Ree-
ves JRT, Malbach H, CMEA Multimedia Group, producers. 2nd ed. Ver-
sion 20. San Diego: CMEA; 1995.
*Archivo computarizado:
Hemodynamics 111: the ups and downs of hemodynamics [compu-
ter program]. Version 2.2 Orlando (FL): Computarized Educational
Systems; 1993.



7. Tablas

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

8. Figuras

Todas la figuras deben agruparse a continuacién de las tablas,
cada una en pagina separada. Deberan estar numeradas secuencial-
mente con ndmeros arabigos. Las fotografias y las figuras podran ten-
er colores, aunque en el caso de las figuras el fondo debe ser blanco.
El titulo de las figuras no debe incluirse junto a las mismas sino en
la seccién “Leyendas de Figuras”. En dicha leyenda debe incluirse el
titulo de la figura, la aclaracién de las abreviaturas empleadas y toda
lainformacién relacionada con |a forma de expresién de los resultados
y el tratamiento estadistico que los autores consideren necesaria. En
caso de figuras, fotografias o tablas tomadas de otra publicacién, se
debe citar |a fuente y ademads enviar el permiso escrito otorgado por
el propietario intelectual de dicho material para que el mismo sea pub-
licado en ByPC.

9. Revisiones, cartas al editor, informes guias y consensos

Las revisiones, cartas al editor, informes guias y consensos seran
usualmente solicitados por el Comité Editorial de la Revista a autores
considerados expertos en el campo, la disciplina o la especialidad
en cuestion. Sin embargo, seran consideradas para su publicacién
las que fueran enviadas espontaneamente. Deberdn seguir los lin-
eamientos expuestos para la publicacién de articulos originales, con
la diferencia de que su texto no necesitara contar con resultados y
discusién. En el caso particular de las revisiones, deben contener un
minimo de 20 referencias bibliogréaficas completas y actualizadas a
los fines del tema tratado.

10. Ortografia y formas de expresién

*Se debe evitar |a utilizacién de palabras en otros idiomas y, cu-
ando ello sea indispensable, deberan ser colocadas en italica (Ej.:
in vitro).

oE| estadistico “p” debe ser escrito en mindscula.

*Enla expresion de los resultados, se debe dejar espacio entre la
cifras y los simbolos o las unidades (Ej.: p < 0,05; 32 + 2 ¢/1).

eUnidades: 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).

el as abreviaturas deben ser aclaradas la primera vez que apa-
recen en el texto ubicandolas entre paréntesis, a pesar de que se
trate de abreviaturas ampliamente conocidas (Ej. hemoglobina
(Hb.)).Asuvez, siembre deben ir seguidas de un punto.

*En la expresién de los resultados, tanto la media como la me-
diana deben contener la misma cantidad de decimales que sus
respectivos desvios estandar, errores, percentilos o rangos (Ej.
9,25+0,78].

*En la expresion de los resultados, la separacion entre el entero
ylos decimales se debe hacer mediante comas y no con puntos lo
cual es propio del idioma inglés (3,25), excepto para el resumen
eninglés (Abstract), en el cual se deben emplear puntos (3.25).

*En el texto, cuando un nimero aparece al principio de la oracion,
deberd ser escrito en letras (Ej. Veinte pacientes...).
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Resumen

Introduccion: la infeccién transplacentaria por Trypanosoma cruzi no puede ser prevenida, pero
el diagndstico y el tratamiento oportuno de la infeccién congénita alcanza curas cercanas al 100%.
Objetivos: gestionar la intervencién bioquimica para optimizar el diagndstico de Chagas congénito.
Establecerla prevalencia de serologias positivas para Chagas en embarazadas. Materiales y métodos:
en una primera etapa se recabaron los resultados de las serologias de las pacientes internadas en
maternidad, y de los Microstrouts de los neonatos de madres positivas. Se estableci¢ la prevalencia
de Chagas en el periodo de enero de 2015 a junio de 2015. Se realizé una intervencién bioquimica para
protocolizar la extraccién de sangre de los recién nacidos de madres con serologia positiva. Posterior-
mente, se relevaron los mismos datos desde julio 2015 a diciembre de 2015. Se evalud |a eficiencia
de la intervencién, mediante la comparacion de la proporcién entre el nimero de solicitudes de Mi-
crostrout y la cantidad de madres con serologia positiva (MS/MSP), en la primera y segunda parte
del estudio. Los datos se procesaron en planillas de Excel. Resultados: la razé6n MS/MSP en el primer
periodo fue 0,46; aumentando a 0,72 en el segundo periodo de andlisis. La prevalencia de Chagas de
serologias positivas para Chagas en embarazadas resultd en 1,7 % en el primer periodo y 3,2 % en el
segundo. Conclusiones: se logré aumentar la proporcién MS/MSP. Hemos mejorado notoriamente la
cantidad de neonatos con al menos un Microstrout. La participacién e integracién del profesional bio-
quimico al equipo de salud resulté fundamental en este estudio.

Palabras clave: Chagas congénito, Microstrout, Trypanozoma cruzi.
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Introduction: Trypanosoma cruzi transplacental infection cannot be prevented, but appropriate
diagnosis and treatment can allow reaching a cure of 100 %. Objectives: To manage the biochemical in-
tervention to optimize the diagnosis of congenital Chagas, and to establish the prevalence of pregnant
women with a positive Chagas test. Materials and methods: In a first stage, we collected the serological
results of hospitalized maternity patients, as well as those of the Microstrouts from the neonates who-
se mothers produced positive results. We also established the prevalence of Chagas between January
2015 and June 2015. A biochemical intervention was carried out to formalize the blood extraction of
babies born to mothers with positive serology. Subsequently, the same data were gathered from July
2015 to December 2015. The efficiency of the intervention was evaluated through the comparison of
the proportion between the number of Microstrout requests and the number of mothers with a positive
serology (MS/MSP] in both the first and the second part of the study. The data were processed in Excel
files. Results: The MS/MSP proportion in the first period of analysis was 0.46, whereas that in the se-
cond period increased to 0.72. The prevalence of Chagas positive serologies in pregnant women was
1.7 % in the first period and 3.2 % in the second. Conclusions: The MS/MSP proportion increased. We no-
toriously improved the number of neonates with at least one Microstrout. The participation, integration
and involvement of biochemists with the health team were fundamental in this study.

Key words: congenital Chagas, Microstrout, Trypanosoma cruzi.
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m Evaluacion de la intervencidn bioquimica para la mejora en el diagndstico de Chagas congénito en un hospital general

Introduccidn

La enfermedad de Chagas es causada por el protozoario
Trypanosoma cruzi, su transmisién vertical ha ido aumentando
en importancia a medida que la transmisién vectorial y trans-
fusional han sido y son crecientemente controladas. En los ca-
sos de pacientes embarazadas con enfermedad de Chagas, la
infeccion transplacentaria del Trypanosoma cruzi no puede ser
prevenida, pero el diagndstico y el tratamiento oportuno de la
infeccion congénita alcanza curas cercanas al 100 % 1.

En el Chagas congénito la trasmisién placentaria depende di-
rectamente de dos indicadores epidemiolégicos basicos: latasa
de prevalencia de la infeccién chagasica en mujeres embaraza-
das y laincidencia de la trasmision vertical %.

De acuerdo con la ley nacional 26.281 es de caracter obli-
gatorio testear esta zoonosis en toda embarazada, mediante
estudios serolégicos, y en recién nacidos de madres infecta-
das, mediante la busqueda directa del protozoo; una alternativa
puede ser la técnica llamada Microstrout. Este ultimo método
deberia realizarse preferentemente antes del alta del centro
asistencial o lo mas cercano al nacimiento, pudiéndose emplear
hasta el noveno mes de vida. Sin embargo, la sensibilidad del Mi-
crostrout disminuye después del tercer mes de vida. En caso de
ser negativo, el nifio deberd ser evaluado nuevamente con mé-
todos de deteccion de anticuerpos especificos. Cabe aclarar que
la sensibilidad del método directo aumenta cuando se repite en
los primeros dias de vida, luego de un resultado negativo. Una
vez descartada la infeccién congénita por métodos seroldgicos,
a partir de los 10 meses de edad, el nifio podra ser dado de alta
del seguimiento. En el caso que los estudios confirmen la ocu-
rrencia de la infeccién congénita, el nifio deberd ser tratado >4,

Motivaron los siguientes objetivos la escasa cantidad de
solicitudes médicas para Microstrout, en comparacién con la
cantidad de serologfas positivas para Chagas informadas en pa-
cientes embarazadas.

Es por eso que se propuso en una primera instancia, estable-
cer la prevalencia de mujeres embarazadas con testeo positivo
para Chagas y la incidencia de Chagas congénito, en el periodo
enero ajunio de 2015; y, consecuentemente, revisar el flujo de
interconsultas dentro del nosocomio al momento del nacimien-
to de hijos de madres con serologfa positiva para Chagas. En
una segunda instancia, luego del primer analisis de los datos,
el objetivo se centrd en gestionar una intervencién bioquimica
para optimizar el diagnéstico de Chagas congénito y en conse-
cuencia evaluar el resultado de la misma con el fin de reducir la
cantidad de neonatos dados de alta sin Microstrout.

Materiales y métodos

El estudio se dividié en dos etapas, tomando como punto de
inflexién el momento de la intervencién bioquimica.

Durante la primera etapa, se realiz6 un estudio retrospectivo
observacional para determinar la prevalencia de mujeres em-
barazadas con testeo positivo para Chagas, y la incidencia de
neonatos con Chagas congénito, en el periodo Enero a Junio de
2015. Paraello, se recabaron los datos de hemaglutinacién indi-
recta (HAI) y enzimoinmunoensayo (ELISA) para Chagas de las

pacientes internadas en la sala de maternidad del nosocomio y,
a su vez, de los Microstrouts solicitados en los recién nacidos.
Se consideraron pacientes positivas para Chagas aquellas con
uno o dos testeos positivos, dado que en nuestro medio no es
posible realizar una tercera prueba diagndstica.

Luego del primer andlisis de datos se produjo la interven-
cién bioquimica. La cual constd en protocolizar la extraccion de
sangre de los recién nacidos de madres con serologfa positiva,
mediante la generacién de un alerta al médico neonatélogo para
que indique la correspondiente solicitud del andlisis.

La segunda etapa del estudio consisti6 en calcular nueva-
mente la prevalencia e incidencia antes mencionadas, durante
el periodo posterior a la intervencién, comprendido entre julio
2015adiciembre de 2015.

Finalmente, se evalud la eficiencia de la intervencién, me-
diante lacomparacién de la proporcion entre el nimero de solici-
tudes de Microstrout sobre la cantidad de madres con serologfa
positiva, en la primera y segunda parte del estudio.

No hubo casos de embarazos mdultiples. Todos los datos fue-
ron analizados mediante Excel de Office.

Resultados

De los datos recabados en el primer periodo de analisis,
8/775 pacientes presentaron ambos tests positivos, 4/775
s6lo ELISA positivo y 1/775 solamente HAI positivo. De un total
de 13 (1,7 %) informes de serologia positiva para Chagas, se re-
cibieron en el laboratorio sélo 5 (38 %) solicitudes médicas indi-
cando la realizacion del Microstrout en los neonatos, los corres-
pondientes resultados fueron negativos. Por lo tanto, durante
este periodo analizado, a 8 (61 %) neonatos se les otorgd el alta
sin que se les realice el screening de la bisqueda directa de los
protozoos en sangre periférica.

Posteriormente a la intervencién bioquimica, durante el pe-
riodo de julio a diciembre de 2015, 13/566 pacientes presen-
taron ambos tests positivos, 3/566 sélo ELISA positivo y 2/566
s6lamente HAI positivo. De un total de 18 (3,2 %) informes de
serologia positiva para Chagas, se recibieron en el laboratorio 13
(72 %) solicitudes médicas indicando la realizacién del Micros-
trout en los neonatos, los correspondientes resultados fueron
negativos.

Se calculé la proporcién de la cantidad de solicitudes médi-
cas para Microstrout con respecto a la cantidad de informes de
serologia positiva para Chagas, y se observé que en el primer
periodo de estudio previo a la intervencién, la proporcién resulté
en 0,46 (6 Microstrouts por cada 13 madres con serologias de
Chagas positivas), en cambio para el segundo periodo la pro-
porcién aumenté su valor a 0,72 (13 Microstrouts por cada 18
serologias de Chagas positivas).

La prevalencia de serologias positivas para Chagas desde
enerode 2015 adiciembre de 2015 resulté 2,3 %.

Discusién

Se pudo establecer que la prevalencia de serologfas positivas
para Chagas en este nosocomio es de 2,3 %. Se pretende en un fu-
turo contar con la incorporacién de una tercera prueba diagnds-
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tica, con el fin de cumplir con las recomendaciones nacionales.

No se atreve a reportar incidencia nula de Chagas congénito
debido al estudio incompleto de los neonatos, aunque conside-
rando los Microstrouts realizados no se reportaron resultados
positivos.

Si bien las guias nacionales recomiendan la realizacién de
al menos un Microstrout en neonatos de madres con serologia
positiva para Chagas, se observé que se solicitaba tal estudio
solamente en el 38 % de los recién nacidos, resultando en una
proporcion de 0,46 Microstrout por cada informe de serologia
positiva para Chagas. Es sabido que la probabilidad de hallazgo
de los protozoos aumenta con la cantidad de extracciones, y
considerando que la parasitemia inicial puede ser baja, es ne-
cesario continuar el algoritmo con serologias luego de los 10
meses de vida.

El flujo de trabajo interdisciplinario entre los profesionales
de Maternidad, Neonatologia e Infectologia de esta institucién
es deficiente. El presente estudio permitié ahondar en la inves-
tigacion de dicho flujo para comenzar a corregir las falencias del
mismo, dando como resultado una mejora en el estudio de los
neonatos de madres con serologfa positiva.

La intervencion bioquimica permitié establecer una relacion
directa entre los bioquimicos y neonatélogos, para que éstos ul-
timos indiquen la realizacién del Microstrout.

Luego de la intervencién bioquimica, y su establecimiento
en el tiempo, durante el segundo periodo de analisis se logré
aumentar la proporcién a 0,72 Microstrout por cada informe de
serologia positiva para Chagas, siendo en este periodo el 72 %
los recién nacidos estudiados para Chagas congénito al nacer.

Se ha mejorado notoriamente la cantidad de neonatos es-
tudiados para Chagas congénito en la institucién. Por lo que
el desafio bioquimico en la busqueda de los posibles casos de
transmision vertical de Chagas fue llevado a cabo. Su éxito se
demostré con el aumento en la proporcién de la cantidad de
neonatos estudiados por cada madre con serologia positiva en
la segunda etapa del estudio. La participacién e integracion del
profesional bioquimico al equipo de salud resulté fundamental
en este estudio.
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Resumen La Diabetes Mellitus tipo 1 (DMT1] es un trastorno autoinmune con pérdida de tolerancia hacia antigenos
de las células beta-pancreaticas y presenta autoanticuerpos en circulacién dirigidos contra ellos. El objeti-
vo de este trabajo fue desarrollar un inmunoensayo basado en Citometria de Flujo (CF) para la determina-
cién combinada y discriminativa de los principales autoanticuerpos de DMT1: anti-glutamato decarboxilasa
(GADA) y anti-proteina tirosina fosfatasa IA-2 (IA-2A). Se emplearon 48 sueros de pacientes con DMT1. Para
la CF, se inmovilizaron microesferas de 4 y 5 ym con cada uno de los autoantigenos recombinantes (TrxGAD
y TrxlA-2;, respectivamente). Se incub6 el suero con una mezcla de ambas microesferas, y se detectaron
los inmunocomplejos con una mezcla de TrxGAD-biotina/TrxIA-2;c-biotina, y luego 50,00 ng de estreptavidina-
ficoeritrina. Los resultados obtenidos por la CF fueron contrastados con el ensayo de unién de radioligando
(RBA). Se detect6 GADAen un 52,1 % de sueros empleando RBA (SDS megiana 3,08 y rango (-0,85) - 42,26 SDs)
yun 60,9 % con IA-2A (SDSmediana 6,39 y rango (-2,95] - 39,92 SDs], evidenciando un 77,1 % de muestras con
componente autoinmune y 100 % de especificidad en ambos ensayos. Por CF, se detecté un 68,8 % de pacien-
tes con GADA (SDS mediana 5,66 Y rango (-1,89] - 124,10 SDs, sensibilidad analitica del 100 % y especificidad
de 98 %) yun 41,7 % de IA-2A (SDS mediana 0,19 y rango (-2,08] - 62,07 SDs, 64,5 % de sensibilidad analitica
y 93,9 % de especificidad). Se descubri6 autoinmunidad en el 77,1 % de las muestras. Se logrd desarrollar un
inmunoensayo por CF que permitié la deteccién de autoinmunidad con el mismo desempefio que dos deter-
minaciones independientes por RBA.

Palabras clave: diabetes mellitus, citometria de flujo, autoinmunidad, autoanticuerpos, inmunoensayo.

Abstract Type 1 Diabetes Mellitus (T1DM] is an autoimmune disorder with loss of tolerance to antigens of pancrea-
tic beta-cells and presents circulating autoantibodies directed against them. The objective of this work was to
develop animmunoassay based on Flow Cytometry (FC] for the combined and discriminative determination
of the main T1DM markers: GADA and IA-2A. For FC, 4- and 5-pum-microspheres were immobilized with each of
the recombinant autoantigens (TrxGAD and TrxIA-2;, respectively). The serum was incubated with a mixture
of both microspheres, and theimmunocomplexes were detected with a mixture of TrxGAD-biotin and TrxIA-2ic-
biotin, and then 50,00 ng of streptavidin-phycoerythrin was added. The final mixture was acquired on a flow
cytometer. The results obtained were compared with the reference method (RBA). GADA was detected in 52.1 %
of sera using RBA (SDS edian 3.08 and range (-0.85] - 42.26 SDs) and 60.9 % with IA-2A (SDS egian 6.39 and
range (-2.95) -39.92 SDs], evidencing 77.1 % of samples with autoimmunity and 100 % of specificity in both
assays. By FC, 68.8 % of patients were detected with GADA (SDSegian 5-66 and range (-1.89) - 124.10 SDs,

SN 15156761 £ mpres analytical sensitivity of 100 % and specificity of 98 %) and 41.7 % with IA-2A (SDS yedian 0-19 and range (-2.08)
SN 22505903 Ed. corom - 62.07 SDOs, 64.5 % of analytical sensitivity and 93.9 % of specificity]. Autoimmunity was detected in 77.1 % of
Codigo Bibliografico:RByPC  the samples. [t was possible to develop a FC-based immunoassay that allowed the detection of autoimmunity
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12/09/17 with the same performance as two independent RBA determinations.
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Introduccidn

La diabetes mellitus (DM] y sus complicaciones constitu-
yen la tercera causa de muerte en los paises industrializados,
después de las enfermedades cardiovasculares y el cancer. Al-
rededor del 8,8 % de la poblacion mundial padece alguna de las
formas de esta enfermedad, la cual muestra una tendencia de
crecimiento continuo [1]. Las estadisticas en Argentina mues-
tran que en el pais hay cerca del 7 % de la poblacién con DM,
aunque la prevalencia se eleva a un 20 % en aquellas personas
mayores de 60 afos. EI 50 % de los afectados ignora que padece
la enfermedad, lo que representa un serio problema en la salud
publica nacional.

La DM constituye un grupo heterogéneo de patologias, las
cuales conducen a una elevacion de la glucosa en sangre. Se
distinguen dos tipos principales de la enfermedad, las que re-
quieren estudios y tratamientos diferentes: la DM Tipo 1 (DMT1)
y la DM Tipo 2 (DMT2]. En algunos casos es dificil diferenciar
entre las dos variantes principales de la enfermedad [2]. Asi, se
han propuesto nuevas categorias, entre ellas, la diabetes auto-
inmune latente del adulto (conocida como LADA por su sigla en
inglés), para identificar un subgrupo de pacientes adultos que
poseen autoinmunidad e inicialmente no requieren insulina,
pero pueden requerirla poco tiempo después del diagndstico
[3]. Aunque los sintomas agudos y a veces letales de la DM
pueden ser controlados, las complicaciones tardias de la enfer-
medad exhiben alta morbilidad y reducen significativamente las
expectativas de vida [4]. La aparicion y progresion de las com-
plicaciones tardias generan una pesada carga socioeconémica
y de enfermedad (en términos de discapacidad y mortalidad)
para la comunidad en general y para los distintos agentes del
sistema de salud.

La principal causa de la DMT2 o “DM del adulto” es una re-
sistencia de los tejidos periféricos a la accién de la insulina,
asociada a un grado variable de disfuncién secretoria [5-8].
Ambas causas, a su vez, se correlacionan con la presencia de
determinantes genéticos y factores ambientales, de ahi que
la DMT2 haya sido definida como una enfermedad poligénica y
multifactorial.

La DMT1 0 “DM infanto juvenil”es un trastorno de origen auto-
inmune que presenta un importante componente de autoagre-
sién celular, acompaniado de una serie de marcadores humora-
les que sirven principalmente para la deteccién prodrémica y
para el apoyo diagndstico [9-13]. Los principales marcadores
de autoinmunidad asociados a DMT1 son los autoanticuerpos
que reconocen a la GADGB5 (denominados GADA), al dominio
intracelular de 1A-2 (denominados IA-2A), al transportador de
zinc 8 (denominados ZnT8A] y a los productos de secrecién de
lacélula pancreatica: insulina (denominados IAA] y proinsulina
(denominados PAA) [14]. Aparte de éstos, fueron identificados
otros autoantigenos, pero ninguno de los anticuerpos induci-
dos por ellos resultd tener suficiente relevancia para el apoyo
diagnéstico y la prediccion de la enfermedad [15]. Analizados
en conjunto, mas del 90 % de los pacientes infanto-juveniles de-
butantes con DMT1 presentan uno o mas de los marcadores prin-
cipales [16], siendo GADA el de mayor prevalencia (70-90%) [ 17-

19], seguido por IA-2A (40- 75 %) [19-24].

Los estudios prospectivos y predictivos demostraron que los
cuatro marcadores de autoinmunidad se asocian a la respuesta
celular autoagresiva de las células beta y se anticipan meses o
incluso afios a la aparicién de los primeros sintomas de la DM
[25-26], siendo el marcador IA-2A el que presentd el mayor va-
lor predictivo positivo (VPP) para evaluar el riesgo de evolucion
a DMT1 [27]. Asi, se encontrd una vinculacién entre el nimero
de marcadores positivos en individuos asintomaticos dentro de
grupos de riesgo (familiares directos de pacientes diabéticos), y
la probabilidad de contraerla enfermedad en el transcurso de un
periodo determinado [28]. Ademas, la determinacion de estos
marcadores de autoinmunidad en la poblacién heterogénea, de
pacientes debutantes en edad adulta, es de gran utilidad para
la asignacién diagndstica precisa de aquellos individuos que pa-
decen formas intermedias de DM autoinmune, no siempre bien
caracterizadas, como por ejemplo los LADA. En este sentido, el
diagnéstico preciso de las diferentes formas de DM autoinmune
a través de la deteccién de los marcadores seroldgicos garanti-
za el inicio de un tratamiento precoz y adecuado, disminuyendo
las complicaciones crénicas de la enfermedad.

Elmétodo de referencia parala deteccién sensible de los mar-
cadores de autoinmunidad, dada su baja concentracion sérica,
es el ensayo de union de radioligando (RBA], que emplea anti-
genos recombinantes marcados radiactivamente [21-29,30].
Sibien estametodologia es de gran sensibilidad y especificidad,
tiene la desventaja del uso de material radiactivo, el que provo-
ca residuos contaminantes del medioambiente que requieren
de un tratamiento especial para su descarte. Ademas, implica
la necesidad de contar con personal e infraestructura edilicia
habilitados por la Autoridad Regulatoria Nuclear. Esto hace que
existan limitaciones operativas importantes que dificultan la
implementacién del método en forma rutinaria en laboratorios
de mediana/baja complejidad, incluyendo, ademas, el alto costo
de las determinaciones debido a la importacién de los isétopos
radiactivos empleados en la generacién de las moléculas anti-
génicas marcadas.

No existen en Argentina desarrollos locales de kits para el
diagndstico y seguimiento de la DM autoinmune, por lo cual el
sistema de salud depende de su importacién, lo que provoca
sustancialmente el costo de las determinaciones.

El objetivo del presente trabajo fue el desarrollo de un nove-
doso inmunoensayo basado en Citometria de Flujo, para la de-
teccion simultanea y discriminativa de los principales marcado-
res de autoinmunidad asociados a DM autoinmune. Los marca-
dores seleccionados fueron GADA e IA-2A, ya que la combinacién
en la deteccién de ambos autoanticuerpos permite detectar
la presencia del componente autoinmune en el 85-90 % de los
pacientes debutantes con DMT1, y la presencia de estos dos
marcadores positivos en el grupo de riesgo determina un VPP
del 100 % en un periodo de evolucién de 5 afios.
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Materiales y métodos
Coleccion de sueros

Pacientes argentinos con Diabetes Mellitus Tipo 1

Se colectaron muestras de suero (n =48, edad media de 9,2
afios con edad mediana de 9 afios, rango etario 2 a 21 y sexo
masculino/femenino: 23/37), de nifios y adolescentes argenti-
nos ingresados al Servicio de Nutricién del Hospital Nacional de
Pediatria “Ricardo Gutiérrez”, Buenos Aires, Argentina, de mayo
de 2013 a marzo de 2015. Se tomaron muestras de pacientes
con ayuno de 8 h, antes o dentro de las 72 h del inicio del tra-
tamiento con insulina. La DMT1 fue diagnosticada de acuerdo
con los criterios de la OMS [31]. La coleccién de muestras y los
protocolos fueron aprobados por el Comité de Ftica del Hospital
Nacional de Pediatria “Ricardo Gutiérrez”. Se obtuvo el consenti-
miento de los padres. Los sueros se almacenaron a -20°C hasta
que se ensayaron. Se sometieron al analisis del perfil de autoan-
ticuerpos GADA e IA-2A por el método de referencia RBA. Es asi
que se determind por separado la presencia de GADA e IA-2A con
el objetivo de obtener 4 grupos experimentales discriminados
segun la presencia (+) o ausencia (-] del marcador (GADA/IA-2A):
/45 /Y /-

Individuos controles normales

Se obtuvieron sueros (n = 115, edad media de 29,7 afios
con mediana de 25 afios, rango etario 16 a 80 y sexo mascu-
lino/femenino: 58/57) de individuos sanos argentinos sin
antecedentes personales o familiares de DM o enfermedades
autoinmunes, para ser utilizados como controles normales. La
coleccién de muestras fue aprobada por el Comité de Etica del
Hospital de Clinicas “José de San Martin” de la Universidad de
Buenos Aires (UBA), Buenos Aires, Argentina. Todos los sujetos
fueron informados sobre el propésito del estudio y se obtuvo el
consentimiento firmado para la participacién en el mismo. Los
sueros se almacenaron a -20°C hasta que se ensayaron. Se rea-
liz6 la evaluacion de autoanticuerpos (GADA, IA-2A, IAA y ZnT8A)
por RBAy todos los individuos resultaron negativos.

Deteccion de GADA o IA-2A por el ensayo de unién de radioli-
gando o Radioligand Binding Assay (RBA)

Produccion de los trazadores [3°S]GAD y [*°S]IA-2

Los trazadores se obtuvieron con alto grado de pureza por
transcripcién/traduccion in vitro del ADN codificante, ya sea
parala GAD humana clonado en el vector pEX9 o el fragmento in-
tracelular de IA-2(IA-2/c] humano (residuos 604-379) clonado
en el vector pSP64 (Promega, Madison, WI, EE.UU.}, usando un
sistema de lisado de reticulocitos de conejo Promega, Madison,
WI, EE.UU.) en presencia de [3°S]-metionina (New England, Nu-
clear, Boston, MA, EE.UU.), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los productos de traduccién se diluyeron en buffer
RBA (Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0,1 % V/V, pH 7,4)
yse sembraron en una columna PD10 (Pharmacia-LKB Biotech-
nology, Uppsala, Suecia) para eliminar la [*°S]-Metionina libre.
Tipicamente, el porcentaje de incorporacién de [3°S]-metionina
alas proteinas por este método fue de 15 % para [3°S]GAD, pro-
duciendo aproximadamente 5-10x108 dpm de proteina marca-

dao 5-7 %de [3°S]IA-2, produciendo aproximadamente 5-7x10°
dpm de esta. Los trazadores se almacenaron en alicuotas a
-40°C, y tuvieron una vida Gtil de 5 semanas.

Protocolo de RBA para la deteccion de GADA o I1A-2A

Los protocolos de RBA se realizaron como se describié an-
teriormente [21-30], con moadificaciones menores [32-34].
Brevemente, se incubaron 2,5 pL de suero humano durante la
noche a 4°C con 10.000 dpm de [3°S]GAD o [3°S]IA-2 en un vo-
lumen final de 60 pL en buffer RBA. A continuacién, se afadieron
50 pL de proteina A-Sepharose 4B FF (GE Healthcare Bioscien-
ces, Uppsala, Sweeden) 40 % VA en buffer RBA para aislar los
inmunocomplejos y se incubaron 2 h a temperatura ambiente
en agitacion. Posteriormente, las muestras se dejaron sedimen-
tar y los sobrenadantes se descartaron. Los pellets se lavaron
tres veces con 200 pL de buffer RBA y una vez con 200 pL de
NaCl200 mM en buffer RBA. Finalmente, los pellets se resuspen-
dieron en 100 pL de SDS 1 % P/V, se dejé decantar la proteina A-
Sepharose ylos sobrenadantes se transfirieron cuidadosamen-
te a viales para su lectura en un contador de centelleo liquido
[Liquid Scintillation Analyzer Modelo 1600TR, Packard, Canbe-
rra, Australia) por 1 min/vial. Los resultados para cada muestra
se calcularon como porcentaje de union (B%):

pm
B% =100 X {7—
dpmtotaies
Y se expresaron como scores de desvio estandar (SDs, por
sus siglas en inglés, standard deviation scores):

B% — BC%)
DE.

Donde B.% es el B% medio de sueros de individuos contro-
les y DE. su desvio estandar. Se procesaron simultaneamente
sueros de individuos controles normales para calcular el cut-
off. Las muestras se consideraron positivas cuando S0s > 3,0.
El ensayo para GADA mostré un 79,6 % de sensibilidad y 98 %
de especificidad en el Diabetes Autoantibody Standardization
Program (DASP) 2007 y, el RBA para IA-2A obtuvo un 66,0% de
sensibilidad, 97,8 % de especificidad y 86,43 % de precision en
el Islet Autoantibody Standardization Program (IASP) 2015, la-
boratorio 0519.

SDsz(

Flow Cytometric Microsphere-based Inmunoassay (FloCMIA)
para la deteccién simultanea de GADA e IA-2A o FloCMIA mul-
tiplex

Expresion, purificacién y biotinilacion de las proteinas

recombinantes TrxGAD y TrxIA-2;¢

Las proteinas recombinantes GAD e |A-2;. fueron expresadas
en £. coli como proteinas de fusion con tiorredoxina (TrxGAD y
TrxIA-2;, respectivamente) como se describid previamente [35,
36]. Brevemente, las cepas 61698 y GI724 de €. coli se transfor-
maron con los plasmidos recombinantes pTrxGADB5, que posee
el ADN codificante para laisoforma de 65 kDa de la GAD humana,
y pTrxlA-2i¢, que codifica para el fragmento intracelular de 1A-2
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humana (residuos 604 a 979], respectivamente. Las bacterias
se cultivaron a 30°C con casaminodcidos 0,2 % P/V, glucosa 0,5 %
P/V, MgCl, 1 mM y ampicilina 100 pg/mL. Se indujo la expresion
proteica con 100 pg/mL de triptéfano a 20°C para la cepa GI698
0 37°C para la cepa GI724. Se realizé una centrifugacion de 200
mL del cultivo bacteriano, se resuspendio el pellet resultante en
2 mLde buffer delisis (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM,
pH 7,0) y la suspensidn resultante se sonicé en presencia de
2-mercaptoetanol (2ME) 1 mM e inhibidores de proteasa (apro-
tinina 0,1 % P/V y fluoruro de fenilmetilsulfonilo 2 mM) sobre hie-
lo triturado (5 ciclos de 30's). Después de la sonicacion, se afia-
di6 ala suspensién resultante Triton X-100 a una concentracién
final de 0,1 % V/V y se incub6 durante 10 min a 0°C. Luego, se
separd la fraccion soluble intracelular (FSI) por centrifugacion a
15.000 rpm durante 10 min.

Las proteinas de fusién se purificaron por cromatografia de
afinidad siguiendo el protocolo previamente descripto [36, 37].
La resina se basé en un soporte de agarosa modificado cova-
lentemente con ¢xido de fenilarsina, que permitié la unién de
proteinas que contenian residuos de ditiol vecinales, tal como
laTrx (38]. Se afiadic la FSI (4 mL], proveniente de la cepa de €.
coli que corresponda, a dicha resina (=4 mL], previamente equi-
librada en buffer de lisis y activada con 4 volimenes de columna
(Vc) de 2ME 20 mM en buffer de lisis, y se incubd la suspension
resultante durante 1,5 horas a 4°C. La resina se vertio en una
columna y se lavd secuencialmente con 6 V¢ de buffer de lisis,
6 V¢ de 2ME 1 mM en buffer de lisis y con 3 Ve de 2ME5 mM en
buffer de lisis. Las proteinas unidas se eluyeron de la resina con
varias alicuotas de 2 mL de 2ME 100 mM en buffer de lisis. Las
preparaciones tipicas de TrxGAD y TrxIA-2;. proporcionaron =10
mg de proteina recombinante por Litro de cultivo.

Dos mililitros de cada proteina de fusién purificada por afi-
nidad se sometieron a intercambio de buffer a buffer fosfato
salino (PBS, KHPO4 1,5 mM, NayHPO4 8,1 mM, NaCl 140 mM,
KCl 2,7 mM, pH 7,4] utilizando una columna de desalinizacion
ZEBA (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, EE.UU.), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. La proteina en PBS se in-
cubd luego durante 2 h a 0°C con 0,32 mg de sulfo-NHS-biotina
(Pierce Biotechnology, Rockford, IL, EE.UU.) y se retir6 la biotina
libre con una nueva columna de desalinizacion ZEBA.

Protocolo de adsorcidn pasiva

Este protocolo se realizé siguiendo las instrucciones del fa-
bricante con modificaciones menores. Se mezclé 28 pyg de una
preparacion purificada de TrxGAD por cada 100 cm?2 de microes-
feras (36,4 uL de suspension de microesferas de 4 pm 5% P/V,
Spherotech, Inc., Lake Forest, IL, EE.UU.) con 60 pg de una pre-
paracién purificada de TrxIA-2ic por cada 100 cm2 de microes-
feras (64,0 pL de suspensién de microesferas de 5 pm 5% P/V).
Se emple6 una alicuota almacenada con 2ME 50 mM, glice-
rol 50 % y aprotinina 0,1 % P/V, en un volumen final de 220
uL en buffer isotdnico salino (IBS, isotonic buffered saline)
(NaH,P04 2,3 mM, NapHPO4 14,2 mM, NaCl 140 mM, KCI 3,8
mM, azida de sodio 3,1 mM). Luego de una incubacién durante
la noche a 4°C en agitacion, las preparaciones se centrifugaron

a10.000 rpm durante 10 min a 4°Cy los sobrenadantes se des-
cartaron. Para bloquear los sitios libres sobre la microesfera, los
pellets se re suspendieron con 200 pL de una solucién de se-
roalbtminabovina (BSA) 0,5 % P/Ven IBS y se incubaron durante
1 hatemperatura ambiente en agitacién. Las preparaciones se
centrifugaron de nuevo a 10.000 rpm durante 10 min a 4°C, el
sobrenadante se desechd y el pellet se lavé con 400 pL de PBS.
Finalmente, se afadieron otros 400 pL de PBS (resultando en
1x10° microesferas - TrxGAD o TrxlA-2;¢ /uL) y la suspension se
almacend a 4°C.

Protocolo de FloCMIA multiplex para la deteccién

simultanea y discriminativa de GADA e 1A-2A

Excepto cuando se indica de otro modo, todas las etapas de
lavado se realizaron con 200 pL de PBS-Tween 20 0,05 % V/V en
el Multiscreenyrs vacuum manifold, y las diluciones de los reac-
tivos se prepararon utilizando BSA 0,5 % P/V, Tween 20 0,05 % V/V
en PBSy se agregaron 50 pL de volumen de reactivos por pocillo
en cada incubacién. Veinte microlitros de suero humano puro
se mezclaron con 20 plL de una suspensién conteniendo una
mezcla de microesferas-TrxGAD (1,7x10° microesferas /uL) y
microesferas-TrxIA-2;. (2,5x10% microesferas/pL), en una placa
de filtracién Multiscreenyrs-HV de 96 pocillos. La incubacién se
realizé durante la noche a 4°C en agitacién. Después de ésta, la
placa de filtracién se lavé 5 veces. La deteccién de los anticuer-
pos GADA e IA-2A unidos requirié una incubacién en dos etapas
(1 h a temperatura ambiente cada una, con 5 lavados entre
ellas): i), se afadié una mezcla de 1,15 ng de TrxGAD-biotina y
2,75 ng de TrxIA-2;.-biotina y i) 50,00 ng de estreptavidina-PE
(Affimetrix eBioscience, San Diego, CA, EE. UU.] para la deteccion
simultanea de las moléculas de TrxGAD-biotina y TrxIA-2;.-bioti-
na unidas. Después de este paso, la placa se lavé 4 veces, mas
1 etapa final de lavado con 200 pL de PBS y las microesferas se
resuspendieron con otros 200 yL de PBS. Se realizé |a transfe-
rencia de la suspension a tubos de Réhren y se adquirié en un
citometro de flujo PASIIl PARTEC. Las muestras se analizaron uti-
lizando el software Cyflogic, se identificd la poblacion de single-
tes de microesferas por gating en un dot plot de Forward Scatter
(FSC) vs. Side Scatter (SSC) discriminando ambas poblaciones
de microesferas por su tamafo, las sefiales de fluorescencia se
midieron en el canal FL2 y se informaron como Media Geomé-
trica de la Intensidad de Fluorescencia (GeoM) (Figura 1). Los
resultados se expresaron como SDs:

GeoM,, — GeoMc)

SDs =
s ( DE,

Donde GeoM,,, es la GeoM media de las muestras por duplica-
do, GeoM_ es la GeoM media de los sueros de individuos controles
normales y DE. su desvio estandar. Se consideraron como mues-
tras GADA positivas cuando SDs > 2,5, e |A-2A positivas cuando
SD > 3,0. Se calcularon los valores de CV en determinaciones por
duplicado para SDs bajas, medias y altas. Para la determinacion
de GADA, el CV intraensayo fue de 9,8 % a SDs = 43,89. Los CV in-
terensayo resultaronen 6,3 % a SDs =8,80,4,0 % aSDs =57,30y
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Tabla I. Parametros analiticos para los métodos de RBA y
FloCMIA multiplex aplicados a la determinacién del marca-
dor humoral GADA. Los resultados se obtuvieron del anali-
sis de una poblacién de individuos controles normales y
de pacientes infanto-juveniles con reciente diagnéstico de
DMT1.

Inmunoensayo RBA FloCMIA multiplex
Mediana
(SDs) 3,08 5,66
Rango
(sDs) (-0,85)-42,26 (-1,89)-124,10
Sensibilidad
(%) 3 521 68,8
Sensibilidad B 100,0
Analitica (%)
Especificidad 100,0 980

(%)°

» a: Porcentaje de pacientes positivos para GADA del total de pacientes
estudiados
b: Porcentaje de pacientes positivos para GADA por RBA que fueron
positivos por FloCMIA
c: 100% menos el porcentaje de falsos positivos

1,6 % aSDs = 122,67. Por otro lado, para la determinacién de IA-2A,
los CVintraensayo fueronde 2,0%aSDs =7,36y9,8%aSDs=13,16.
Los CV interensayo resultaron en 2,1 % a SDs = 6,75, 11,3 % a
SDs=10,85y 10,7 %aSDs =57,69.

Analisis estadistico

La distribucion normal de los datos se analizé mediante el
test de normalidad Omnibus de D’Agostino & Pearson. Se realizé
eltestde Rout con el fin de eliminar los valores outliers dentro de
la poblacion de individuos control normalmente distribuidos. La
seleccion de valores 6ptimos de cut-off se basé en curvas cons-
truidas trazando la especificidad calculada y la sensibilidad de
cada protocolo frente a los valores de corte correspondientes.
La significacién estadistica se evalué mediante tests paramé-
tricos: test t de Student para muestras no pareadas con correc-
cién de Welch; o tests no paramétricos: test U de Mann-Whitney
para datos no pareados, cuando fuese aplicable. La correlacién
entre ensayos se evalué mediante regresion lineal estandar y
con el célculo del coeficiente de correlacién de Spearman (rg).
Los calculos se realizaron utilizando GraphPad Prism version
6.01 para Windows (GraphPad Software, San Diego California,
EE.UU., www.graphpad.com). Se considerd estadisticamente
significativo un valor de p < 0,05.

Resultados
Deteccion de GADA e IA-2A por RBA

Mediante la determinacion de GADA por el método de referencia,
de los 48 sueros de pacientes con DMT1, 25 muestras resultaron
positivas para la presencia de dicho marcador (52,1 %),empleando
un cut-off de SDs > 3,0 (Figura 2 (A] ). Los niveles de autoanticuer-
pos se caracterizaron por presentar una SDSediana = 3,08 y un
rango de sefales de -0,85 a 42,26 Tabla I}. Por otro lado, al ana-
lizar la presencia de IA-2A en esta misma poblacién, 28 muestras
resultaron positivas para dicho marcador (60,9 %) empleando un
cut-off de SDs > 3,0 (Figura 2 (B]). Los pardmetros observados
para este ensayo incluyeron una SDSediana = 6,39 Y unrango de
sefales de -2,95 a 39,92 (Tabla Il]. El andlisis en paralelo de 24
sueros de individuos controles normales confirmé una especifi-
cidad del 100 % en ambos ensayos. Frente al analisis en conjun-
to de estos resultados puede decirse que se detect6 el compo-
nente autoinmune (definido como presencia de GADA y/o IA-2A
en suero) en una cantidad de 37 muestras de pacientes con
reciente diagnéstico de DMT1 (77,1 %). Ademés, se establecieron
asi4 cuatros grupos experimentales (GADA/IA-2A): +/+ (n = 16), +/-
(n=9),/+ (n=12) y /- (n = 11) (Figura 2 (C)); los cuales se
sometieron al analisis por el método FloCMIA multiplex.

Deteccidn de GADA e IA-2A por FloCMIA multiplex

Mediante la determinacién de GADA por FIoCMIA multiplex
(Figura 3 (A)], de los 48 sueros de pacientes con DMT1, 33
muestras resultaron positivas para la presencia de dicho mar-
cador (68,8%) empleando un cut-off de SDs > 2,5. Los niveles de

Tabla Il. Pardmetros analiticos para los métodos de RBA y
FloCMIA multiplex aplicados a la determinacién del marca-
dor humoral IA-2A. Los resultados se obtuvieron del anali-
sis de una poblacién de individuos controles normales y
de pacientes infanto-juveniles con reciente diagnéstico de
DMT1.

Inmunoensayo RBA FloCMIA multiplex
MFS‘E:']“ 6,39 0,19
?;Bﬁ‘]’ (-2,95)-39,92  (-2,08)-62,07
Sens{;I]"adad 60,9 41,7
Sensibilidad
ns'l.ll a b _ 64,5
Analitica (%)
Especificidad 100,0 93,9

(%)°

» a: Porcentaje de pacientes positivos para IA-2A del total de pacientes
estudiados
b: Porcentaje de pacientes positivos para IA-2A por RBA que fueron
positivos por FloCMIA
c: 100% menos el porcentaje de falsos positivos
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Figura 1. Evaluacion de sueros por FloCMIA mutiplex. A: Poblaciones de microesferas de 4 um-TrxGAD (izquierda) y 5 pm-
TrxIA-2;. (derecha) observadas en el dot plot FSC vs. SSC para propésitos de gating, B-E: dot plots para el andlisis de |a
intensidad de fluorescencia adquirida en el canal FL2 vs. FSC. Se muestran sefales representativas para los sueros de
pacientes diabéticos tipo 1 con diferente perfil de deteccién de autoanticuerpos. B: suero GADA-/IA-2A-, C: suero GADA-/
|A-2A+, D: suero GADA+/IA-2A+ y E: suero GADA+/IA-2A-.

A. B. C. D. E.

SIDE SCATTER (SSC)
INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA(FL2)

FORWARD S CATTER(FSC) FORWARDS CATTER(FSC)

Figura 2. Resultados obtenidos por RBA para la determinacidn de GADA (A) e IA-2A (B] en el suero de individuos controles
normales y pacientes con DMT1. El valor de cut-off para cada ensayo es indicado por una linea punteada y las media-
nas para cada poblacidn estan indicadas por una linea discontinua. **** p < 0,0001 estadisticamente significativo. C:
Diagrama de Venn para resultados obtenidos en la determinacién de GADA e |IA-2A por RBA, sobre una poblacién de 48
pacientes infanto-juveniles con reciente diagnéstico de DMT1. En este diagrama se establecen 4 grupos experimentales

segun la presencia (+) o ausencia (-] del marcador correspondiente.
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autoanticuerpos se caracterizaron con una SDSegiana = 5,66 Y
un rango de sefiales de -1,89 a 124,10 (Tabla I]. La sensibilidad
analitica fue del 100,0 %, mientras que el andlisis en paralelo
de 49 sueros de individuos controles normales determing una
especificidad de 98,0 % con la eliminacién de una muestra con
sefial outlier para el célculo del cut-off. Por otro lado, al analizar
la presencia de 1A-2A en esta misma poblacion (Figura 3 (B)],
20 muestras resultaron positivas para dicho marcador (41,7 %)
empleando un cut-off de SDs > 3,0. Los parametros observados
para este ensayo incluyeron una S0s egiana = 0,19, un rango
de sefales de -2,08 a 62,07 y una sensibilidad analitica de
64,5 % (Tabla Il). El andlisis en paralelo de 49 sueros de indivi-
duos controles normales confirmé una especificidad de 93,9
% con la eliminacién de 3 muestras con sefales outlier para el
calculo del cut-off. Frente al analisis en conjunto de estos resul-
tados puede decirse que se detectd el componente autoinmune
enuna cantidad de 37 muestras de pacientes con reciente diag-
néstico de DMT1 (77,1 %), discriminado en 4 grupos experimen-
tales (Figura 3 (C))

C.
GADA 1A-2A
.......... RN
: -/~ 11
Pacientes
con DMT1
n=48

Resultados integrados y analisis de correlacion

El diagrama de Venn (Figura 4 (A)] ilustra los resultados inte-
grados de la determinacién de GADA por RBAy FloCMIAmultiplex.
Del andlisis de las 48 muestras de pacientes con DMT1, 25 sue-
ros fueron positivos por ambos métodos (52,1 %), mientras que
15 resultaron negativos por ambos ensayos (31,3 %). Se desta-
ca que el método FloCMIA fue capaz de determinar la presencia
del marcador en 8 sueros que el RBA no pudo. Frente al analisis
deregresién linealy correlacién entre las determinaciones de GADA
por RBA y aquellas realizadas en paralelo por FIoOCMIA, los pardme-
tros estadisticos obtenidos fueron: R? = 0,6481, rs=0,8137 para
RBA y FloCMIA multiplex (Figura 5 (A}). Es asi, que la regresion
lineal es buena y la correlacién entre métodos para determinar
GADA es real y no por muestreo azaroso.

Luego del andlisis de los resultados integrados de la determi-
nacién de IA-2A por RBA y FloCMIA multiplex en las 48 muestras
de pacientes con DMT1 se pudo observar que 20 sueros fueron
positivos por los dos métodos (41,7 %), mientras que otros 20
resultaron negativos por ambos (41,7 %) (Figura 4 (B)). EI RBA
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fue capaz de detectar como positivas a 8 muestras que el di-  Discusion

sefio multiplex de FloCMIA no pudo establecer como positivas. La problemética actual en el apoyo diagndstico diabetolégi-
Cuando se analizaronlaregresiénlinealylacorrelacidénentrelas  co se puede resumir en ciertos aspectos criticos que han podido
determinaciones de |A-2A por RBA frente a las determinaciones  ser subsanados en este trabajo:

realizadas en paralelo por FloCMIA, los parametros estadisticos  |. Necesidad de gran cantidad de masa de antigeno: se cuenta
obtenidos fueron: R? = 0,3110, rg = 0,7776 para RBA y FloCMIA con dos autoantigenos expresados de manera recombinan-
multiplex (Figura 5 (B)]. Es asi, que si bien la regresion lineal no te en €. coli en gran cantidad, correctamente plegados, de
es buena, la correlacién entre métodos para determinar IA-2A es facil purificacion y alto rendimiento; con ellos se han podido
real (las sefiales obtenidas por ambos métodos tienden a au- desarrollar un gran nimero de inmunoensayos y permite su
mentar paralelamente]. El menor valor de R? obtenido en la re- aplicacién en determinaciones rutinarias.

gresion lineal del FloCMIA para IA-2A puede observarse enlapér-  Il. Metodologias radiométricas costosas: se pudieron imple-
dida de linealidad a medida que aumenta el valor de las sefales. mentar exitosamente protocolos de FIoCMIA con insumos

Figura 3. Resultados obtenidos por FIoOCMIA multiplex para la determinacion de GADA (A] e IA-2A (B) en el suero de indivi-
duos controles normales y pacientes con DMT1. El valor de cut-off para cada ensayo es indicado por una linea punteada y
las medianas para cada poblacién estan indicadas por una linea discontinua. **** p < 0,0001 estadisticamente significa-
tivo. C: Diagrama de Venn para resultados obtenidos en |a determinacion de GADA e |A-2A por FloCMIA multiplex, sobre una
poblacién de 48 pacientes infanto-juveniles con reciente diagnéstico de DMT1. En este diagrama se establecen 4 grupos
experimentales segun la presencia (+) o ausencia (-) del marcador correspondiente.
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Figura 4. Diagramas de Venn de los resultados integrados en la determinacién de GADA (A] e IA-2A (B) en 48 sueros de
pacientes infanto-juveniles con reciente diagnéstico de DMT1, realizado por RBA y FloCMIA multiplex.
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Figura 5. Correlacion de sefiales obtenidas por el método FIoCMIA multiplex desarrollado para GADA (A) o I1A-2A (B), y
el método de referencia para el mismo marcador humoral en 48 sueros de pacientes diabéticos infanto-juveniles con
reciente diagnéstico de DMT1 seleccionados. La linea punteada representa el valor de cut-off para cada uno de los en-
sayos. Cada gréfico incluye los pardmetros correspondientes a la regresion lineal (R?) y correlacién determinada por el

coeficiente de Spearman (r).
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mucho mas estables y productivos para la evaluacién y se-
guimiento de un gran nimero de muestras, con potencial be-
neficio econémico del paciente y el sistema de salud.

. Aplicabilidad en laboratorios de baja-media complejidad: el
equipamiento mas costoso es el citémetro de flujo, el cual ya
ha sido adquirido en la gran mayoria de los hospitales publi-
cos y privados de los centros urbanos mas importantes del
pais, y no requiere mucha mas infraestructura especifica ni
habilitaciones rigurosas.

IV. Desafio analitico por la baja concentracion de autoanticuer-
pos: se desarrollaron métodos con deteccién de alta sensi-
bilidad, como es la fluorescencia, que permitieron distinguir
adecuadamente la diferencia en sefiales de pacientes e in-
dividuos normales.

Todos estos aspectos permiten considerar al FloCMIA mul-
tiplex para la determinacion de GADA e IA-2A como método de
screening de primera linea en distintas poblaciones. Si bien no
poseen una performance superadora con respecto al método
de referencia, al ser un método combinado y discriminativo
aumenta su importancia diagndstica. Por lo tanto, teniendo en
cuenta que:
|. FloCMIA GADA se desarroll6 utilizando microesferas de 4 um

como fase sélida, mientras que FloCMIA |A-2A se optimizé
con microesferas de 5 pm, ambas pueden combinarse enun
mismo pocillo de reaccién y ser distinguidas en un citémetro
de flujo gracias a la sefales diferenciables que se obtienen
por FSC.

Il. La deteccién simultanea permite realizar el screening y se-
guimiento de un gran ndmero de pacientes [34-39-41], con

70
R2: 0,3110
60-| ° re: 0,7776

SDs FloCMIA multiplex

- T T
-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40

SDs RBA

gran utilidad para prediccién y prevencién de la DMT1.

ll. La combinacién de la determinacién de GADA e IA-2A ha de-
mostrado detectar el componente autoinmune en la mayor
parte de los pacientes infanto-juveniles con DMT1A {donde
presentan alta prevalencia) y ademés posee un valor predic-
tivo positivo > 90 % al estudiar a la poblacién de riesgo [27].
Se seleccionaron 48 muestras de pacientes con DMT1 de

reciente diagndstico para ser evaluadas por RBA y el disefio

multiplex de FloCMIA. A partir de los resultados obtenidos por
el método de referencia se crearon 4 grupos experimentales
segun la presencia (+) o ausencia (-] de los marcadores GADA

e IA-2A (+/+, +/-, -/+ y -/-], los cuales se sometieron posterior-

mente a la evaluacién por FloCMIA multiplex, para el andlisis de

la performance analitica con el objetivo de demostrar que los
métodos radiométricos pueden ser reemplazados en la prac-
tica clinica de apoyo diagndstico diabetolégico. Como era de
esperar, empleando el RBA no todos los individuos mostraron
evidencia de autoinmunidad (37 pacientes presentaron como
minimo uno de los marcadores humorales mencionados), adn
siendo este el método de referencia. El analisis conjunto de los
resultados supera al alcance diagndstico de la determinacion
individual de cada autoanticuerpo (25 muestras positivas para
GADA y 28 para IA-2A). Esto coincide con la recomendacién de
determinar mdas un marcador para disminuir la posibilidad de
informar al paciente un resultado negativo para la presencia
de autoinmunidad, con la consiguiente falla terapéutica. Esto
es de suma importancia en pacientes adultos, donde si no se
demuestra el componente autoinmune no se comienza el tra-
tamiento sustitutivo con insulina, perjudicando asi a los islotes
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de Langerhans residuales al sobreexigir la liberacién de dicha
hormona para mantener los niveles normales de glucosa en
sangre perpetuando y acelerando el dafio autoinmune. Incluso,
si se establece una terapia con secretagogos de insulina (como
las sulfonilureas) el cuadro se agrava alin mas, precipitando el
debut de la DM autoinmune con cetoacidosis. Actualmente, esta
contraindicado el empleo de sulfonilureas en pacientes con pre-
sencia de autoanticuerpos en circulacién y diagndstico de DM
no insulino-requiriente; de hecho se propone el uso de inhibido-
res de la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4] o insulina para mejorar
el control glucémico en ellos [42].

El analisis de regresién lineal y correlacion entre las determi-
naciones de GADA por RBA y FloCMIA multiplex muestra que se
relacionan linealmente y correlacionan de manera adecuada,
rechazando la idea de que la correlacién es debida a casualidad.
Esto reafirma laidea de poder reemplazar el método radiométri-
coindividual para la determinacién de GADA por FloCMIA. Aunque
posean principios fisicoquimicos diferentes, es evidente que el
método FIoCMIA posee caracteristicas mas cercanas a la fase
fluida que los métodos en fase sélida clasicos, probablemente
debido a que el pequefio tamarfio de las microesferas, sumado
alaincubacién durante toda la noche del suero con las mismas
(tiempo suficiente para alcanzar un estado cercano al equilibrio
quimico), podria constituir una ‘fase fluida virtual”.

Por otro lado, al analizar la regresion lineal entre las determi-
naciones de |A-2A por RBA y FloCMIA multiplex se observa que no
existe buena relacién lineal evidenciada por los valores bajos de
R? obtenidos. A priori, esto podria deberse a que el método FloCMIA
para |A-2A posee valores mas altos de CV que aquellos para GADA
al determinar alto titulos del marcador, lo cual produce un desvio
de la linealidad. Como ambos métodos poseen principios fisico-
quimicos diferentes no se esperaba una relacion lineal ideal, y
ademds el objetivo final es determinar presencia y ausencia del
marcador, no tanto asi su semicuantificacion, por lo que no es
tan critica la falta de relacién lineal entre sefales sino que se de-
tecte la presencia de IA-2A. Los métodos correlacionan de ma-
nera adecuada, indicando que cuando aumentan las sefales
por RBA también se observa el aumento por FloCMIA (analisis
de rg). Si bien las determinaciones individuales por FIoCMIA no
superan en performance al RBA, cuando se analiza la cantidad
de pacientes con componente autoinmune demostrado por
FloCMIA GADA e IA-2A a través del disefio multiplex se obtiene
practicamente el mismo ndmero que aquellos detectados por
RBA (Figura 6).

Es recomendable aplicar el disefio multiplex de FloCMIA, ya
que en un Unico acto analitico se puede detectar el componente
autoinmune en los sueros de pacientes de manera analoga a
realizar dos determinaciones independientes por el método de
referencia (mediante el empleo del disefio multiplex se eviden-
cié mayor nimero de pacientes con componente autoinmune
que realizando cada RBA por separado). Esto trae como ventaja:
. Potencialmente disminuir los costos para el desarrollo e im-

plementacién de estos métodos en la clinica rutinaria,

Il. Utilizar equipamiento y procedimientos de menor compleji-
dad,

Figura 6. Diagrama de Venn para los resultados integrados
en la determinacién de componente autoinmune (presen-
cia de GADA y/o0 IA-2A) en 48 sueros de pacientes infanto-
juveniles con reciente diagndstico de DMT1, realizado por
RBAyY FloCMIA multiplex.

RBA FloCMIA multiplex

9

lll. Aumentar la aplicabilidad de estos métodos en laboratorios
de mediana complejidad que posean un citémetro de flujo
con pocos requerimientos,

IV. Descentralizar las determinaciones de marcadores humora-
les, como consecuencia del punto anterior,

V. Lograr una mejora en el diagndstico del componente autoin-

mune, analogo al método de referencia,

Mejorar la terapia una vez conocido el proceso autoinmune

subyacente, ayudando incluso al médico clinico no especia-

lizado en diabetologia si no esté seguro que anélisis pedir al

laboratorio, puede pedir la realizacién del FloCMIA multiplex y

asi aumentar las posibilidades de acceder a un diagnéstico

correcto),

VII. Disminuir el uso de material radiactivo eliminando la nece-
sidad de tratar los desechos generados, pedir autorizacién a
la autoridad regulatoria competente, formar personal con en-
trenamiento especifico y autorizado, y disminuir los costos

VI.

Figura 7. Histograma de sensibilidad para los marcadores
GADA, IA-2A, 1AAy ZnT8A en comparacién con el FloCMIA
multiplex en 48 pacientes con DMT1.
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de importacién del insumo. Ademas, si bien el RBA es un mé-
todo muy robusto, el trazador radiactivo decae rapidamente
en el tiempo, afectando de manera negativa la performance
analitica. Mientras tanto, los métodos FloCMIA dependen de
una produccién sencilla, rapida y econémica de las proteinas
de fusién necesarias para adsorber a las microesferas.

En la Figura 7 se re-elaboraron los resultados obtenidos con
los 48 sueros de pacientes infanto-juveniles con reciente diag-
nostico de DMT1. En dicha figura se muestra en forma compara-
tiva la sensibilidad obtenida para el FloCMIA multiplex respecto
de los otros marcadores seroldgicos de autoinmunidad. Como
puede observarse, la metodologia desarrollada presenté el ma-
yor porcentaje de positividad dentro del grupo de pacientes dia-
béticos evaluados encomparaciénacadaunodelos métodosin-
dividuales por radiometria: hastaun 77,1 % de los pacientes con
diagnéstico reciente de DMT1 presentaron GADA y/o |A-2A por el
FloCMIA multiplex, un aumento significativo en la sensibilidad
respecto de los métodos de referencia individuales para GADA,
IA-2A, I1AA y ZnT8A con los cuales se alcanzo una sensibilidad del
52,1 %, 58,3 %, 12,5 % y 45,8 % respectivamente. Al analizar la
sensibilidad combinada, la incorporacién de los marcadores IAA
yZnT8A dosados por RBA sélo aporté un 6,2% extra al porcentaje
de pacientes con componente autoinmune (83,3% de sensibi-
lidad combinada entre los 4 marcadores vs. 77,1 % detectado
originalmente con RBA GADA e 1A-2A analizados en conjunto).
De hecho, no es una gran ventaja sobre el componente autoin-
mune detectado con FloCMIA multiplex ya que en valor absoluto
se detecta por RBA el proceso autoinmune subyacente en 3 pa-
cientes mas, 2 de ellos GADA (-)/IA-2A (-)/IAA (+)/ZnT8A (-] (uno
de los cuales resultd GADA (+) por FIoCMIA] y 1 de ellos GADA (-)/
IA-2A (-)/1AA (-)/ZnT8A (+). Por lo tanto, aun teniendo en cuen-
ta la determinacién conjunta de los 4 marcadores humorales
principales, el FloCMIA multiplex ain puede reemplazarlos con
una buena performance. Si bien anteriormente nuestro grupo
de trabajo desarroll6 un método combinado para GADA e 1A-2A
que podia detectar el mismo ndmero de pacientes diabéticos
con etiologia autoinmune que las determinaciones combinadas
por RBA [34], este poseia un fundamento radiométrico por lo
que no era posible su aplicacién a un gran ndmero de muestras
e incluso sus costos no justificaban su aplicacién rutinaria. Por
otrolado, a diferencia del FloCMIA multiplex, no podia discriminar
entre marcadores, sé6lo detectar componente autoinmune. Por
dltimo, puede observarse en la figura 6 (diagrama de Venn para
el componente autoinmune) que hay 2 pacientes originalmente
RBA negativos que “positivizaron” al analizarse por FloCMIA mul-
tiplex. Se considera que estos hallazgos analiticos noimplican la
aparicién de falsos positivos debido a que:

l. Al debutar con la patologia, |a clinica de estos pacientes es
inequivoca para DMT1,

Il. Se acepta actualmente que el RBA por sisolo no es suficiente
para descartar la presencia de autoinmunidad en pacientes
diabéticos juveniles [43].

[ll. El protocolo de FloCMIA combiné interacciones de fase sélida
(GADA/IA-2A con TrxGAD/TrxIA-2;c inmovilizado] y fase fluida
(complejo inmune microesfera- TrxGAD/TrxIA-2;c-GADA/IA-2A

con TrxGAD/TrxIA-2;. biotinilada) sumado a una incubacion

entre el suero y el antigeno adsorbido de =16 h (cercania al

equilibrio], lo que probablemente permiti6 una unién antige-
no-GADA/IA-2A ma3s estable.

IV. La presencia de GADA o IA-2A de baja constante de afinidad
(K,) dificulta su deteccion por RBA ya que es un ensayo que
detecta muy bajas concentraciones pero es altamente de-
pendiente de la K,. Mientras que aquellos ensayos de fase
sdlida pueden detectar dichos autoanticuerpos de baja afi-
nidad, pero presentan grandes limitaciones respecto a su
sensibilidad [44-46].

V. Hay un reconocimiento de epitopes no expuestos original-
mente en la fase fluida, porque en esta se utiliza el antigeno
nativo expresado en un organismo eucariota. Esto no siem-
pre significa que sea la forma en que se presenta al sistema
inmune y se genera la respuesta inmune dirigida a estos
autoantigenos, por lo que la forma en que se adsorbe sobre
una superficie de poliestireno puede exponer epitopes ne-
cesarios para la unién del autoanticuerpo. Por otro lado, se
usan dos moléculas estructuralmente diferentes y de dis-
tinta fuente celular, potencialmente presentando epitopes
diferencialmente.

Finalmente, en particular en estos casos, los 2 pacientes
evidenciaron componente autoinmune ya sea por presencia
delAA0ZnT8A, dandoles un fuerte respaldo experimental ala
deteccién del proceso autoinmune.

Los resultados obtenidos permiten afirmar que el FloCMIA
multiplex es til para el screening de la DMT1 en la poblacién
infanto-juvenil.

En el futuro se pretende extender el disefio multiplex al resto
de los marcadores humorales de mayor prevalencia, como IAA/
PAAYZnT8A, yasicontar con la deteccién simultanea y discrimi-
nativa de los 4 autoanticuerpos claves en DM autoinmune. De
hecho, se puede seleccionar un panel diferencial de analitos a
analizar dependiendo de la poblacién en estudioy la prevalencia
diferencial de los marcadores en las mismas:

. En pacientes nifios y adolescentes seria conveniente estu-
diar GADA e |A-2A en principio para el apoyo diagnéstico en
casos de debut sospechoso.

Il. Enjévenesy adultos no obesos, con comienzo clinico de DM

(clasificacién como LADA o DMT2 genuino), cobraria mayor

importancia sumar el uso de ZnT8A o IAA a GADA, no tanto asfi

IA-2A ya que se demostrd la relacion inversa entre sus titulos

y la edad, y no aportaria aumento en la prevalencia del com-

ponente autoinmune. Sin embargo, su presenciaindicaria alto

riesgo para la rapida progresion a la insulino-dependencia.

El estudio de los titulos de anticuerpos anti-insulina (1A pro-

ducidos por la terapia insulinica sustitutiva para detectar fa-

lla en el control metabdlico de pacientes diabéticos, etc.

También es Gtil no sdlo para el apoyo diagndstico (mejor

clasificacién, aplicacién terapéutica adecuada en el momento

oportuno y maxima preservacion funcional de los islotes pan-
credticos) sino también para su aplicacién en:

. Estudios de prevalencia en |a poblacién general,

IIl. Estudios de prediccién en grupos de riesgo (parientes en

VI.
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primer grado, sanos, de pacientes con DMT1) aguardando la

disponibilidad de terapias preventivas. Aqui seria Util la com-

binatoria GADA/IA-2A,
[ll. Prospeccién de la patologia, entre otras.

Todas estas aplicaciones son posibles gracias a la posibili-
dad de evaluar un gran nimero de muestras en poco tiempo y
con la posibilidad de obtener el resultado para varios marcado-
res en una determinacién (efectuando un ahorro sustancial de
muestra del paciente al evitar 4 determinaciones individuales,
critico en algunos grupos de pacientes). También es destacable
el rango dindmico amplio que posee FIoCMIA, y si bien actual-
mente la semicuantificacién de los marcadores no tiene una
aplicacion clinica inmediata ya que se busca presencia del mis-
mo (priorizando la sensibilidad y especificidad], eventualmente
podria correlacionarse con diferentes fenémenos consecuencia
de la patologia, como por ejemplo con la cercania al debut, pro-
greso del dafio pancredtico, el requerimiento de insulina [34],
entre otras. En este contexto, Achenbach y col. examinaron
prospectivamente el titulo de autoanticuerpos, la reactividad
hacia ciertos epitopes y las subclases de IgG en familiares en
primer grado de pacientes diabéticos con presencia de algin
autoanticuerpo y determinaron cdmo estos analisis pueden ser
utilizados para estratificar la probabilidad de progresién hacia
el debut clinico de la DMT1 [47]. De esta manera, demostraron
que el riesgo de DMT1 aumenta en familiares con titulos de I1A-2A
e IAA por encima del umbral del percentilo 99 de individuos con-
troles, pero que el riesgo no se relaciona con los titulos de GADA.

Como consecuencia de esto, el RBA quedaria como un méto-
do complementario o confirmatorio para ciertos casos dudosos,
reemplazado por un método mas adecuado para screening rapi-
do, masivoy econémico debido a que es mas simple de ejecutar,
menos costoso, aplicable a la practica clinica y factible de ser
automatizado.

Como conclusién se logrd desarrollar un inmunoensayo no
radiométrico basado en citometria de flujo el cual logré tanto la
mayor sensibilidad analitica en la bisqueda de autoinmunidad
en DMT1 como el mayor VPP en la evaluacién del riesgo a desa-
rrollar DMT1.
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Resumen

Introduccién: el diagnéstico de Chagas agudo, congénito y de reactivacién chagdsica se basa en la ob-
servacién microscépica del parasito. Debido a la baja sensibilidad de estas técnicas se han desarrollado mé-
todos de biologia molecular para su diagndstico. Objetivo: evaluar la utilidad de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) para la deteccion del Trypanosoma cruzi. Materiales y métodos: se determing el limite de
deteccion (LoD) a partir de una curva de parasitos y la sensibilidad analitica con diluciones seriadas de ADN
deT. cruziusando 2 PCRin-house. Se estudiaron 53 muestras de recién nacidos de madres seropositivas para
Chagas y 25 de pacientes crénicos con sospecha de reactivacién chagasica. Las técnicas utilizadas fueron:
micrométodo para sangre, observacion microscdpica directa para LCR y dos PCR (PCR-ADN kinetoplastidico
y PCR-ADN nuclear]. Resultados: el LoD para ADN nuclear fue 1,45 parasitos/ml (IC 95 %: 1,06 - 3,54] y para
ADN del kinetoplasto fue 1,00 parasitos/ml (IC 95 %: 0,76 - 1,77). La sensibilidad analitica en ambas PCR fue
de 0,1 fg/pl. En el total de muestras (n = 78], la cantidad de positivos detectados por PCR fueron significativa-
mente mayores que con los métodos directos (33 % vs. 9%, p < 0,01). El indice de concordancia Kappa entre
ambos métodos fue “aceptable” (Kappa = 0,698; p < 0,0001) para recién nacidos y “malo” (Kappa = 0,083; p
=0,299] para pacientes crénicos con sospecha de reactivacion chagasica. Conclusiones: la sensibilidad de
la PCR superd ampliamente a la de los métodos parasitoldgicos directos. La implementacién de las técnicas
de biologia molecular para deteccion de T. cruzi aumentaria el nimero de pacientes beneficiados por un tra-
tamiento precoz.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, enfermedad de Chagas, diagnéstico molecular, PCR, ADN satélite, ki-
netoplasto.
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Introduction: the diagnosis of acute and congenital Chagas disease, as well as of Chagas disease reacti-
vation, is based on the microscopic observation of the parasite. Due to the low sensitivity of this technique,
molecular methods have been developed for this diagnosis. Objective: To evaluate the usefulness of the po-
lymerase chain reaction (PCR) for the detection of Trypanosoma cruzi. Materials and methods: The limit of
detection (LoD) was determined with a curve of parasites and the analytical sensitivity with serial dilutions of
Trypanosoma cruzi DNA, by using two in-house PCRs. We studied 53 samples from newborns born to mothers
who were seropositive for Chagas and 25 from chronic patients with suspected Chagas disease reactivation.
The techniques used were: micro-method for blood, direct microscopic observation for CSF and two PCR (ki-
netoplastic DNA-PCR and nuclear DNA-PCR). Results: The LoD for nuclear DNAwas 1.45 parasites/ml (Cl 95 %:
1.06 - 3.54], whereas that for kinetoplast DNAwas 1.00 parasites/ml (C195 %: 0.76 - 1.77). The analytical sen-
sitivity in both PCRs was 0.1 fg/ul. In the samples studied (n = 78], the number of positive samples detected
by PCR was significantly higher than detected with the direct methods (33 % vs. 9%, p < 0.01). The Kappa con-
cordance index between both methods was “acceptable” (Kappa =0.698; p < 0.0001) for newborns and “bad”
(Kappa=0.083;p=0.299] for chronic patients with suspected Chagas disease reactivation. Conclusions: The
sensitivity of PCR exceeded that of direct parasitological methods. The implementation of molecular biology
techniques for the detection of T. cruzi would increase the number of patients diagnosed, who will in turn be
benefited by an early treatment.

Key words: Trypanosoma cruzi, Chagas disease, molecular diagnosis, PCR, satellite DNA, kinetoplast.
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Introduccidn

La Enfermedad de Chagas es causada por el parasito Trypa-
nosoma cruzi, el cual es transmitido al hospedador vertebrado
a través de un vector (triatomino] infectado. Existen otras vias
de transmision no vectoriales como la transplacentaria, trans-
fusién de sangre, trasplante de 6rganos, ingesta de alimentos
contaminados con parasitos y accidentes de laboratorio.

La infeccién por T. cruzi constituye un problema de salud
de relevancia social y econémica en muchos paises de Améri-
ca Latina. Ha sido reconocida por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) como una de las 13 enfermedades tropicales des-
atendidas del mundo [1,2]. La OMS ha estimado, para Latinoa-
mérica, que cerca de 8 millones de personas permanecen hoy
infectadas por T. cruzi. En nuestro pais, habria entre 1.500.000
y 2.000.000 de nifios y adultos infectados [3], por lo que se
considera la principal endemia. Segln datos del Ministerio de
Salud de la Nacion (Programa Nacional de Chagas) la seropre-
valencia de infeccion por T. cruzi en embarazadas en Argentina
fue de 6,8 % en 2000 y 4,84 % en 2010. En base a estos datos,
se estima que cada afio nacen 1300 nifios infectados por trans-
misién congénita.

En nuestro pais, la situacién actual de control de Chagas es
heterogénea y en las regiones no endémicas existe riesgo de
transmision congénita derivado de las migraciones, lo que tam-
bién ocurre en otras partes del mundo [4].

Durante el curso de la Enfermedad de Chagas se puede distin-
guir una fase aguda, caracterizada por una abundante parasite-
mia, seguida de una fase indeterminada de recuperacion, hasta
finalmente instaurarse la fase cronica de la enfermedad. Esta
Ultima se caracteriza por la presencia de anticuerpos IgG espe-
cificos y de una parasitemia escasa e intermitente con un curso
clinico impredecible, que va desde la ausencia de sintomas has-
ta una enfermedad severa con compromiso cardiovascular y/o
gastrointestinal que pueden ocasionar la muerte [5,6]. Los pa-
cientes con Chagas crénico que sufren algin grado de inmuno-
supresion (trasplante de drganos, infeccion por VIH, tratamiento
oncoldgico) pueden presentar una reactivacion del T. cruzi.

La demostracién de la presencia del parasito constituye el
diagndstico de certeza para definir la reactivacion de la enfer-
medad o para el diagnéstico de la infeccién enlos recién nacidos
[7].En etapas posteriores, el diagndstico de laboratorio se basa
en la deteccion de anticuerpos especificos [8].

El Ministerio de Salud de la Nacién a través del Programa
Nacional de Chagas recomienda que el nifio recién nacido, hijo
de madre infectada sea estudiado en las primeras semanas de
vida por métodos parasitolégicos directos y a partir de los 10
meses de edad por métodos seroldgicos [7]. Cabe consignar
que 9 de cada 10 nifos tratados en fase aguda y 8 de cada 10
nifos tratados en la fase crénica negativizan los anticuerpos, lo
cual forma parte de los criterios de “curacién” [7]. Por tal moti-
vo, la deteccién temprana del parasito resulta fundamental a la
hora de prevenir complicaciones posteriores.

Los métodos parasitolégicos directos se basan en la ob-
servacion por microscopia del parasito y son los cominmente
utilizados ya que pueden ser realizados en laboratorios de baja

complejidad. Debido a la baja sensibilidad de estas técnicas y
con el advenimiento de la Biologia Molecular se han desarro-
llado, en los ultimos afios, una gran cantidad de técnicas mo-
leculares para el diagndstico de la enfermedad de Chagas [9].
Entre estos, se encuentran la PCR para la deteccion de la region
variable del ADN de minicirculo del kinetoplasto de T. cruzi y la
PCR para la deteccién de una secuencia de 195 pares de bases
del ADN satélite de T. cruzi. Estas PCR tienen gran sensibilidad
ya que se basan en la amplificacién de secuencias repetitivas. A
su vez, revisten de una elevada especificidad debido a que sélo
amplifican el ADN de T. cruziy no de otros parasitos relacionados
[10,11]. Como ambas secuencias se encuentran representa-
das en un nimero de copias muy similar, las diferencias en el li-
mite de deteccién de cada técnica dependen de la optimizacion
de cada reaccion.

En muchos trabajos se han realizado comparaciones entre
la PCR y los métodos parasitoldgicos directos para la deteccion
de T. cruzi reportandose en todos ellos un incremento de casos
positivos por PCR [12-16].

Considerando que el tratamiento temprano presenta gran-
des beneficios, existe la necesidad de contar con un ensayo
sensible, especifico y rapido para el diagnéstico de los casos
de Chagas agudo, congénito y de reactivacién chagasica. Los
métodos parasitoldgicos, aunque precoces y altamente especi-
ficos son poco sensibles mientras que los métodos serolégicos
dan un diagndstico tardio. Por tal motivo, cobran relevancia las
caracteristicas de las técnicas de biologia molecular al combi-
nar alta sensibilidad y especificidad.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la utilidad de la
deteccién molecular de Trypanosoma cruzi realizando dos re-
acciones en cadena de la polimerasa (PCR), con diferentes ce-
badores y comparar su capacidad de deteccién respecto a los
métodos parasitoldgicos directos en pacientes crénicos y en
recién nacidos de madre chagasica atendidos en este hospital.

Materiales y métodos

1. Aislado parasitario/curva de parasitos. Se utilizaron epimasti-
gotes de cultivode T. cruzilinaje CLBr, provistos por el Labora-
torio de Biologia Molecular de La Enfermedad de Chagas-IN-
GEBI, a partir de los cuales se realizaron diluciones seriadas
en sangre seronegativa. Para estas se parti6 de una concen-
tracién de 1000 parasitos/ml hecha por recuento en cdmara
de Neubauer y se realizaron las diluciones de 100, 20, 10, 5,
1y0,5 par/ml. De cada dilucién se realizaron 9 extracciones
del ADN (ver item 5] que fueron procesadas acorde a lo des-
cripto mas adelante.

2. Curvas de sensibilidad de ADN: partiendo de una alicuota de
ADN puro de parasitos, se midi6 la concentracién del mismo
a 280 nm en un espectrofotémetro Nanodrop (EEUU) y luego
se realizaron diluciones seriadas en sangre entera anticoa-
gulada con EDTA con serologia negativa para Chagas, hasta
obtener las siguientes concentraciones: 1000 fg/pl, 100 fg/
ul, 10 fg/ul, 1 fg/uly 0,1 fg/pl. Cada dilucién se extrajo segin
item 5y se realizaron corridas por duplicado.

3. Muestras de Pacientes. Se analizaron 78 muestras con soli-
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citud médica de parasitemia para Chagas atendidos en este
hospital: 53 muestras de sangre de 44 recién nacidos de ma-
dres seropositivas para Chagas (RN] y 25 muestras de 11
pacientes chagasicos crénicos. Entre los pacientes cronicos
se incluyeron 2 muestras de sangre de pacientes pediatricos
inmunosuprimidos (uno con Linfoma + HIV y el otro con leuce-
mia linfocitica aguda) y 17 muestras de sangre y 6 muestras
de LCR de 9 pacientes HIV (+] con lesién ocupante de espacio
(LOE), compatible con “Chagoma” cerebral. Las muestras per-
tenecientes a un mismo paciente corresponden a distintos
momentos durante el curso del seguimiento médico.

4. Métodos parasitolégicos. Se realizé la observacidn directa al
microscopio éptico para los LCR y el micrométodo para san-
gre [17]. El micrométodo fue adaptado acorde a las siguien-
tes modificaciones: se colocd 1 ml de sangre entera en un
tubo estéril y se dejé decantar 24 horas a temperatura am-
biente, luego se tomaron 12 gotas de la interfase (zona de
glébulos blancos] y se colocaron entre porta y cubreobjetos.
La observacién microscdpica se realizé en 10Xy 40X por mi-
croscopia con contraste de fase, recorriendo la totalidad de
los campos enlos 12 preparados.

5. Extraccién de ADN. Se realiz6 la extraccién de ADN de todas
las muestras y de las diluciones de parasitos utilizando co-
lumnas comerciales (Roche, Mannheim, Alemania), segln
indicaciones del fabricante y reservando a -20 °C hasta su
procesamiento. Se incluyé en cada tanda de extraccién un
control usando sangre seronegativa.

6. Técnica de PCR para la deteccién de ADN de minicirculo de ki-
netoplasto de T. cruzi (k-DNA). Se realiz6 una adaptacion del
protocolo descrito por Burgos y col. [ 18], mediante la cual se
amplifica una banda de 330 pares de bases (pb) empleando
los cebadores 121 5-AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA-3’, y
122 5-GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3'. Brevemente, las
condiciones de reaccién fueron: Buffer 1X, desoxinucleéti-
dostri-fosfato (dNTP) 0,25 mM, cebadores 2,5 pM, cloruro de
magnesio 3 mMy Polimerasa 0,75 U (tagPlatinum de Invitro-
gen con sistema Hot start. CA, EEUU) para un volumen final
de mezcla de reaccion de 25 pl y volumen de muestra de 5
ul.La PCR se llevd a cabo mediante el siguiente programa: un
ciclo inicial a 94 °C durante 3 minutos, seguido de 5 ciclos de
45 segundos a 94 °C, 45 segundos a 68 °C y 45 segundos a
72 °C, luego 35 ciclos de 45 segundos a 94 °C, 45 segundos
ab4°Cy45segundosa 72 °C, finalmente a 72 °C durante 10
minutos.

?.Técnicade PCRparaladeteccionde ADNsatélite deT. cruzi (sat-
DNAJ. Se emplearon los cebadores especificos disefados
por Piron y col. [19]: TC1 5-ASTCGGCTGATCGTTTTCGA-3' y TC2
5-AATTCCTCCAAGCAGCGGATA-3'. Estos cebadores permiten la
amplificacidn de una region repetida de 166 pares de bases
delADN satélitedeT. cruzi. Durantela puestaapuntodelatéc-
nica se optimizaron las condiciones de reaccién, las cuales
fueron: Buffer 1X, dNTP 0,25mM, cebadores 0,5 uM, cloruro
de magnesio 3 mM y Polimerasa 0.6 U (tagPlatinum de Invi-
trogen con sistema Hot start. CA, EEUU] para un volumen final
de mezcla de reaccién de 25 pl y volumen de muestra de 5 pl.

LaPCRse llevd a cabo mediante el siguiente programa: un ciclo
inicial a 94 °C durante 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 60
segundos a94°C, 30 segundos a 58°Cy 60 segundosa’2°C.
Todas las técnicas de amplificacion se realizaron con el ter-
mociclador DNAEngine de BioRad (CA, EEUU).

8. Procedimiento y controles internos. Cada muestra se proce-
s6 por duplicado con controles negativos entre cada una,
un control de reactivos y tres controles positivos de distinta
concentracién en cada ensayo. Simultaneamente, se realiz6
un control de idoneidad de la muestra mediante una amplifi-
cacién del gen B-actina humana.

9. Electroforesis de ADN en geles de agarosa. La electroforesis
se realizé en geles de agarosa (Invitrogen, CA, EEUUJ al 2 %
utilizando Buffer TAE [Tampén Tris Acetato 40 mM, EDTA 0,5
M pH 8,0] y un sistema de electroforesis horizontal (Bio Rad,
Sub Cell GT, CA, EEUU]. Se empled un voltaje de 90V durante
45 min. Los geles se tifieron con bromuro de etidio (Bio Ba-
sic Inc, Ontario, Canadd). Las bandas de ADN se visualizaron
con transiluminador de luz ultravioleta (UV Transilluminator
UVP). El tamafio de las bandas de ADN se estimé comparan-
dolas con un marcador de peso molecular de 100 pb (Invitro-
gen, CA, EEUU).

10.Analisis estadistico. El LoD se calculé comola carga parasita-

ria mas baja que proporciona = 95 % de los resultados detec-
tables por PCR para ambos blancos moleculares, de acuerdo
con las normas del Instituto de Estandares Clinicos y de La-
boratorio [20] adaptadas a los propésitos de este trabajo. El
LoD se calculé por andlisis de regresién Probit con Minitab
15 Statistical Software (Minitab Inc., 2014, State College, PA,
EEUU]).
Para la comparacion de proporciones se aplicé el test de Fis-
hery para evaluar la concordancia se calculé el indice Kappa,
confeccionando las tablas de contingencia. Se aplicé la esca-
la propuesta por Landis y Koch [21] para la interpretacion
delindice Kappa. Para el analisis estadistico se utilizé el soft-
ware SPSS 19.0 (IBM, Ill, EEUU).

Resultados
Calculo de sensibilidad analitica:

El LoD mediante analisis Probit fue 1,45 parasitos/ml (IC95%
1,06 - 3,54) para PCR sat-DNAy 1,00 parasitos/ml (IC 95 % 0,76
-1,77) parak-DNA (Tabla ).

Lasfiguras 1y 2 corresponden a las corridas electroforéticas
mostrando los resultados de las amplificaciones. Se observa
una banda predominante a la altura de 330 pb para las corridas
realizadas con los cebadores de k-DNA y una banda predomi-
nante a la altura de 188 pb correspondientes a una unidad de
repeticion del ADN satélite. Las bandas de peso molecular supe-
rior son multimeros de la unidad de ADN satélite.

La sensibilidad analitica expresada en masa de ADN para los
2 sistemas de amplificacién estudiados fue 0,1 fg/ul. Si se con-
sidera que un parasito contiene aproximadamente 200 fg de
ADN, la sensibilidad analitica determinada en masa de ADN seria
equivalente a aproximadamente 0,5 par/ml, lo cual es levemen-
te inferior a los resultados obtenidos en la curva de parasitos.
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Figura 1. Productos de amplificacién de la PCR parala curva
de parasitos de . cruzi (parésitos/ml).

a)

Figura 2. Productos de amplificacién de la PCR parala curva
de masa de ADN de T. cruzi (fg/ul).

a)

» a) con cebadores 121-122 para k-DNA se observa banda a la altura de 330 pb
b) con cebadores TC1 y TC2 para sat-DNA se observa banda a la altura de 188 pb

PM: Marcador de peso molecular de 100 pb

Comparacién de los métodos en muestras de pacientes:

Entre las 78 muestras analizadas, 26 presentaron PCR po-
sitiva y 7 fueron micrométodo positivo. Es destacable que nin-
guna de las muestras con micrométodo positivo fue negativa
por PCR (Tabla Il). El indice Kappa calculado en el total de las
muestras fue de 0,329 (p < 0,0001], constatando la “regular”
concordancia, en general, entre los métodos.

En el grupo de los RN entre las 53 muestras de sangre ana-

Tabla I. Curva de parasitos/ml para las dianas sat-DNA
y k-DNA.

PCR

Concentracion

(parasitos/ml) Réplicas

Sat-DNA k-DNA
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» Pos: Nimero de ensayos que detectaron ADN de T. cruzi; Neg: Nime-
ro de ensayos que no detectaron ADN de T. cruzi.
El andlisis Probit arrojé un LoD de 1,45 parasitos/ml (IC95 % 1,06 -
3,54) para PCR sat-DNAy de 1,00 par/ml (IC95% 0,76 - 1,77) para
PCR k-DNA.

lizadas, 7 presentaron PCR positiva y 4 micrométodo positivo
(Tabla lll). En 9 de los 44 RN se documentaron resultados de 2
muestras en diferentes periodos. Entre ellos se destacé un caso
en el que el resultado de la PCR fue positivo al nacer y a los 18
dias de vida, mientras que el micrométodo fue positivo solamen-
te en la segunda muestra. La concordancia entre los métodos
en este subgrupo de muestras puede considerarse “aceptable”
ya que el indice Kappa fue de 0,698 (p < 0,0001).

Entre las 25 muestras de pacientes crénicos analizadas, 19
presentaron PCR positiva y sélo 3 fueron positivas por micréme-
todo. Nuevamente, ninguna de las muestras con micrométodo

Tabla Il. Resultados de PCR y MM en el total de muestras
analizadas (n="78).

PCR(+) | PCR() | TOTAL
MM (+) 7 0 7
MM (-) 19 52 71
TOTAL 26 52 78

» PCR, reaccion en cadena de la polimerasa; MM, micrométodo. Se
considerd PCR (+]) a aquellas muestras que fueron positivas en las
dos reacciones evaluadas.

Kappa=0,329 (IC95%0,135-0,524); p < 0,0001.
Grado de acuerdo “regular”.
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Tabla Ill. Resultados de PCR y MM en muestras de recién

nacidos (n=53].

Tabla IV. Resultados de PCR y MM en muestras de pacien-
tes cronicos (n=25).

PCR(+) | PCR() TOTAL PCR(+) | PCR(-) | TOTAL
MM(+) 4 0 0 MM (+) 3 0 3
MM (-) 3 46 49 MM (-) 16 6 22
TOTAL 7 46 53 TOTAL 19 6 25

» PCR, reaccion en cadena de la polimerasa; MM, micrométodo. Se
consideré PCR (+) a aquellas muestras que fueron positivas en las
dos reacciones evaluadas.

Kappa=0,698 (CI95% 0,382 - 1,000); p < 0,0001.
Grado de acuerdo “aceptable”.

» PCR, reaccion en cadena de la polimerasa; MM, micrométodo. Se
consideré PCR (+) a aquellas muestras que fueron positivas en las
dos reacciones evaluadas.

Kappa= 0,083 (CI95 % 0,025 - 0,190); p=0,299.
Grado de acuerdo “malo”.

positivo presentd PCR negativo (Tabla IV). La concordancia en-
tre los métodos en las muestras de este subgrupo de pacientes
fue “mala” (Kappa =0,083; p =0,299).

LaTablaVdescribe en detalle los resultados de los pacientes
con sospecha de reactivacién chagasica. Al analizar los resulta-
dos de los 9 pacientes HIV (+) con LOE, 6 resultaron positivos
para T. cruzi (3 sélo por PCR y los otros 3 por ambas técnicas).
Asimismo, en coherencia con una mayor sensibilidad de las
técnicas de biologia molecular, durante los controles postrata-
miento el micrométodo negativizé antes que la PCR. De los 6 LCR
estudiados 4 fueron positivos por PCR, de los cuales sélo 1 de
ellos presentd microscopia positiva. Los pacientes pediatricos

Tabla V. Detalle de resultados de PCR y MM de pacientes
crénicos con sospecha de reactivacion chagésica (n=11).

PACIENTE DIAGNOSTICO | MUESTRA MM PCR
CF HIV (+)/ LOE Sangre NEG NEG
HS HIV (+)/ LOE Sangre NEG POS

Sangre NEG POS

Tto Sangre NEG POS
Sangre NEG POS

Sangre NEG POS

RR HIV (+)/ LOE Sangre POS POS
Tto Sangre NEG POS
SN HIV (+)/ LOE Sangre NEG POS
LCR POS POS

MN HIV (+) / LOE Sangre NEG POS
LCR NEG POS

GR HIV (+)/ LOE LCR NEG POS
LR HIV (+) / LOE LCR NEG NEG
SS HIV (+) / LOE LCR NEG NEG
BM HIV (+) / LOE Sangre NEG POS
Sangre NEG POS

Sangre POS POS

Tto Sangre NEG POS
Sangre NEG POS

Sangre NEG NEG

Sangre NEG NEG

LCR NEG NEG

SA LLA-T Sangre NEG POS
GA HIV+Linfoma | o oo NEG POS

no Hodking

» NEG, negativo; POS, positivo; tto, inicio del tratamiento; LOE, lesién
ocupante de espacio, PCR, reaccién en cadena de la polimerasa;
MM, micrométodo. *Para LCR se realiza microscopia directa. Se
consideré PCR (+) a aquellas muestras que fueron positivas en las
dos reacciones evaluadas.

con compromiso del sistema inmune y serologia positiva para
Chagas, presentaron ambos PCR positiva y micrométodo nega-
tivo (Tabla V).

La figura 3 compara el porcentaje de positividad por la PCR
y el micrémetodo diferenciando entre pacientes recién nacidos
y cronicos. Como se puede observar el nimero de positivos es
significativamente mayor al utilizar la PCR que al utilizar el mi-
crométodo.

Discusion

El resultado mas relevante del trabajo fue poder documentar
la mayor capacidad de deteccién de la PCR con respecto a los
métodos tradicionales usando muestras de sangre y LCR. Esta
mayor sensibilidad se observé tanto en muestras de pacientes
crénicos, asi como en muestras de recién nacidos de madre
chagasica.

El diagndstico seroldgico de la infeccién neonatal por T. cruzi
se ve impedido debido a la transferencia pasiva de los anticuer-
pos lgG de la madre. Por otrolado, sibien en la infeccién congéni-
tasuele haber parasitemia, ésta no es siempre detectada porlos
métodos parasitoldgicos tradicionales (tal como fue observado
en el presente estudio). La PCR, que detecta y amplifica peque-
fias cantidades de ADN parasitario, provee una alternativa com-
plementaria para el diagnéstico de esta infeccién en el neonato
y establecer el tratamiento lo mas precozmente posible.

En el Hospital Posadas se aconseja tomar dos muestras de
sangre en los bebés: una al nacimientoy laotraalas 2 -4 sema-
nas de vida. De esta manera, se amplia el rango de deteccién del
pardsito. En el caso que las dos muestras sean negativas, los
bebés deberan estudiarse a los 10 meses de vida por métodos
serolégicos. En este medio, resulta de suma utilidad el hecho de
contar con esta herramienta diagnéstica de alta sensibilidad
debido a que la mayoria de los bebés de madre chagasica no
vuelven al Hospital para una segunda toma de muestra ni para
el control seroldgico de los 10 meses. Al poder brindar un resul-
tado positivo auin con la primera muestra, mas nifios podrian ser
beneficiados con el tratamiento antiparasitario.

Sibien el tratamiento temprano de la enfermedad de Chagas
congénito presenta una buena repuesta terapéutica, con indi-
ces de curacion cercanos al 100 %, en la actualidad se descono-
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Figura 3. Resultados de las muestras por biologia molecu-
lar y métodos directos acorde al tipo de paciente.
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ce la eficacia del tratamiento durante la fase crénica de la infec-
cion. Hasta el momento, el consenso sobre el criterio de “cura”
comprende la negativizacion de las pruebas seroldgicas [22].
Sin embargo, la negativizacion de los titulos de anticuerpos en
los pacientes crénicos no ocurre antes de 8 o 10 afios después
del tratamiento y en una proporcién de pacientes no superior
al 15 %. Por lo tanto, es necesario el uso de nuevos marcadores
que permitan determinar la disminucién de la carga parasitaria
o la eliminacién completa del parasito después del tratamiento.
En los Ultimos afos, la deteccion de ADN mediante la PCR y Ia
PCR en tiempo real se ha convertido en las mejores alternativas
[23].

Los limites de deteccién determinados en ambas PCR estan
dentro de los parametros considerados adecuados para el diag-
nostico de infeccién por T. cruzi, segln los criterios propuestos
en un estudio internacional de PCR para Chagas, aplicado a ca-
sos de infeccién reciente por Chagas congénito y de reactiva-
cién chagasica por inmunosupresion [9]. El LoD obtenido se
encuentra dentro del rango publicado, el cual abarca el intervalo
0,005 — 5,000 parasitos/ml, al igual que el valor obtenido para
sensibilidad analitica expresada en masa de ADN, el cual, tam-
bién, se halla dentro de los valores publicados (0,01 - 1,00 fg/pl)
[9]. En este aspecto, se destaca la optimizacion de las condicio-
nes de reaccién para adaptar las técnicas de biologia molecular
alas condiciones de trabajo en este laboratorio.

Deteccién molecular de Trypanosoma cruzi. Experiencia en un hospital publico

La concordancia obtenida en el grupo de los recién nacidos fue
“aceptable”, mientras que en el grupo de los pacientes crénicos
fue “mala”. Esto se debe a que en general las parasitemias suelen
ser mas bajas en la etapa crénica de la enfermedad, y por lo tanto
mas dificilmente detectables por observacién microscépica.

Unadelaslimitaciones de este trabajo es que no se conté con
la serologia a los 10 meses de los bebés, consecuentemente la
tasa de falsos positivos de PCR no pudo ser determinada. No
obstante, para realizar este trabajo se minimizaron los riesgos
de contaminacion (principal fuente de falsos positivos en este
tipo de técnicas) utilizando las areas separadas del laboratorio
de biologia molecular, los controles de reactivos y el control ne-
gativo de extraccion en cada ensayo. Asimismo, se considera-
ron como positivas sélo aquellas muestras que fueron positivas
por ambas técnicas de PCR. De este modo, es asumido que la
tasa de falsos positivos fue nula o0 al menos minima.

En conclusién, estos resultados muestran una mayor sen-
sibilidad de la PCR respecto a los métodos tradicionales y son
similares a los de publicaciones previas [ 16-24-27]. Por tal mo-
tivo, el presente trabajo permite aconsejar el uso de la PCR en el
diagndstico de la infeccién congénita y reactivacién chagasica.
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Resumen

Introduccién: existen varios tipos de biopsia embrionaria. La mayor experiencia se tiene con la biop-
sia en pre-embriones clivados de dia 3, la cual esta siendo reemplazada por la biopsia de blastocisto
por sus ventajas. Objetivo: documentar la experiencia lograda con diagnéstico preimplantatorio en
biopsia de blastocisto y transferencia diferida al ciclo estimulado para parejas con riesgo genético au-
mentado y otros motivos médicos. Materiales y Métodos: se realizaron 269 ciclos de diagnéstico pre-
implantatorio en 161 parejas, quienes fueron divididas en: trastornos monogénicos, reordenamientos
balanceados, screening de aneuploidias embrionarias, tipificado para histocompatibilidad y seleccién
de pre-embriones con factor Rh negativos en mujeres altamente sensibilizadas. Los estudios genéti-
cos fueron abordados por mini secuenciacion, rearreglos de hibridacién genémica comparada y reac-
cién en cadena de la polimerasa cuantitativa fluorescente. Un blastocisto sin mutaciones fue trans-
ferido al Utero a los 30/60 dias del ciclo estimulado. Resultados: de 850 blastocistos estudiados 334
(39 %) fueron normales y de 130 parejas transferidas, 53 lograron el embarazo (40,8 %), siendo 28,5 %
embarazos evolutivos y 12,3 % abortados espontaneamente. Conclusién: |a tasa de embarazo clinico
por transferencia fue 40,8 %, la tasa de aborto 12,3 % y el error diagnéstico 1,8 %. El diagnéstico preim-
plantatorio permite establecer embarazos no afectados con una certeza del 98 % similar al prenatal
efectuado en vellosidades coriénicas, con la ventaja de minimizar al 2 % el riesgo del establecimiento
de un embarazo genéticamente anormal para el riesgo en cuestién.

Palabras clave: diagnéstico genético preimplantatorio, PGD, screening de aneuploidias embriona-
rias, PGS, diagndstico de enfermedades génicas y cromosémicas.
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Introduction: there are several types of embryo biopsy. The main one is the biopsy of cleaved em-
bryos of day 3, but this is being replaced by the blastocyst biopsy due to its advantages. Objective:
to document the experience achieved with preimplantation genetic diagnosis in blastocyst biopsy
and deferred transfer of the stimulated cycle for couples with increased genetic risk and other me-
dical reasons. Materials and Methods: 269 cycles of preimplantation genetic diagnosis were per-
formed in 161 couples, who were divided into: monogenic disorders, balanced rearrangements,
aneuploidy embryo screening, histocompatibility typing and selection of the embryo with nega-
tive Rh factor in highly sensitized women. Genetic studies were approached by mini-sequencing,
comparative genomic hybridization array and fluorescent quantitative polymerase chain reaction.
Ablastocystwithout mutations was transferred to the uterus at 30/60 days of the stimulated cycle. Re-
sults:334(39%) outofthe 850blastocystsstudiedwerenormaland 130couplesweretransferred,40.8%
ofthemachievedpregnancy,28.5%are ongoing pregnanciesand 12.3 % aborted spontaneously.Conclu-
sion:Theclinicalpregnancyratepertransferwas40.8%,theabortionrate 12.3%andthemisdiagnosis 1.8%.
The preimplantation diagnosis allowed establishing unaffected pregnancies with a diagnostic certain-
ty of 98 % similar to prenatal diagnosis in chorionic villi, with the advantage of reducing to 2 % the risk
of establishing a genetically abnormal pregnancy for the risk in question.

Key words: preimplantation genetic diagnosis, PGD, screening of embryonic aneuploidies, PGS,
diagnosis of gene and chromosomal diseases.
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Introduccién

El diagndstico genético pre-implantacional, conocido
internacionalmente con la sigla PGD, es una alternativa de
diagndstico prenatal que se realiza en los pre-embriones
originados in vitro, con la finalidad de seleccionar aquellos
no afectados para una determinada condicion genética y
facilitar, asi, el establecimiento de un embarazo libre de la
afeccidn que aqueja a la pareja. Por lo tanto, es una alter-
nativa diagndstico-terapéutica valida respecto de los diag-
nésticos prenatales convencionales que se realizan una vez
establecido el embarazo.

Existen tres fuentes para la obtencion del ADN pre-em-
brionario en el que se realiza el estudio genético: a) biopsia
del cuerpo polar | y Il antes de la fecundacién y en el mo-
mento de la fecundacion, respectivamente, b) biopsia de
una blastémera en ovocitos fecundados clivados con 6 a 8
células en dia 3 del desarrolloin vitro y c) biopsia de trofoec-
todermo del blastocisto en dia 5/6.

Para poder obtener las células se debe realizar una perfo-
racién en la zona pelucida, ya sea por métodos mecanicos,
quimicos o fisicos. De las tres opciones de biopsia, hoy la
preferida es la biopsia del trofoectodermo que permite ob-
tener varias células, entre 5y 10, lo que asegura disponer
de mas cantidad de ADN para los estudios, ademas de no
pertubar las células del macizo celular interno que origina-
ran al futuro embrién-feto-nacido. Esto, por un lado, tran-
quiliza porque las células extraidas no estan destinadas a
formar parte del embrién, pero, por otro lado le quita valor
diagnéstico, o sea que sélo permite inferir la constitucion
del embrién si se asume que todas las células conservaran
la constitucion fijada en el momento de la fecundacion [1].

En sus comienzos el PGD se realizaba casi exclusivamen-
te en las parejas con mayor riesgo para enfermedades mo-
nogénicas. En cambio, enla actualidad es usado mucho mas
en los laboratorios de fecundacién in vitro para seleccionar
a los blastocistos euploides que tienen mayor posibilidad
de implantacién. Cuando la finalidad es el screening de las
aneuploidias pre-embrionarias, para diferenciarlo del PGD
se lollama screening preimplantatorio de aneuploidias con
su sigla en inglés PGS. En la actualidad, aproximadamente
el 20 % de los diagndsticos son verdaderos PGDs y la mayo-
rfa son PGSs con la finalidad de lograr la maxima eficacia en
las diferentes técnicas de reproduccién asistida. Cuando la
caracterizacién molecular del trastorno en cuestién es co-
nocida, el estudio genético es de tipo directo, pero cuando
se desconoce y existen familiares afectados puede ser de
tipo indirecto por ligamiento.

Mas de 300 diferentes trastornos monogénicos han sido
evaluados preimplantatoriamente alrededor del mundo
[2]. Los mas frecuentes son: hemoglobinopatias, fibrosis
quistica, atrofia muscular espinal, distrofia muscular de
Duchenne, fragilidad del X y distrofia miotdnica. Sibien, las
indicaciones de PGD/PGS son similares a las del diagndstico
prenatal convencional (PND] en vellosidades o amniocitos,
el PGD tiene menos objeciones éticas que el PND. Como la

finalidad del PGD/PGS es transferir pre-embriones no afecta-
dos, se evita la posibilidad de la interrupcion del embarazo
debido a un trastorno genético, que en Argentina esta pe-
nado, mientras que la seleccién pre-embrionaria, se podria
decir que es licita por la existencia de la ley de cobertura de
las técnicas de fecundacion In vitro desde el afio 2012.

Otra gran ventaja es que las personas con riesgo de ha-
ber heredado una mutacién con manifestacién en vida adul-
ta pueden acceder al PGD sin que se revele su condicién de
portador. Tal es el caso de la enfermedad de Huntington, que
es una enfermedad progresiva sin cura que se manifiesta
tardiamente en la vida, generalmente cuando los hijos de
los afectados estan planeando tener hijos. Muchos de ellos
quieren asegurarse que sus descendientes no tengan la
mutacién sin revelarse el status de portador en ellos. A este
respecto, el PGD permite la no transmisién sin revelar si de-
sarrollarad o no la enfermedad.

Los pacientes portadores de mutaciones con riesgo de
tener descendencia con predisposicién a desarrollar tumo-
res a lo largo de su vida son otro ejemplo de la ventaja del
PGD, ya que no se admitirfa realizarlo por PND una vez logra-
do el embarazo.

Otra aplicacién, aunque muy discutida, es la busqueda
de un hijo histoidéntico a uno existente que requiere de
trasplante de medula 6sea para sobrevivir y curarse con el
tratamiento con las células del cordén umbilical. Las muje-
res Rh negativas, altamente sensibilizadas con anticuerpos
RHD también pueden evitar una probable eritoroblastosis
fetal con la seleccién de los pre-embriones Rh negativos.

Desde hace tiempo se viene sosteniendo que la trans-
ferencia de pre-embriones euploides podria restaurar la
fertilidad perdida en las mujeres de edad avanzada que ac-
ceden a la fecundacion in vitro (FIV]. Si se tiene en cuenta
que la tasa de embarazo disminuye a medida que aumenta
la edad de la mujer y que la tasa de aborto espontaneo au-
menta debido fundamentalmente a la mayor tasa de ovoci-
tos aneuploides, es perfectamente entendible que la trans-
ferencia de pre-embriones euploides deberia aumentar la
tasa de embarazos evolutivos. Sin embargo, ese objetivo
se ha logrado en mujeres de buen prondstico que son las
que responden bien a la estimulacién ovarica y que pueden
producir suficientes blastocistos para seleccionar. Al inicio,
el screening de aneuploidias se efectuaba enumerando un
determinado nimero de cromosomas con la técnica de hi-
bridaciénin situ fluorescente en biopsias de blastémeras, la
cual enlaactualidad fue reemplazada por las diferentes pla-
taformas de cariotipos moleculares que permiten diagnosti-
car desbalances mayores a 2MB, tales como aCGH, aSNPs o
NGS [3-6]. Las expectativas actuales son mucho mas pro-
misorias que con el empleo de la técnica FISH, pero todavia
no hay ensayos clinicos bien disefiados que avalen su real
beneficio en las parejas con mayor riesgo cromosémico en
la fecundacién [7].

El propdsito de este trabajo es documentar la experiencia
adquirida con el programa de PGD con biopsia de trofoblas-
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to y transferencia diferida al ciclo de estimulacién ovérica
desde fines del afo 2009. Dos tercios de las motivaciones
fueron riesgo genético aumentado o por razones médicas
entendibles, tales como la bdsqueda de un hijo histoidénti-
coaotro querequiere trasplante de médula ésea o los casos
de mujeres Rh negativas altamentemente sensibilizadas,
mientras; un tercio tras el logro de mejores resultados en
reproduccién asistida.

Materiales y Métodos:
Pacientes:

Accedieron al programa PGD 161 parejas por motiva-
ciones diferentes: 64 por trastornos monogénicos, 39 por
rearreglos cromosdmicos equilibrados, 6 para tipificado
de HLA, 2 por isoinmunizacién RHD y 50 para screening de
aneuploidias.

Los trastornos monogénicos (64) se separaron en 4 grupos:

Autosomicas Recesivas: atrofia muscular espinal AME
(7], Fibrosis quistica (8], BTalasemia (5], Inmunodeficien-
cia combinada severa (1), acidemia metilmalénica (1),
Sindrome de Leigh (1], leucodistrofia metacromatica (1),
epidermolisis bullosa (1) y Sindrome de Zellweger (1)

Autosémicas Dominantes: Neurofibromatosis tipo 1 (3],
Von Hippel Lindau (2], Sindrome de Marfan (1), Sindrome
de Stickler(1), Poliquistosis renal PKD1 (2], Sindrome de Di
George (1), Sindrome de Ehrles-Danlos (1], Paraganglioma
(1), Acondroplasia (2], Esclerosis Tuberosa (1) y Angioede-
ma Hereditario (1).

Ligados al X: Distrofia muscular de Duchenne-Becker (4],
Sindrome de Hunter (1], Hemofilia B (3], Agammaglobuli-
nemia (2), Deficiencia de OTC (1), Sindrome de Alport (1],
Granulomatosa Crénica (1) y Sindrome de Leri-Weil (1).

Expansion de tripletes: Fragilidad X (3], Distrofia Miotdni-
ca (4], Enfermedad de Huntington (1].

Los rearreglos cromosémicos fueron 26 translocaciones
reciprocas, 8 translocaciones Robertsonianas y 5 inversio-
nes pericéntricas. Los rearreglos cromosémicos en todos
los casos fueron portados por un sélo miembro de la pareja,
excepto uno en que un miembro portaba una translocacién
reciproca y el otro una Robertsoniana.

Las translocaciones reciprocas fueron las siguientes:
t(15;18)[q26;q21)mat; t(2;9) (q37;p12)pat;

t(1;8) (q41-42;q12)mat; t(3;10) (p25;q24)mat;
t(6;14)(q13;931)pat; 1(9;13) (q34.3;q14.3)mat;
t(6;7)(q25;p15)pat; t(13;17)(q22;p11]pat;
t(10;13)(q21.3;q21.2) pat;

t(4;9]) (q21;p22)mat+rob(13;14])(q10;q10])pat;
t(9;13)(q21;921.2)mat; t(8;16) (q24.3;q12] pat;
t(3;10) (p21;q24),9ph pat; t(1;3) (q42.1;p21.3)mat;
t(?7;11)(q11.2;,q12)mat; t(1;11) (q12;913]mat;
t(10;19) (q10;q10])pat; t(3;6) (q26;q24)pat;
t(6;7)(923;934)mat; t{9;11])(q32;921) pat;
t(6;10) (q25;q26)mat; t(4;12]) (p15.2;p12.1)pat;
t(2;22)(935;q13)mat; t(4;18) (q32;931) pat;
t(3;8) (p21;p11.2)pat; 1(9;13) (q21;921.2)mat

Las translocaciones Robertsonianas fueron:
4rob(13;14)pat, L rob(13;14)mat, 1 rob(13;21)pat,
1rob(14;21])paty 1 rob(14;22)mat

Las inversiones pericéntricas fueron:
inv(8])(p23;q11.2)pat;inv(5])(p12;922)pat;
inv(9]) (p21;922)pat; inv(5) (p14;g21)mat;inv(5) (p12;922] pat.

Los PGDs para tipificado de HLA fueron 6, tres de ellos
asociados a Granulomatosa Crénica, 3Talasemia y S. Hurler,
respectivamente.

Dos casos de PGD fueron porisoinmunizacién RHD

Los casos de PGS fueron 50.

El promedio de edad de las mujeres que realizaron PGD
fue 34,8 afios (r 22 - 42], mientras que la de los PGS 38,8
afios (r38-49).

En todas ellas se efectué previo al procedimiento la eva-
luacién hormonal de la reserva ovarica y el recuento de fo-
liculos antrales por ecografia transvaginal para predecir la
respuesta ovarica a la estimulacion ovarica. Ademas, se les
realizé histerosalpingografia para evaluar la anatomia de la
cavidad y las trompas uterinas. En todas también se realizé
previamente una transferencia de embriones simulada co-
munmente llamada prueba de cénula para evitar inconve-
nientes durante la verdadera transferencia.

En los varones se evalud el espermograma, se efectud
espermocultivo y el swim up diagndstico.

La estimulacién ovarica se realizé con gonadotrofinas
con agonistas o antagonistas del GnRH de acuerdo con el
perfil hormonal de las mujeres, mientras que para las mu-
jeres con reserva ovarica muy disminuida se utilizé mini-
estimulacion con clomifeno y gonadotrofinas en dosis baja.
La aspiracién de los foliculos se realizé por via transvaginal
con anestesia local y neuroleptoanalgesia, previa toilette
vaginal. Los ovocitos fueron recuperados de los fluidos fo-
liculares bajo lupa y cultivados en microgotas con medio de
cultivo embrionario en incubadora trigas con 5 % de tension
de oxigeno y a las dos horas denudados de su corona radia-
ta, para la evaluacién de la maduracidn y la calidad de los
mismos. Solamente a los ovocitos en telofase | se les realizé
el ICSI, previo procesamiento del eyaculado con la técnica
del swim up. Entre las 18 y 20 hs de realizado el ICSI se ve-
rificé la fecundacién de los ovocitos y sélo los fecundados
normales se cultivaron hasta alcanzar el estado de blasto-
cisto en medio de cultivo embrionario no secuencial. Para
favorecer la biopsia del trofoblasto en dia 4 se perford la
zona pelucida, con unos disparos de rayos laser, para poder
eclosionar algunas células del trofoblasto al quinto dia, las
cuales fueron aspiradas con ayuda del micromanipulador
microscépico. Las células aspiradas se lavaron tres veces
enmedio de biopsia, sin calcio nimagnesio y se depositaron
en tubos para PCR de 0,2 ml con no mas de 2 pl de medio de
biopsia. Los blastocitos luego de ser biopsiados se vitrifica-
ron individualmente en cryotops sistema abierto y las célu-
las removidas conservadas a -20 °C hasta ser analizadas.

Los trastornos génicos se abordaron de las siguientes
maneras:
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Tabla I. Primers utilizados en los PGDs por amplificacion directa de la mutacion.

Gen Mutacién Técnica Primers 5°-3°
Cadena gama . Amplificacién directa de la F: FAM-CACAACAAATATAAGGTCCACT
receptor IL2 ins280pben ntron > ins280pb R: CAATGCAAACAGGAAAGGATTCT
Mutacion Siciliana D1F (flank): FAM-AAGTCGTTGCTAGGAGACAG
HBD . Gap-PCR D2 Rint2-3 (flank): GGTAAGCAGATACATGCATA
(delecién) P
D3R (delec.): TGCTTGGTAGATCTTCCTCCA
OUTER1/2F: FAM-TGCAGCCTAATAATTGTTTTCTTTGGG
Tetraprimer: amplificacién exones OUTER1/2R: TTAAATGTTCAAAAACATTTGTTTTCCAC
SMN1 delexon7y8 P P
xon ey 748 SMN1ySMN2 SMNZ IN F: FAM-ACTTCCTTTATTTTCCTTACAGGGTGTC
SMN2 IN R: AGCACCTTCCTTCTTTTTGATTTTGTATA
Amplificacion exones 7 y 8 SMN1 F: FAM-AGACTATCAACTTAATTTCTGATCA
SMN1 delexon 7 U8 del gene SMN1. STR ligado al SMN1 R: TCCTTCTTTTTGATTTTGTCTG
Y gene SMN1 como control de D5S610 F: HEX-TCCAGTGAATTTTCATTTTCAGATAC
amplificacién. D5S610 R: CCAGCCTAAACTGAACTTTCAAAG
Amplificacién directa de la EX34dupF: FAM-TGATGCCTGGCACTTTCTCTGCA
15C2 dup 23bp dup.23pb EX34dupR: GAGGGTCCCTTGCCTTCCAGCTC
Amplificacion alelo normal u STR DM102F: FAM-CTTCCCAGGCCTGCAGTTTGCCCATC
DMPK Repeticiones CTG li adpo al crom. 19 como con?rol de DM102R: GAACGGGGCTCGAAGGGTCLTIGTAGC
P g omelficacion D19S559F: HEX-CACCACTGCACTCCAGTCTGTGTG
P : D19S559R: CGATTTGGGACATAATAGGTTTGAGG
P2: GAACGGGGCTCGAAGGGTCCTTGTAGCCG
DMPK Repeticiones CTG TP-PCR P3: 6FAM-TACGCATCCCAGTTTGAGACG
P
PACAG: TACGCATCCCAGTTTGAGACGCAGCAGCAGCAGCA
Amplificacién directa de los H3: VIC-CCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTC
HD Repeticiones CAG alelos normales y amplificados. H5: CGGCTGAGGCAGCAGCGGCTGT
P STR ligado al gene crom. 4 como D4S43F: NED-CTTCCTTTTCTCTCTGGATGC
control de amplificacién. D4S43R: HEX-AGAAAGCATTCAGAGTTCCATC
) Amplificacién directa del alelo FUC: GCTCAGCTCCGTTTCGGTTTCACTTCCGGT
FMR1 Repeticones (GG normal FUF-VIC-AGCCCCGCACTTCCACCACCAGCTCCTCCA
FF1: FAM-TTCGGTTTCACTTCCGGTGGAGGGCCGCCT
FMR1 Repeticones CGG TP-PCR F30K: ATGGCTATGCGTAGGGTCAAACAGT
P
F2: ATGGCTATGCGTAGGGTCAAACAGTCCGCCGCCGCCGLCE

» F=Forward; R=Reverse

a) para deficiencias y/o duplicaciones por gf-PCR utili-
zando primers especificos de las zonas implicadas (Tabla 1)

b) los trastornos monogénicos puntuales fueron ana-
lizados por minisecuenciacién directa de las mutaciones
caracterizadas. Esencialmente, la técnica consistid en
amplificar el segmento donde se encuentra la mutacién y
sobre ese amplicdn con primers especificos disefiados se
minisecuenciaron las mutaciones utilizando el SNaPshot®
multiplex Kit de Applied Biosystems y los fragmentos anali-
zados en un ABIPrism310 Genetic Analyzer (Tabla Il]. Previo
al procedimiento, las mutaciones fueron corroboradas en
los progenitores y/o familiares portadores/afectados.

En los casos sin la caracterizacién molecular de la mu-
tacion se realiz6 analisis por ligamiento con STRs ligados al
gen mutado (Tabla Ill].

Ademas de abordar las mutaciones, siempre se realiz6 el
screening del par 21 usando los STRs informativos de cada
una de las parejas (Tabla IV).

En el tipificado de HLA se determind el haplotipo informativo
a partir de STRs ligados al locus, que mapea en 6p (Tabla V).

Los dos casos de isoinmunizacién RHD fueron realizados

con tres primers que amplifican simultdneamente los Rh C,
EyD (Tabla V).

Previo a acceder al procedimiento se acondicion¢ la téc-
nica para la determinacién en pocas células, que en general
fue entre 4 y 10 células, similar al nimero de células obte-
nidas en la biopsia embrionaria. El lisado de las células se
realiz6 con la mezcla constituida por 2,5 pl de agua libre de
nucleasas, 0,5 pl buffer thermophilic DNA poly 10X de Pro-
mega®, 0,5 pl proteinasa K de concentracién 10 pg/pl y 0,5
ul de Tween20® de Promega al 1 %, en un volumen final de 5
ul. Los tubos fueron incubados a45°C/ 20 min.yluego 96 °C
/20 min. Se colocan los tubos en hieloy se le agrega 45 pl de
la siguiente mezcla: 10 pl del buffer 5XGoTaq de Promega®,
1ul de DNTPs 10mM, 1 - 1,5pl de la mezcla de primers 25
uM, 0,3 ul de GoTaq polymerasa de Promega®, todo en un
volumen final de 50 ul. En el termociclador, las condiciones
de ciclado de PCR fueron las siguientes: desnaturalizacién
iniciala95°C/ 5 min, seguida de 35 ciclos de: 95 °C/ 30seg,
el annealing varié entre 50- 63 °C/ 30 - 45 seg, extensién a
?2°C/30-45seg, conunaextensiénfinala?2°C/5-7 min.

Los resultados de las QF-PCRs fueron directamente ana-
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lizados en un secuenciador ABlprism310 con el software
GeneMapper.

Para la técnica de minisecuenciacion, a 1 ul del amplicén
obtenido en la primera reaccion se le realizé una segunda
PCR adaptando las concentraciones de los reactivos de la
mezcla descripta previamente a un volumen final de 15 ul.
Los primers utilizados en esta segunda reaccién correspon-
den Unicamente al segmento genémico que posee la mu-
tacién. Las condiciones del termociclado son iguales a las
Gltimas descriptas, excepto que fueron 25 ciclos. La banda
amplificada fue observada por electroforesis en un gel de
agarosa 3 % con bromuro de etidio bajo luz UV. La misma
fue cortada y purificada con el Kit Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System de Promega®. La solucién de ADN fue mi-
ni-secuenciada con el kit SNaPshot Multiplex de Promega®
utilizando el primer foward o el reverse correspondiente a la
mutacion. Las condiciones de la PCR fueron 25 ciclos a 96
°C/10seg,50-55°C/5segyb0°C/ 30 seg. Finalmente se
adiciond a la reaccién 1ul de la enzima T-SAP de Promega®
yseincub6a 37 °C/ 1miny?5°C/ 15 min. Los resultados
se analizaron por electroforesis capilar en un ABI prism 310.

Para la QF-PCR que amplifica las repeticiones CGG del gen
FMR1, el dGTP de los DNTPs de la mezcla de reaccion se re-
emplazé por ?’deaza-dGTP y se adiciond a la misma 5 ul de
PCR MAX de Promega®.

Los cariotipos moleculares fueron realizados con el kit
24 Sure V3 y 24 Sure plus de BlueGnome-lllumina® para los
PGSs y reordenamientos equilibrados, respectivamente.
La técnica consistié en una amplificacién inicial de todo el
material genético de las células biopsiadas utilizando el kit
Sureplex de Illumina®, siguiendo las recomendaciones del
fabricante. La amplificacion fue corroborada por electrofo-
resis en gel de agarosa 3 % con bromuro de etidio, se sembré
5 plde cada amplicén mezclado con 1 pl de solucién de azul
de bromofenol. Se verificd a los cinco minutos de corrida
electroforética, bajo UV, la presencia de una banda mayor a
500 pb y luego se continué con la hibridacién con los kits 24
Sure V3 'y 24 Sure Plus de acuerdo con las indicaciones del
fabricante. Los arrays fueron analizados con el programa
BlueFuse® Multiv.4.1.

La transferencia de un sélo blastocisto no afectado des-
vitrificado fue realizada en el ciclo siguiente al estimulado,
con el endometrio preparado fisiolégicamente con estrége-
nos y se abri6 la ventana de recepcién con el agregado de 5
dias de progesterona, independiente del dia en que alcanzé
el estadio de blastocisto. La fase lutea fue suplementada
con la misma medicacién hasta la determinacién de la su-
bunidad beta de HCG y en caso de dar positiva hasta las 16
semanas del embarazo. Alas 4 semanas de la realizacion
del test del embarazo se realizé ecografia obstétrica para
corroborar la ubicacién del saco y el latido cardiaco.

Todas las parejas fueron informadas sobre la posibilidad
de realizar la amniocentesis para corroborar los resultados
del PGD.

Resultados

De un total de 161 parejas que realizaron 218 ciclos se
obtuvieron 850 blastocistos, de los cuales 334 (39,3 %) fue-
ron normales. De 130 parejas que lograron ser transferidas
con un blastocisto normal, 53 consiguieron el embarazo
(40,8 %) perdiéndose espontaneamente un 12,3 %.

Los principales detalles de cada una de las motivaciones
figuran en la tabla VIl. Como puede observarse en dicha ta-
bla, las 26 parejas con riesgo para tener hijos con enferme-
dades recesivas produjeron 175 blastocistos, de los cuales
98 resultaron normales para transferir, pero 2 de las 26 pa-
rejas no lograron ninguno normal para transferir.

Las 21 parejas con riesgo para descendencia con enfer-
medades dominantes produjeron 141 blastocistos, de los
cuales 48 resultaron no afectados, pero 3 de las 21 parejas
no lograron ninguno para transferir.

Las 17 parejas con riesgo para tener 50 % de los hijos va-
rones afectados produjeron 75 blastocistos, de los cuales
36 resultaron transferibles y todas las parejas lograron ser
transferidas.

Las 6 parejas en busca de otro hijo histoidéntico a un her-
mano produjeron 80 blastocistos, de los cuales 11 resulta-
ron transferibles en cuatro de las parejas, o0 sea que dos no
pudieron transferirse.

Las 2 parejas en busca de un hijo Rh negativo lograron 4
blastocistos pero ninguno de ellos resultd transferible.

Las 39 parejas con riesgo para tener hijos con deficien-
cias-duplicaciones parciales de cromosomas por ser porta-
doras de rearreglos cromosémicos balanceados produjeron
189 blastocistos de los cuales 69 tuvieron un cariotipo nor-
mal, pero 7 de las 39 parejas no lograron ninguno normal
para transferir.

Las 50 parejas con mayor riesgo para embarazos aneu-
ploides, pero portadores cariotipos normales, lograron 186
blastocistos de los cuales 72 tuvieron cariotipos normales,
pero 15 de las 50 no lograron cariotipos normales.

Resumiendo 161 parejas realizaron un promedio de 1,6
ciclos (2697 161). De los 850 blastocistos logrados en 835
(97,6 %) se logré obtener un resultado y en 334 (40 %) fue
normal.

Discusién

La mayor experiencia del PGD se tiene con la realizacion
de la biopsia de una o0 a lo sumo dos blastémeras en pre-
embriones clivados de dia 3 del desarrollo. En ese dia los
pre-embriones de buena calidad tienen mas de 6 células,
siendo los mejores los que tienen 8 célulasy menosde 15%
de fragmentos. La remocién de una o dos células en ese es-
tadio, si bien todas las células son totipotenciales, significa
unareduccién de lamasa celularentreel 12,5y 25 %, la cual
puede disminuir la posibilidad de implantacién. En cambio,
la mayoria de los blastocistos que estan eclosionando po-
seen mas de cien células, la remocién de 5 a 10 células del
trofoectodermo significa una disminucién menor de células
deltrofoectodermo, aparentemente sin modificacion del nd-

ByPC 2018;82(1):35-45.



Experiencia Argentina de Diagndstico Genético Preimplantatorio (PGD) con Biopsia de Trofoblasto

Tabla Il. Primers utilizados en los PGDs abordados por Minisecuenciacion.

Trastorno

Gen

F9

Mutacion

Arg180Leu

Primers 5°-3°

F: GCCAATGAGAAATATCAGG
R: CCAGTTTTGACACACCATC
SF: CACCCAATCATTTAATGACTTCACTC
SR: GTTTGGCATCTTCTCCACCAACAACC

F8

c.6301C/6

F: TTTCAGGAGGTAGCACATACATTT
R: CAGGCATTCCCTTTAAATGAC

SF: GATCTGTTGGCACCAATGATTATT
SR: GCACCCTGGGTCTTGATGCCGT

F8

€.175471/C

F: TGCCATCGCTTTCATCATAG
R: CATTCATTATCTGGACATCAC
SF: CTTTCAATATATGTAATTAACAGA

BTK

W588R

F: CTGATTCTAATCTTTGAGGTTGAT
R: CAGCTATCAGTCTTTGGTGGCTG
SF: TTCACCTTCTAGGGGTTTTGATG
SR: CTTCCCCAGGGAGTAAATTTCCC

BTK

R255X

F: ATCTTGAAAAAGCCACTACCG
R: GTCTCTGATGAGGATGCTGATCACG
SF: AGCAACTTACCATGGTGGAGAGCA
SR: GACTCACCCATTTTTATCTC

DYS

c.2317 AT

F: GATGGCAAAAGTGTTGAGAAAAAGTC
R: TTCTACCACATCCCATTTTCTTCCA
SF: CATAGAGCGAGAAAAAGCTGAG
SR: CTGGCATCTTGCAGTTTTCTGAACT

DYS

c.6936delA

F: GCTGCTAAAATAACACAAATCAG
R: CAAATGAGAAAATTCAGTGATATTGC
SF: GTTTCCAGAGCTTTACCTGAGAA

DS

c.1403G>A

F: TGTAACCCATTCTGCTCTGT

R: CTGGAAGGGAGCACATCACA

SF: GATTGCCTATAGCCAGTATCCCC
SR: CACTGAGGGATGTCTGAAGGC

0T1C

c.482 A>G

F: ATCTTTTTCTTGGTTTGCCACAG

R: TGTTTCACTTAAAGCAAGTCAGG
SF: AGAAGCATCCATCCCAATTATCA
SR: GATGGTACAAATCTGACAGCCCA

HBB

IVS110/COD39

F/SF110: AGGCACTGACTCTCTCTGCCTATT
R: AAAAAAAACCCAAAGGACTCAAAGAACCTCT
SR39: AAAAAAAACCCAAAGGACTCAAAGAACCTCT

IVS1-2/IVS110

F: CATCTATTGCTTACATTTGCTTCTG

R: TGTACCCTGTTACTTATCCCCTTCC

SF 1-2: GGTGGTGAGGCCCTGGGCAGG
SR 1-2: CTGTCTTGTAACCTTGATACCA
SF110: AGGCACTGACTCTCTCTGCCTATT

HBB

CoD39

F: ACTGGGCATGTGGAGACAGAGAAGA

R: TGTACCCTGTTACTTATCCCCTTCC

SF: CTGGTGGTCTACCCTTGGACC

SR: AAAAAAAACCCAAAGGACTCAAAGAACCTCT

CFTR

dF508

F: GACTTCACTTCTAATGGTGATTATG
R/SR: ATCTATATTCATCATAGGAAACAC

CFTR

G542X

F: GATTACATTAGAAGGAAGATGTGCCTTT
R: ACATGAATGACATTTACAGCAAATGCTT
SF: GCAGAGAAAGACAATATAGTTCTT
SR: ACTCAGTGTGATTCCACCTTCTC

CFTR

c.2183AA-G

F: TTACACCGTTTCTCATTAGAAGGA
R: TCTCCCTGCTCAGAATCTGGTACT
SF: CTGTCTCCTGGACAGAAACAAAAA

CFTR

€.3873+1

F/SF: GAAAGCCTTTGGAGTGATACCACAG
R: AAGCTATGAACATTTCAATAACCAG
SR: TTTTCTGGCTAAGTCCTTTTGCTCA

PEX3

.898C/T

F: GTAACCACGTTATTACTGAATTTG
R: GTCATCTTACCTATTCATAGAGT
SF: GACAATATGGCTGAGTTCTTT

SR: GTTGCAGGTCCTGTTCAGTAGGTC

PEX3

c.9916/A

F: GTCATGATGTCAATTAGAGTTG
R/SR: CACTGCAAACTGAATGGATCTGTC
SF: CTAAGATAATTCCAATAGTAAAC

ARSA

c.465+1 G/A

F: CATCGATTTCTAGGCATCCCGTAC
R: TCACAGCCACCGTCGCAAGGAGT
SF: CCGTACTCCCACGACCAG

SR: CTGAGGGCCCGGGTGGTTCCTA
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MMACH

F: AMAGTGTGAGGCCTGAAGGTT

R: AACCTGGGTGTGTGAGAAGG

SF: GGCCTACCATCTGGGCCGTGTTA
SR: CTGAGCCTTCCTCACCTCTCT

c.271dupA

ITGB4

F: TCGGGAATAGCTGGTGGAAA
R: CCCATAAATAGCCAGGCTGA
SF: ATGTTCAGGGACCGGCGCT
SR: AGCAGCTCCGCCTGGGTGTTG

p.CB1Y

NF1

F:TTTCACTTTTCAGATGTGTGTTG
R: CTCAAGATCAAATTCACAAAG
SF:GTTCTGAATATCTTTTCTGTTA
SR: CAGCAGCTTCTCCAAATATTCT

c.205-16>C

NF1

F:AGCCACTTGGAAGGAGCAAACGAT

R: AAGCAACTTCTTAGTGTTGGCCTGAG
SF: TGAAGGATACCTTGCAGCCACCTATCC
SR: TGGCTCGGGGACTGGTCTGGCCGA

c.?7464 ?7467del

VHL

F: TACGGCCCTGAAGAAGACG
R:TACCTCGGTAGCTGTGGATG
SF:GTGAACTCGCGCGAGCCCTCCCA

c.219 232del

VHL

F: TACGGCCCTGAAGAAGACG
R:TACCTCGGTAGCTGTGGATG

SF: TTCTGCAATCGCAGTCCGCGLGTC
SR:AAGTTGAGCCATACGGGCAGCA

v84L

COL2A1

F:TCTTCAGGGAATGCCTGG

R: TTGCTGTGGTCTCAGGGTG
SF:TGGGCCCAAAGGCGACAGG
SR:AGGCTGTAACCTCAGTACTTA

c.2301+1G>A

COL3A1

F: AGAAGCCATGTCACTGTCTTGCATC
R:GTATCTATGTCTATATACTTTCTG
SF: TTAAAAAATATTTTTATTTCCTCT
SR: ACCAATAGGACCAGTAGGACCC

€.2284-2 A/G

PKD1

F:GTGTCCTTCAACTTCTTAATG
R: CTTGAAGTTTCATGATTCCTG
SF: CAGCCAACTTGACATCAACAG
SR: CTTGGATTGGAGGGAGCTCTA

€.9698delA

FGFR3

F: CCTCAACGCCCATGTCTTT

R: AGGCAGCTCAGAACCTGGTA

SF: GTATGCAGGCATCCTCAGCTAC
SR: ATGAACAGGAAGAAGCCCACCC

G1138A

SDHB

F: CCAGCAAAATGGAATTATCTTGT
R:CTCTCCTTCAATAGCTGGCTT

SF: ACCCAGACAAGGCTGGAGACAAA
SR: GTCAACTTCATAAGTCTGCATA

ProS6FrX61

SERPING 1

F: TCATCCTGCAAGTATCTTTCATC
R: CTGATACTGTAGCTCCAACATTC
SF: CTGGAGAGCATCCTCTCTTA

SR: GACACAGGTGAAGTCCTTGGG

¢.597 C/G

mero de las células primordiales embrionarias.

La mayor experiencia recogida en los 20 afios de aplicacion
del diagnéstico preimplantatorio fue con biopsia en dia 3, la que
evidencid una tasa promedio de embarazo por ciclo del 22,7 %,
con una certeza diagndstica mayor del 90%, segln los registros
del Consorcio de PGD de la Sociedad Europea de Reproduccién
Humana y Embriologia ESHRE [8]. Un inconveniente no menor
cuando se trabaja con una o dos células es que no se pueda ob-
tener el resultado del estudio genético, a pesar de haber acondi-
cionado la técnica, que de hecho ocurre en un 10 al 20 % de las
células estudiadas. En cambio, con la biopsia de trofoectodermo
como la cantidad de células removidas es mayor, entre 5y 10
células, uno se asegura practicamente siempre el resultado de
las células extraidas [9].

Los adelantos en los medios de cultivo embrionario, en las
incubadoras trigas, que permiten reducir la concentracién de
oxigeno durante el desarrollo in vitro, el cambio de la criopreser-
vacion lenta por la vitrificacion y la mayor tasa de embarazo lo-
grado con blastocistos desvitrificados son los responsables de
que los estudios preimplantatorios hoy se realicen en el estadio
de blastocisto. En la presente serie constituida por 269 ciclos

correspondientes a 161 parejas la tasa de embarazo clinico por
transferencia fue 40,7 %, por pareja 32,9 % y por cicloiniciado 20
%, siendo la tasa de aborto espontaneo 8,4 % y el error diagnés-
ticode 1,8 %. Las fallas en la amplificacién del ADN ocurrieron en
15 de 850 blastocistos analizados, o sea que no superé el 2 %,
mientras que lo reportado con la biopsia de blastémeras es de
15a20%.

El porcentaje de blastocistos transferibles obtenido de
39 %, si bien es algo menor, no se aleja tanto de lo esperado
sise tiene en cuenta la heterogeneidad de las motivaciones
y que en 72 de las 161 parejas no soélo se evalud la muta-
cién génica en cuestidn, sino que ademas se determing el
numero de copias del cromosoma 21 y no se consideraron
transferibles aquellos que evidenciaron trisomia 21.

De las 161 parejas que accedieron al programa, 130 fue-
ron transferidas (81 %), o sea que 31 no lograron ser trans-
feridas ni siquiera una vez por no haber originado blastocis-
tos normales. Los porcentajes de parejas sin transferencia
dependieron fundamentalmente de la motivacién del PGD:
7,7 % para las enfermedades autosémicas recesivas, 14,3
% para las autosémicas dominantes, 0% para las ligadas al
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Trastorno Gen

COL4AS

Tablallll. STRs utilizados en los PGDs para trastornos abordados por ligamiento.

STRs /Primers 5°-3°

DXs8377

F: 6FAM-CACTTCATGGCTTACCACAG
R: GACCTTTGGAAAGCTAGTGT
DXS1068

F: VIC-ATTATGACTAAGGTTCTAGGGAC
R: CTGAGAACACGCTGTTTTTTAC
DXS15

F: 6FAM-AGCACATGGTATAATGAACCTCCACG
R: CAGTGTGAGTAGCATGCTAGCATTTG
DYS393

F: HEX-TGGTCTTCTACTTGTGTCAATAC
R: GAACTCAAGTCCAAAAAATGAGG

CYBB

DXS8069

F: PET-AACAGTCATTGTAGGCATCG

R: GAATTGCCAGTCATCCC

DXS8091

F: VIC-CACATTCAGGTTCCACAGG

R: CAAGATCCAGGCAAAAGTC
DXS1684

F: HEX-AGCACCCAGTAAGAGACTGAAC
R: CCTCAGTGGCAACCACTCAAG

SHOX

DXS1055

F: CTCTATGGGATACACTGTTCTGGG
R: NED-GGAATGCATCCCCATCATTAA
DXYS10093

F: GCCCGTGATCCCAGTACTG

R: HEX CAACTTCCTTGGAAATCTTC
DXYS10137

F: CCCAGGCCCTGTTTACGCTTCG

R: HEX TATCCTCACAACTGCGTCTTCC

DYS
del exones 45-55

Exon 44

F: 6FAM-TCCAACATTGGAAATCACATTTCAA
R: TCATCACAAATAGATGTTTCACAG

Exon 49

F: CGTTTACCAGCTCAAAATCTCAAC

R: HEX-ATATGATACGATTCGTGTTTTGC

DYS
del exones 48-55

Exon 45

F: HEX-AGGCTATAATTCTTTAACTTTGGC
R: CTCTTTCCCTCTTTATTCATGTTAC

Exon 50

F: HEX-AAGGTTCCTCCAGTAACAGATTTGG
R: TATGCTACATAGTATGTCCTCAGAC

CFTR

IVS 17bCA
F: FAM-TGTCACCTCTTCATACTCAT
R: AAACTTACCGACAAGAGGA

CFTR

IVS 17bTA
F: GCTGCATTCTATAGGTTATC
R: ROX-ACAATCTGTGTGCATCG

NF1

NF1

F: VIC-CTTCCATGGCTGCTAACATC
R: CCCTGTGGTGTAGTTCAACA

NF3

F: FAM-CAGAGCAAGACCCTGTCT
R:CTCCTAACATTTATTAACCTTA

Alu

F: NED-CAAGAAAAGCTAATATCGGC
R: GGAACCTTAAGTTCACTTAG

Del22q.11

D225264

F: HEX-ATTAACTCATAAAGGAGCCC

R: CACCCCACCAGAGGTATTCC
D225944

F: FAM-CATGTGAAAGATGCTAATTCC
R: ATCCCATGCTCCTCCCCAT
D225941

F: TAMN-AGGTTACAAAGTACATTAACTT
R: CAAGAAATGGTTGGAGCTGGT

PKD1

D1653252

F: VIC-CTCCCAGGGTGGAGGAAGGTG

R: GCAGGCACAGCCAGCTCCGAG

D16S291

F: 6FAM-AGTGCTGGGATTACAGGCATGAACC
R: GCAGCCTCAGTTGTGTTTCCTAATC

SM6

F: HEX-AGCTGGGGTCTCAGGGGAGCT

R: GCGCACACAGCACTAACACG
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FMR1

DXs8091

F: HEX-CACATTCAGGTTCCACAGG
R:CAAGATCCAGGCAAAAGTC
DXs8377

F: FAM-CACTTCATGGCTTACCACAG

R: GACCTTTGGAAAGCTAGTGT
DYS393

F: HEX-TGGTCTTCTACTTGTGTCAATAC
R: GAACTCAAGTCCAAAAAATGAGG

» FQ= Fibrosis Quistica; DMD= Distrofia Muscular de Duchenne; S.= Sindrome; del= delecidn; F= Forward; R= Reverse.

X, 33,3 % para el tipificado del HLA, 100 % por la isoinmuni-
zacion RHD, 18 % en los reordenamientos cromosémicos
balanceados y 30 % para los PGSs. Si se tiene en cuenta que
la posibilidad de obtener blastocistos transferibles es de-
pendiente de la motivacién del PGD, es entendible que los
porcentajes mas altos correspondan a las motivaciones por
tipificado de HLA, Reordenamientos Cromosémicos Balan-
ceados y PGS, en los cuales la posibilidad tedrica de obtener
blastocistos transferibles es 1 de cada 4, 1 de cada 5 y de
1 de cada 8; respectivamente. En humanos, el porcentaje
de ovocitos fecundados normales que alcanza el estadio de
blastocisto, rara vez supera el 50 % debido a la mala progra-
macidn de los ovocitos para ser embriogénicos y a la com-
patibilidad de los genomas de ambos progenitores. Un ovo-
cito bien programado es el que logra hacer suficiente acopio
de nutrientes que permite que el ovocito fecundado se divi-
da hasta alcanzar méas de 6 células en dia 3 del desarrollo,
pero en el humano la eficiencia nunca es 100 % sino alrede-
dor del 60 %. Una vez alcanzado el estadio de 6 - 8 células,
el 80 % de los mismos continua el desarrollo. Por lo tanto,
para predecir la posibilidad de lograr embriones para trans-
ferir, no sélo hay que tener en cuenta el riesgo genético sino
también la embriogenicidad de los ovocitos fecundados. Se
debe recordar que el procedimiento es diagnéstico-terapéu-
tico y se convertird en terapéutico siempre que se puedan
transferir blastocistos no afectados. Las parejas jévenes y
fértiles son las que tienen mas posibilidades de conseguir el

beneficio del PGD, mientras que las de edad avanzada que
son subfértiles tienen menos posibilidades. Esto se puede
ver claramente en las parejas que hicieron PGS, fundamen-
talmente por edad materna avanzada, si bien la tasa de
embarazo por transferencia fue de 40 %, hubo 15 de las 50
parejas que no pudieron ser transferidas por resultar todos
los blastocistos aneuploides.

Discusién:

La biopsia de trofoectodermo es considerada menos invasi-
va que la de blastémeras, ya que la proporcién de células remo-
vidas es mucho menor e involucra a la porcién no embrionaria
del blastocisto, con practicamente poco riesgo de degeneracién
después de la biopsia y sin impacto indeseable sobre el poten-
cial implantatorio.

Cuando se la quiere usar como PGS tiene el inconveniente
de descartar blastocistos aneuploides que podrian desde lo
tedrico auto corregirse o bien confinarse la anomalia en la pla-
centa. Todavia no existen ensayos clinicos bien disefiados que
permitan evaluar la tasa real de falsos positivos y negativos. La
transferencia de blastocistos aneuploides, de acuerdo con las
comunicaciones de varios autores, puede dar lugar a nacidos

Tabla IV. STRs ligados al cromosoma 21 utilizados en los
PGDs.

Primer 5°-3°
F: GCAACAGAGTGAGACAGGCTC

R: NED-AGTTTGTTCACATCCTTGCC

F: 6FAM-CTCCTCCCCACTGCAGAC

R: TCTCCAGAATCACATGAGCC

F: HEX-ATGTACGATACGTAATACTTGACAA

R: GTCCCAAAGGACCTGCTC

F: 6FAM-TATGTGAGTCAATTCCCCAAGTGA

R: GTTGTATTAGTCAATGTTCTCCAG

F: TAMN-TGGATAGATAGTAGATAAATGGATGG

R: CCCACTCCCAGCCTTCTAA

F: HEX-CTATCCCACTGTATTATTCAGGGCTGA

R: GTCTCCAGGTTGCAGGTGACA

» F=Forward; R=Reverse

Tabla V. Primers ligados al locus HLA utilizados en los PGDs.

Primers 5’-3’

F: FAM AATGGGCTACTACTTCACACC

R: CAACACACTGATTTCCATAGC

F: FAM AAAGTGCTGGTGCTTCAGAGTC

R: CTTACCATCTCCAGAAACTGCC

F: GCACTATCATTAAATTTGCTTTCCACAGTAC

R: HEX TGATTCATAAGGCAAGAATCCAGCATATTGG

F: HEX AGATATCCCCACCAAGGCAG

R: AGCTAGGCCAGGCCGTGT

F: PET AACTGGGCTGAGATGTACCACT

R: GACTCAAGGAGAGGAATGTGTG

F: PET CCTGGGCAACAAGAGTGAACT

R: TTGGCTGTTGAATTGTGAGAGT

F: HEX CTGTCCTATTTCATATGCTCAGGTA

R: TTGTCCTGAGAATGAAGGTCTAGA

F: FAM TGGGCACCTATAATACCAGCTAC

R: AAGGGGTTAGAAGTGTGCTTATGAA

» F=Forward; R =Reverse
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Tabla VI. Primers de isoinmunizacion RhD.

Marcador Primer 5’-3’

F: 6FAM-TCTGGGTGTTGGTTATGTGGG

R: GCAGTCAGCAGGTTTGGGTT

F: VIC-CCCTATGATGAGACTGGTGGC

R: CATGCTGCTGGCATCTGTTG

F: VIC-CAGGCGCCAGAGATCATTACT

R: TCGTATTTCCCTTTCGTGGTG

» F=Forward; R=Reverse

normales, estimado enun 5% [10,11,12]. Araiz de estos datos
la Sociedad Internacional de Diagnéstico Preimplantatorio, PG-
DIS, advirtié que no siempre un resultado anormal es sinénimo
denotransferencia, la cual depende fundamentalmente del cro-
mosoma involucrado y del nimero de copias. En principio todas
las monosomias, excepto la del X, pueden transferirse, ya que
todas de ser verdaderas son letales en el periodo preimplanta-
torio y no darian lugar ni a abortos clinicos. En cambio, con las
trisomfas se podrian transferir aquellas que nunca llegan a tér-
mino y/o la aneuploidia de cromosomas con impronta debido a
que un rescate incorrecto de la trisomia, en el afan de corregirla,
podria originar una disomia uniparental grave (cr14 y cr15),
como también las trisomias de los cromosomas 2, 7 y 16, que,
a pesar de confinarse a la placenta, producen severo retardo de
crecimiento intradtero [13]. Obviamente las trisomias 21, 13
y 18 son las menos aconsejables de transferir, porque son las
que mas llegan a término y nacen [14]. La mencionada postu-
ra de la PGDIS toma relevancia en los casos en que sélo se ha

logrado un Unico blastocisto de buen aspecto pero aneuploide,
como suele suceder en las mujeres de 40 6 mas afos y que la
no transferencia podria quitarle la posibilidad de tener a su hijo
genético.

La gran ventaja de la biopsia de trofoblasto es la obtencion
de unamayor cantidad de células para efectuar el estudio gené-
tico, lo cual permite tener siempre un resultado, favorable o no,
ademas de permitir |a realizacién de cualquiera de los métodos
diagndsticos genéticos disponibles.

Otra gran ventaja, es que los estudios se realizan solamen-
te enlos pre-embriones que han alcanzado el grado maximo de
desarrollo en el laboratorio, 0 sea potencialmente transferibles.
Este hecho, sobre todo en Argentina, toma relevancia porque
solo se estudian a los blastocistos potencialmente implanta-
bles, reduciéndose asi substancialmente los costos de los estu-
dios moleculares. Sibien la biopsia de trofoblasto obliga vitrificar
a los blastocistos una vez realizada la biopsia, en la actualidad
no existen dudas de que la transferencia de un blastocisto
desvitrificado en un ciclo sin estimular tiene mas posibilidades
de implantar que en el ciclo estimulado [15,16]. Ademas, una
reciente revision sistematica y meta-analisis de 11 estudios
mostraron mejores resultados obstétricos y perinatales con los
embriones criopreservados versus no-criopreservados [17,18].
Los mejores resultados probablemente se deban a una mejor
sincronizacion embrién-endometrio [19]. Un endometrio més
fisiolégico tiene mayor posibilidad de implantar debido a que
no estd expuesto a las altas dosis farmacolégicas de hormonas
producidas en el ciclo estimulado. La menor invasividad de la
biopsia, el mayor nimero de células aspiradas, la programacion
de los estudios en dias laborables y los resultados logrados en
cuanto a tasa de embarazo y evolucion de los mismos son los

Tabla VII. Detalles de los resultados segln la motivacién del PGD.

N° ciclos/parejas Total Hestiligitos
] Parejas N° Ciclos pare) otal (%) PBN/p E/transf.  AE/transf.
Motivo blastocitos o o
(n) totales . (rango) (%) (%)
analizados A
3.8 8/24 5/24
26 45 17 9 175 98 ’6 1 (0-7) (33.3) (20,8)
2,3 ’/18 1/18
21 39 12 9 141 48 91 2 (0-s) (38,9) (5,5)
2,1 6/17 1/17
17 23 16 1 7’5 36 38 1 (0-4) (35.3) (5.8)
1,8 4/4 3/4
6 20 2 4 80 11 67 2 (0-2) (100) (75)
2 2 2 4 0 4 0 0
1,8 14/32 4/32
39 64 23 16 189 69 116 4 (0-5) (43.8) (12,5)
1,4 14/35 2/35
50 76 30 20 186 72 109 5 (0-4) (40) (5.7)
334 501 15 53/130 16/130
161 269 102 59 850 (39) (59) 2) 1,8 (40.8) (12.3)

» N =Normal, A= Anormal, F = falla en la amplificacién, PBN/p = promedio de blastocistos normales por pareja, E/transf. = tasa de embarazo por
pareja transferida, AE/transf. = tasa de aborto esponténeo por pareja transferida.
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responsables de su eleccién cuando se requiere hacer un PGD.
Con un programa de biopsia de blastocisto y transferencia en
un ciclo posterior al estimulado ya no es necesaria la premura
en obtener los resultados. Esta posibilidad también permite
que las mujeres mayores puedan hacer acopio de blastocistos
en varios ciclos de estimulacién. La transferencia de un blasto-
cisto cromosémicamente normal le otorgara una buena chan-
ce de embarazo con minima posibilidad de aborto espontaneo
[20,21]. Sin embargo, hay que tener presente que todas las
biopsias que se pueden realizar en la etapa preimplantacional
in vitro son invasivas y tienen el valor de screening. Por mas
que se tomen todos los recaudos en el control del laboratorio,
siempre las condiciones de los ovocitos fecundados son su-
boptimas respecto de las del habitat natural, sobre todo en los
momentos en que hay que practicar la perforacién de la zona y
latoma de la biopsia, las cuales pueden favorecer anomalias en
las divisiones celulares. De hecho, la tasa de mosaicismo en los
pre-embriones estd muy incrementada respecto de la hallada
en vellosidades coriales, amniocitos y recién nacidos. La Uni-
ca metodologfa con valor diagnéstico es la amniocentesis que
permite el estudio de las células exfoliadas del feto. Por lo tanto,
es mandatorio informar a las parejas que la certeza diagndstica
del PGD es muy buena, pero no 100 % y al respecto aconsejar-
les acerca de la vigilancia durante el embarazo y que, si desean
corroborar el resultado del PGD una vez establecido el mismo,
el método ideal es la amniocentesis, ya que la puncién de vello-
sidades daria el mismo resultado que la biopsia de trofoblasto.
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Resumen

Diversos estudios observacionales han descrito a la glucosa una hora post-carga durante la prueba
oral de tolerancia a la glucosa (POTG) como un marcador del futuro riesgo de desarrollar diabetes. El
mayor riesgo conferido por esta alteracién se encontraria vinculado a su capacidad de estimar la fun-
cionalidad de las células f3, tanto en poblacién pediatrica como en adulta. Diversos estudios validados
contra las técnicas de referencia (técnicas de clamp) demostraron las asociaciones entre la glucosa
una hora post-carga y la secrecién y sensibilidad a la insulina, parametros necesarios para calcular la
funcionalidad de la célula 3. A diferencia de otros indices empleados para estimar la funcionalidad de
la célula B, la glucosa a la hora presenta las ventajas de no insumir recursos adicionales, presentar
una interpretacién directa al contar con puntos de corte validados y evitar el uso de complejas férmu-
las matematicas. Adicionalmente, se ha observado que pacientes con tolerancia normal a la glucosa
pueden presentar glucosa una hora post-carga alterada. Este hecho estaria ligado al declive gradual y
progresivo de la funcionalidad de la célula 3 durante la evolucién natural de la diabetes desde estadios
tempranos de intolerancia a la glucosa hasta la diabetes manifiesta. El objetivo de la presente revisién
es describir las evidencias que asocian a la glucosa una hora post-carga con el riesgo de desarrollar
diabetes y sus complicaciones. Adicionalmente, se exponen casos de aplicacién para ejemplificar su
implementacién en la practica clinica.

Palabras clave: glucosa, diabetes, célula beta, prueba de tolerancia a la glucosa.
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Numerous observational studies have described the association between one-hour postload plas-
ma glucose during the oral glucose tolerance test (0GTT) and an increased risk of diabetes. The increa-
sed risk conferred by this alteration could be related to a decreased B-cell function. Indeed, one-hour
postload glucose levels performed well as a surrogate measure of B-cell function in pediatric and adult
populations. Validation studies using the reference techniques (clamp) have well documented the
associations between insulin sensitivity and secretion with one-hour postload glucose levels. Unlike
some other indices used to estimate B-cell function, the one-hour postload glucose does not imply
an additional cost, does not require the use of complex mathematical formulas, and its values can be
easily read in the clinical context. In addition, some patients present altered one-hour glucose levels
evenin the presence of normal glucose tolerance. This fact might be a consequence of the gradual and
linear decline of the -cell function observed from the early stages of glucose intolerance to the deve-
lopment of overt diabetes. The aim of the present review is to describe the state-of-art evidences of the
association between one-hour glucose levels and the risk of diabetes and its associated conditions. In
addition, some examples of its intended use are shown.

Key words: glucose, diabetes, beta-cell, glucose tolerance test.
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Introduccién

En la actualidad se evidencia un marcado aumento en la
prevalencia de diabetes y sus comorbilidades asociadas.
Dado que las alteraciones genéticas serian responsables
de una baja proporcién de los casos, los principales facto-
res de riesgo serian el sedentarismo y la alimentacién no
saludable caracteristicos del estilo de vida occidental. En la
Argentina, la diabetes afecta alrededor del 10 % de la pobla-
cién adulta (Organizacion Mundial de la Salud, 2016}, de los
cualesun50%loignora, el 20-30 % de aquellos que conocen
su enfermedad no reciben ningln tratamiento, y el 68 % son
diagnosticados recién una vez que se manifiesta alguna
complicacion crénica (micro o macrovascular] [1].

Considerando el tamafio de la problematica actual emer-
ge la necesidad de disefiar eficientes medidas de preven-
cién. De hecho, el “analisis de intencidn de tratar”, aplicado a
uno de los ensayos mas importantes en prevencién de dia-
betes llevados a cabo en Estados Unidos (Diabetes Preven-
tion Program en conjunto con su continuacién el Diabetes
Prevention Program Outcomes Study) demostraron que un
programa de prevencién de diabetes a lo largo de 10 afios
presenta un beneficio superior a sus costos [2].

A'la hora de seleccionar individuos para disefiar estrate-
gias de prevencion es necesario contar con herramientas
paraidentificar a los pacientes que mayor beneficio podrian
obtener de dichos programas. A tales fines, se encuentran
identificados varios de los factores de riesgo para el desa-
rrollo de diabetes entre los que se hallan los factores de
riesgo genéticos, asi como los adquiridos. Adicionalmente,
se han definido dos categorias de riesgo llamadas estados
“prediabéticos”. Estos son la glucemia alterada en ayunas
(GAA; glucemia en ayunas > 100, acorde a definicién de la
American Diabetes Association (ADA) o > 110 mg/dl acorde
a definicion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
y < 126 mg/dl) y la tolerancia alterada a la glucosa (TAG;
glucemia dos horas post-carga > 140 y < 200 mg/dl) [3,4].

Por su lado, el diagnéstico de diabetes se concreta en
presencia de [3,4]:

e glucemia en ayunas > 126 mg/dl, o

e valor de glucosa 2-horas post-carga durante la prueba
de tolerancia oral a la glucosa > 200 mg/dl, o

e glucemia al azar > 200 mg/dl en presencia de sinto-
mas cardinales como polidipsia, poliuria o polifagia.

Si bien los estados prediabéticos representan situacio-
nes clinicas anteriores al diagnéstico de diabetes, el estudio
de la evolucion natural de la patologia identificé fenémenos
anteriores y subyacentes al desarrollo incluso de “prediabe-
tes” [5-7]. Tales fenémenos son la resistencia a la insulina
y la disfuncién de la célula P. La resistencia a la insulina es
una condicién que se caracteriza por la disminucién de la
capacidad de la insulina para ejercer sus acciones biolégi-
cas en tejidos diana, primariamente musculo esquelético,
higado y tejido adiposo. Tal proceso se caracteriza por un
estado de hiperinsulinemia y comdnmente se evidencia a
través de una serie de alteraciones que en conjunto com-

ponen el sindrome metabdlico. Este sindrome es inherente
a las alteraciones fisiopatoldgicas de la resistencia a la in-
sulina y se define ante la presencia de tres de estas 5 alte-
raciones: 1) obesidad abdominal (evaluada a través de la
circunferencia de cintura); 2] aumento de la tensién arte-
rial; 3) GAA; 4] bajo colesterol de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL)y 5] triglicéridos elevados. Este enfoque fue
necesario debido a las limitaciones que rodean al uso clinico
de la determinacién de insulinemia en ayunas (elevada va-
riabilidad bioldgica y analitica).

Por otro lado, la disfuncién de la célula B es un evento
reconocido como uno de los mayores determinantes del
progreso desde los estados prediabéticos hacia la diabetes
manifiesta [8]. De hecho, se estima que para el momento
del diagndstico de TAG un paciente ya presenta una reduc-
cién considerable en la funcionalidad de sus células 3 [8].
Por tales motivos, la evaluacién tanto de la resistencia a la
insulina como de la funcionalidad de la célula 3 permitiria
una evaluacién temprana del riesgo de desarrollo de diabe-
tes de un individuo. De aqui en adelante, la presente revi-
sién se centrard en la disfuncionalidad de la célula 3.

Uno de los inconvenientes respecto a la evaluacion de la
funcionalidad de las células 3 son las dificultades metodo-
l6gicas para su medicion, la que requiere de procedimientos
costosos, complejos y poco practicos [9]. Recientemente,
se ha sugerido una determinacién sencilla que podria brin-
darunamedida practicay “aceptable” de la funcionalidad de
la célula B, la glucosa una hora post-carga durante la prueba
oral de tolerancia a la glucosa (POTG) [10].

El presente trabajo de revisién tiene como objetivo des-
cribir las evidencias que asocian a la glucosa una hora post-
carga con la funcionalidad de la célula B y el riesgo de desa-
rrollar diabetes y sus complicaciones.

Eventos fisiopatoldgicos desde la resistencia a la insulina
y los estados prediabéticos hasta la diabetes manifiesta.

Fisiolégicamente, la capacidad de metabolizarla glucosa
mediada por la insulina, varia ampliamente entre sujetos
aparentemente sanos y la homeostasis de la glucemia se
logra por un equilibrio entre la secrecién pancreatica y la
sensibilidad de los tejidos a la insulina (Figura 1) [11,12].
La relacién hiperbdlica de equilibrio entre estos factores im-
plica que siempre y cuando un aumento de la secrecién pan-
credtica compense a las disminuciones de sensibilidad a la
insulina, o viceversa, no va a ser detectable ningun tipo de
alteracién en la glucemia. De este modo, si bien el aumento
compensatorio de la secrecién de insulina logra mantener
los niveles de glucosa en sangre, a largo plazo afecta aspec-
tos del metabolismo, en general, y compromete la funcién
pancreatica, renal y cardiovascular [13]. Esta situacion
conduciria al sindrome de resistencia a la insulina o sindro-
me metabdlico.

Como ya fue mencionado la resistencia a la insulina se
caracteriza por la disminucién de la capacidad de esta para
ejercer sus acciones bioldgicas en tejidos diana [14]. A pe-

ByPC 2018;82(1):46-57.



Utilidad de la glucosa 1-hora post-carga para la evaluacién del riesgo de diabetes y sus complicaciones asociadas

Figura 1. Relacidn entre la secrecién y sensibilidad a la in-
sulina en pacientes sin alteraciones en el metabolismo de
los hidratos de carbono.
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tolerancia a la glucosa. Adaptado de (12).

sar de que laresistencia a lainsulina no es considerada una
enfermedad, la misma es un sindrome multifacético que,
ademads de asociarse con algln grado de intolerancia a la
glucosa, se relaciona con diversas alteraciones como disli-
pemia, disfuncién endotelial, hipertensién arterial y un es-
tado procoagulante y proinflamatorio [15]. La importancia
de reconocer a los individuos con resistencia a la insulina
radica en que esta es detectable varios afios antes del de-
sarrollo de prediabetes, diabetes y/o algun tipo de compli-
cacién cardiovascular [5,6,13,16]. De hecho, la resistencia
a la insulina, a lo largo de sus variables definiciones, fue
consistentemente asociada a mayor riesgo cardiovascular
en un gran numero de estudios en diversas poblaciones
[17-20].

En la historia evolutiva de |a diabetes tipo 2, en cuanto se
quiebra el equilibrio entre la sensibilidad y la secrecién de
insulina, una de las primeras manifestaciones es el aumen-
to de los valores de la glucemia en ayunas y/o postprandia-
les. Estos cambios en la glucemia conforman los estados
prediabéticos: GAA y TAG. Entre los eventos que conducen
desde la normoglucemia (o tolerancia normal a la glucosa)
a la GAA o TAG se diferencian los aportes individuales de la
resistencia a la insulina hepatica y muscular, y la disfun-
cion de las células B [21]. De hecho, si bien los estados
prediabéticos son considerados como equivalentes, diver-
sos estudios mostraron que corresponden a diferentes en-
tidades fisiopatoldgicas [5,21,22]. El desarrollo aislado de
GAA implica fundamentalmente un aumento de los valores
de insulinemia en ayunas y una mayor produccién hepati-
ca de glucosa compatibles con una menor sensibilidad a la
inhibicién de la gluconeogénesis hepética (dependiente de
insulina) y a un minimo deterioro de la funcion pancreética
a lo largo del tiempo. Por otro lado, el desarrollo aislado de
TAG se considera consecuencia de un deterioro constante y
sostenido de la funcionalidad de la célula f3, luego de un pri-

mer evento de disminucidén de la sensibilidad a la insulina,
predominantemente a nivel del tejido muscular. Estas dife-
rencias fisiopatolégicas explican el mayor grado de progre-
sién a diabetes y de desarrollo de eventos cardiovasculares
que presentan los pacientes con TAG respecto a aquellos
con GAA [23,24]. En este contexto, la disfuncionalidad de
la célula B se reconoce actualmente como uno de los mayo-
res responsables de la progresién a diabetes. Por dltimo, la
disminucidn de la funcionalidad pancredtica mas alla de un
determinado umbral conduce a la instauracion de diabetes
manifiesta.

Del analisis de la evolucidn natural de |a patologia, desde
la resistencia a la insulina hasta la diabetes manifiesta, se
pueden evidenciar las ventajas de poder evaluar la funcio-
nalidad de la célula 3 para dirigir estrategias de prevencidn
y/o tratamiento. Tal poder predictivo se evidencia en la Figu-
ra 2 en la que se observa cémo la disminucién de la funcio-
nalidad de la célula 3 disminuye a medida que se desarrolla
laintolerancia ala glucosa y finalmente la diabetes [25,26].

La gran limitante para la implementacién de la medicién
de la funcionalidad de la célula 3 en la clinica es que hasta
el momento los métodos desarrollados para obtener una
medida directa resultan costosos y complejos, y requieren
de personal entrenado. Por lo tanto, su uso en la practica cli-
nica es poco probable. No obstante, mediante modelos ma-
tematicos se han desarrollado diversos indices utilizando la
glucemia e insulinemia en ayunas y/o en distintos tiempos
durante la POTG para ser utilizados como marcadores de la
funcionalidad de la célula B. Por ultimo, recientemente, se
ha propuesto a la glucemia una hora post-carga como un
surrogante de la funcionalidad de la célula .

Evaluacién de la funcionalidad de la célula [3: pruebas de
secrecidn y sensibilidad a la insulina.

Los marcadores tradicionalmente empleados para el
estudio del metabolismo de los hidratos de carbono son
la glucemia en ayunas, la glucemia dos horas post-carga
en la POTG y la hemoglobina [Hb) Alc. Adicionalmente, se
suelen determinar la insulinemia en ayunas y a las 2 horas
post-carga durante la POTG, aunque estas no forman parte
de las recomendaciones de diagnéstico y seguimiento del
paciente con riesgo de diabetes o diabetes manifiesta. Las
condiciones estandar para realizar la POTG es 75 g de gluco-
sa anhidra en agua para adultos y 1,75 g de glucosa / kg de
peso en nifos.

Los estudios complementarios utilizados en el dmbito de
investigacion son la técnica de clamp en sus dos variantes
euglucémico hiperinsulinémico o hiperglucémico y la prue-
ba endovenosa de tolerancia a la glucosa (IVGTT del inglés
intravenous glucose tolerance test). En la presente revision
se discutiran las pruebas que son utilizadas para evaluar
directa o indirectamente la secrecién y sensibilidad a la in-
sulina que son los parametros necesarios para el estudio de
la funcionalidad de la célula B.
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Figura 2. Relacidn entre la funcionalidad de la célula B y la
glucemia dos horas postcarga desde |a tolerancia normal
hasta |a diabetes manifiesta.
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» Resultados obtenidos en pacientes pertenecientes al estudio San
Antonio Metabolism (SAM] y Veteran Administration Genetics Epide-
miology (VAGES). Se evaluaron 778 adultos que realizaron una prue-
ba de tolerancia oral a la glucosa para evaluar secrecidn de insulina
(con mediciones de glucemia-insulinemia cada 15 minutos) y un
clamp euglucémico hiperinsulinémico para determinar sensibilidad
alainsulina. Eleje Y es el disposition index estimador de la funcionali-
dad de lacélula 3. TNG, tolerancia normal a la glucosa; TAG, tolerancia
alterada a la glucosa; DBT, diabetes. Adaptado de (26).

Estas técnicas se caracterizan por realizar una medida
directa de la sensibilidad y secrecién de insulina, pardme-
tros necesarios para evaluar la funcionalidad de la célula .
Se han desarrollado dos variantes de la técnica de clamp
[27]. La primera variante es el clamp euglucémico hiperin-
sulinémico, disefiado especificamente para la medida de la
sensibilidad a la insulina, y la segunda es el clamp hiperglu-
cémico cuyo disefio permite la determinacién de la maxima
capacidad secretoria de la célula 3 bajo distintas condicio-
nes de estimulacién.

El clamp euglucémico hiperinsulinémico se considera la
técnica de referencia o gold standard para la evaluacion de
la sensibilidad alainsulina. Brevemente, el estudio consiste
en administrar una infusién endovenosa de insulina a una
tasa constante hasta conseguir un nuevo estado de equi-
librio a un valor de insulinemia por encima del estado basal
(condicién de hiperinsulinemia). Al mismo tiempo que se
administra la insulina, los valores de glucemia son monito-
reados cada 10-15 minutos para regular la tasa de infusién
de dextrosa endovenosa necesaria para mantener la gluce-
mia en el rango euglucémico. Adicionalmente, el paciente
también recibe por via fosfato de potasio para prevenir al-
gun posible episodio de hipokalemia. En estas condiciones,
unavez alcanzados niveles estables de glucemia a una tasa
de infusién de dextrosa fija y asumiendo que la produccién
hepatica de glucosa se encuentra completamente suprimi-
da por el estado hiperinsulinémico, se cumple que la tasa
de infusién de glucosa es proporcional a la sensibilidad a la
insulina del individuo. Tal como se desprende de la descrip-

cién de la técnica, laincorporacién de la misma a la practica
clinica resulta inviable por la complejidad y los riesgos aso-
ciados.

Por otro lado, el clamp hiperglucémico es una variante
disefiada con la finalidad principal de estimar la maxima
capacidad de secrecién de insulina de un individuo. La téc-
nica consiste en la administracién de dextrosa en bolo para
incrementar rapidamente la glucemia y luego mantener
una tasa de infusién de dextrosa tal que se alcance un es-
tado estable hiperglucémico. Como la glucemia se mantiene
constante, la tasa de infusién de glucosa resulta proporcio-
nal a la capacidad secretoria y a la sensibilidad a la insulina
delindividuo (reflejo de la funcionalidad de la célula 3). Du-
rante el desarrollo de esta prueba se observan dos fases de
secrecién de insulina: una primera dentro de los 10 minutos
iniciales y luego una segunda caracterizada por un aumento
gradual y sostenido de la insulinemia. El drea bajo la curva
de insulinemia o péptido C a lo largo de la prueba puede ser
utilizada como medida de la secrecién de insulina. En parti-
cular, este tipo de prueba se utiliza para evaluar secretago-
gos tales como arginina o analogos del glucagdn like pepti-
de-1 (GLP-1) [28]. Tal como con la otra variante del clamp,
la aplicacién a la clinica de esta técnica es poco probable.

La IVGTT es una prueba que tiene tres horas de duracién
e implica la administracién de un bolo endovenoso de dex-
trosa. Posteriormente, se monitorea la respuesta de glu-
cemia e insulinemia o péptido C cada 10 minutos. Una vez
concluidas lastres horas del estudio, el analisis de los datos
implica el empleo de complejos modelos matematicos para
poder calcular la sensibilidad y secrecién de insulina, y en
consecuencia estimar la funcionalidad de la célula 3. Si bien
este método representa menores riesgos que los tests de
clamp, su empleo en la clinica es también improbable. Otra
limitante de esta prueba, asicomo de las técnicas de clamp,
es que se esta realizando una evaluacién en una situacién
no-fisiolégica dada la via de administracién de la glucosa.
Por lo tanto, factores gastrointestinales tal como el efecto
de las incretinas no son tenidos en cuenta.

A partir de la concentracién de glucemia e insulinemia
en ayunas es posible calcular los siguientes indices: a)
de resistencia a la insulina, HOMA-IR (homeostasis model
assessment), b] de sensibilidad a la insulina, 1/HOMA-IR
o QUICKI y c] de funcionalidad de la célula 3, HOMA-B [29,
30]. Estos indices presentan una aceptable correlacion res-
pecto a las mediciones hechas con el clamp pero su utilidad
en la practica clinica se encuentra limitada debido a la va-
riabilidad biolégica y analitica) de la determinacion de la
insulina en ayunas. De hecho, existe una amplia discusién
sobre qué punto de corte aplicar al HOMA-IR y qué valores
utilizar para realizar algin diagndstico o prediccidn de ries-
go de diabetes tanto en nifios como en adultos [31,32]. Asi-
mismo, al utilizar valores en ayunas estos indices evaltan
sdlo la resistencia a la insulina hepatica, dejando de lado el
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componente periférico. La Figura 3 muestra las diferencias
fisiopatolégicas que se pueden ocultar tras valores simi-
lares de glucemia e insulinemia en ayunas. Por tal motivo,
pese a que su uso se encuentra ampliamente difundido y
los resultados de ensayos clinicos soportan cierta utilidad
de su evaluacién, el impacto de la determinacién de insu-
linemia en ayunas sobre el manejo clinico de los pacientes
es limitado.

La POTG permite un estudio mas completo del metabolis-
mo de los hidratos de carbono que la evaluacién en ayunas.
Es importante destacar, que la POTG es una prueba dise-
fiada para evaluar la tolerancia a la glucosa, la cual no es
sinénimo de sensibilidad a la insulina. En la tolerancia a la
glucosa se ponen enjuego factores que exceden alas accio-
nes metabdlicas de la insulina tales como el efecto de las
incretinas y otros factores gastrointestinales. Sin embargo,
es posible calcular indices de secrecion y de sensibilidad a
lainsulina con los datos de la POTG, los cuales permiten esti-
mar la funcionalidad de la célula 3 [9]. La mayoria de estos
indices requieren al menos de una extraccién adicional alas
dos cominmente realizadas durante de la POTG estandar
(basal y dos horas post-carga) en algun tiempo intermedio
durante la prueba. Asimismo, para el calculo de estos indi-
ces serequiere de la determinacién simultanea de glucemia
e insulinemia en cada extraccién realizada.

Por definicion todo marcador surrogante de la funciona-
lidad de la célula B es el resultado del producto entre una
medida de la sensibilidad a la insulina y de la secrecién de
insulina [26]. Por lo tanto, en primer lugar, se describirdn
los indices que permiten estimar la sensibilidad a la insuli-
na y luego aquellos utilizados para estimar la secrecién de
insulina a partir de la POTG.

Los indices para evaluar la sensibilidad a la insulina cal-
culados a partir de la POTG mas difundidos en la literatura
son: el indice de Matsuda, el indice de Stumvoll, el indice
0GIS (del inglés oral glucose insulin sensitivity) y el indice
de Gutt [33-36]. La férmula original del indice de Matsu-
da requiere de la determinacién simultanea de glucemia e
insulinemia cada 30 minutos durante las dos horas de la
POTG. Posteriormente, adaptaciones de la férmula acorde a
distintos puntos de la curva se desarrollaron y se encuen-
tran disponibles online (http://mmatsuda.diabetes-smc.
jp/Mindex.html). En particular, el indice de Matsuda se en-
cuentra ampliamente estudiado y fue asociado consisten-
temente a mayor riesgo de diabetes y de sus complicacio-
nes clinicas [10,37-39]. Asimismo, los indices de Stumvoll
y Gutt que utilizan datos antropométricos, ademas de al-
gunos valores de glucemia e insulinemia durante la POTG,
también se encontraron asociados a mayor riesgo de diabe-
tes y sus complicaciones [17]. La limitante para el empleo
de estos indices, similar a lo que ocurre con el HOMA-IR, es
que alin no se han establecido valores de referencia [40]. El
que mas apoyo encuentra es un valor de > 5,0 para el indice

Figura 3. Cinéticas de glucemia e insulinemia durante una
prueba de tolerancia a la glucosa en dos pacientes adultos
que no presentaban diferencias en sus valores en ayunas.

f
—+—5M GC
250
| = 200
s 168
o
E 150
=
§ 100 98 137
i 93
|2 &
0+
ol 0 30 60 90 120
120 4
=1 !
£ 00
3 80
2 e
-
£ 4| /
20 {
0 v - - -
0 30 60 90 120
tiempo (min)

v

Resultados obtenidos en pacientes con sobrecarga de hierro primaria
que realizaron una POTG estandar (75g). Se observan las minimas di-
ferencias en los valores de glucemia e insulinemia en ayunas, hecho
que implica que los indices HOMA-IR, QUICKI y HOMA-3 no sean diferen-
tes entre los pacientes a pesar de lo observado durante la curva. Resul-
tados propios del autor TM como parte del trabajo de su tesis doctoral.

de Matsuda [41]. No obstante, la necesidad de uno o mas
puntos de la curva sumado a la complejidad de las férmulas
matematicas desarrolladas conducen a que estos indices
sean poco utilizados en la practica clinica a pesar de ser
mejores marcadores pronésticos independientes del desa-
rrollo de diabetes y aterosclerosis que el indice HOMA-IR y
los otros indices calculados a partir de valores en ayunas
[10,42,43].

Los indices de secrecidn de insulina calculados a partir de
la POTG son: el indice insulinogénico (Ainsulinemiag.3gmin /
Aglucemiag.3gmin), €l cociente entre el &rea bajo la curva (AUC)
de insulina/AUC de glucemia durante toda la POTG y el cociente
Ainsulinemiao_lzgmin / Aglucemiag_lzgmm [9] Adicionalmen-
te, se puede estimar la secrecién prehepatica de insulina
mediante complejos calculos matematicos que requieren
de la medicién del péptido C cada 30 minutos durante la
POTG [44]. Los indices de secrecién de insulina se utilizan
multiplicados al de algin marcador de sensibilidad para
estimar la funcionalidad de la célula 3. Este producto se
halla comidnmente denominado como disposition index en
la literatura. El disposition index se asocié a muchas otros
eventos tales como diabetes y enfermedad cardiovascular
[10,38,45] y su disminucidn fue correlativa a la progresion
de la enfermedad desde la tolerancia normal a la glucosa,
pasando por los estados prediabéticos hasta llegar a la dia-
betes (Figura 2] [26].
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La glucosa una hora post-carga es un indicador muy senci-
llo que combina la mayor informacidn brindada por las pruebas
dindmicas (POTG), con la practicidad derivada del hecho de que
su interpretacién no requiere ningun calculo. De hecho, se ha
definido un punto de corte tentativo de 155 mg/dl para la glu-
cosa una hora post-carga. Este valor fue el que maximizé la
sensibilidad y especificidad para detectar pacientes que
progresaron hacia la diabetes tipo 2 durante los 7-8 afios
de seguimiento que abarcaron los estudios en los que se va-
lidé este pardmetro [10,46]. En estos estudios también se
observé que la informacién pronostica brindada por la GAA
fue insignificante frente al aporte de la glucemia una hora
post-carga (Figura 4) [46]. Tal como se observa en la Figura
4, las curvas de incidencia de diabetes tipo 2 a 7 - 8 afios de
seguimiento en funcién de la glucemia una hora post-carga
no fueron diferentes entre los pacientes con y sin GAA. De
modo similar en la Figura 3, se observa que la separacién
entre las curvas de los dos pacientes es maxima en el punto
de glucemia una hora post-carga.

Diversos estudios observacionales validaron el punto de
corte de glucosa a la hora en diversas poblaciones e incluso
demostraron que un valor > 155 mg/dl se asocié a deterioro
de la funcionalidad de la célula B (evaluada a través de téc-
nicas de clamp] aun en pacientes con tolerancia normal ala
glucosa, es decir sin prediabetes [47,48]. Mas adn, un valor
alterado de glucemia una hora post-carga se asocié a menor
funcionalidad de la célula B también en poblacién pediatrica
[49,50].

En la siguiente seccién se describen algunos de los es-
tudios que evaluaron la asociacién entre la glucemia una
hora post-carga y distintos eventos clinicos relacionados a
la diabetes y a sus consecuencias clinicas.

Figura 4. Incidencia de diabetes en 7-8 afios de seguimiento
en funcién de los valores de glucemia una hora postcarga.
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» Andlisis combinado de los estudios San Antonio Heart Study y Bot-
nia (n=3450). En ambos estudios se evaluaron pacientes adultos
durante 7-8 afos de seguimiento con el objetivo de evaluar predic-
tores del desarrollo de diabetes tipo 2. Como se indica en la figura se
distinguen los pacientes con glucemia alterada en ayunas de los que
presenta glucemia en ayunas normal. Glug,y, glucemia en ayunas;
DBT?, diabetes tipo 2. Adaptado de (46).

Glucosa una hora post-carga y riesgo de diabetes y sus
complicaciones.

Los primeros reportes en describir el poder predictivo de
la glucosa una hora post-carga para la incidencia de diabe-
tes fueron resultados de los estudios San Antonio Heart Stu-
dy (SAHS) y Botnia Study. El primer reporte del SAHS fue un
estudio que incluyd el analisis de 1551 pacientes adultos
(42 % de sexo masculino] que realizaron una POTG al reclu-
tamiento y fueron seguidos durante 7 - 8 afios para evaluar
predictores de la incidencia de diabetes tipo 2 [10]. Si bien
en este estudio se identificé al disposition index (calculado
mediante indices a partir de la POTG) como el mayor predic-
tor independiente de la incidencia de diabetes, se observé
una correlacién estrecha entre la glucosa una hora post-
carga y el disposition index. Al evaluar posibles puntos de
corte para la glucosa una hora post-carga se determiné que
un valor de 155 mg/dl presentaba un 75 % de sensibilidad y
79 % de especificidad para identificar a los pacientes que de-
sarrollaron diabetes mientras que el criterio para definir TAG
presenté un valor de 51 % de sensibilidad y 92 % de especifi-
cidad [10]. De modo similar, en el estudio Botnia que evalug
a 2442 adultos seguidos durante 7 - 8 afios [42] identificd
a la glucosa una hora post-carga como un predictor inde-
pendiente y significativo del riesgo de diabetes tipo 2. Es-
tos resultados se reprodujeron en otras cohortes [43,51]
e inclusive un analisis de 4989 adultos asocié mayor valor
predictivo a la glucosa una hora post-carga que a un mode-
lo compuesto por variables clinicas tales como sexo, edad,
indice de masa corporal e historia familiar de diabetes [52].
EIAUC de la curva ROC, para predecir incidencia de diabetes
tipo 2 para la glucosa una hora post-carga fue 0,80 (0,77
- 0,84), mientras que para el criterio clinico fue 0,75 (0,72
-0,79).

En nifios, la glucosa una hora post-carga (aplicando 155
mg/dl como punto de corte] también se ha demostrado
como un predictor del deterioro de la funcionalidad de la
célula B y, consecuentemente, de mayor riesgo de predia-
betes [50]. Kim y col. [50] estudiaron 233 nifios obesos
(edad: 11,1 + 1,7 afos] que realizaron una POTG anualmen-
te durante 8 afios y observaron un riesgo de prediabetes 2,5
veces mayor en los nifios con valores elevados de glucosa
una hora post-carga en la evaluacion inicial. Mas aun, los
nifios y adolescentes con valores elevados de glucosa una
hora post-carga presentaron disfuncionalidad de la célula
f evaluado acorde a los métodos de clamp [49]. De este
modo, considerando las evidencias que demuestran que
la glucosa una hora post-carga es un surrogante aceptable
de la funcionalidad de la célula B tanto en nifios como en
adultos, los resultados citados son consecuencia directa de
la relacion entre la disfuncidn pancredtica y el desarrollo de
diabetes.

A'suvez, el valor de glucosa una hora post-carga también
se encontrd asociado a complicaciones de la diabetes tales
como esteatosis hepatica no alcohdlica y aterosclerosis.
Respecto al riesgo de esteatosis hepatica no alcohélica, Fio-
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rentino y col. observaron que los individuos con glucosa una
hora post-carga > 155 mg/dl presentaban un mayor ries-
go de esteatosis hepatica no alcohdlica en un estudio que
evalug a 1100 adultos [53]. Lo importante de este estudio
es que la glucosa una hora post-carga se encontrd alterada
tanto en pacientes con tolerancia normal a la glucosa, asi
como con valores de HbAlc < 6,5 %, demostrando asi su ha-
bilidad como predictor temprano.

Por dltimo, haciendo referencia al riesgo de ateroscle-
rosis y enfermedad cardiovascular, un estudio de fines
de los 90 revel6 la asociacién entre la glucemia una hora
post-carga y enfermedad cardiovascular en una muestra
de aproximadamente 26700 adultos seguidos durante 22
afos [54]. Estos resultados fueron luego confirmados por
el estudio CATAMERIS [55], el cual describié una asocia-
cién independiente entre la glucemia una hora post-carga
y el espesor de intima media carotideo (IMTc), un marcador
de aterosclerosis subclinica. En este estudio que abarcé a
400 pacientes no-diabéticos se observé que la glucosa una
hora post-carga fue un predictor independiente del IMTc en
pacientes con tolerancia normal a la glucosa en un modelo
ajustado por los factores de riesgo cardiovascular tradicio-
nales [55]. De modo similar, diversos estudios observaron
que los pacientes con glucosa una hora post-carga > 155
mg/dl, a pesar de presentar tolerancia normal a la glucosa,
presentaron signos de dafio vascular (hipertrofia ventricu-
lar, rigidez arterial y riesgo de disfuncién renal) [56-58].

En conclusidn, la glucosa una hora post-carga es un mar-
cador de riesgo de diabetes y sus complicaciones asocia-
das, aln en pacientes con tolerancia normal a la glucosa.
Esto estaria vinculado a la capacidad de reflejar el deterioro
de la funcionalidad de la célula 3, evento temprano que ocu-
rre inclusive antes de detectarse algin estado pre-diabéti-
co (Figura 2).

Glucosa una hora post-carga en pacientes pediatricos con
autoinmunidad pancreatica y/o sobrepeso/obesidad.

La presente seccién es de especial importancia para la pobla-
cién pediatrica en la que la POTG no es frecuente y su indicacion
se encuentra reservada para determinados subgrupos de pa-
cientes como los nifios / adolescentes con GAA o con obesidad.
Es importante destacar que, aunque no existe una recomen-
dacién especifica para nifios con autoinmunidad pancredtica,
también se ha sugerido una utilidad para la glucosa una hora
post-carga en estos casos, en especial por su valor prondstico.
De hecho, se ha identificado que aquellos pacientes con au-
toanticuerpos positivos que presentan valores > 200 mg/dl en
los puntos intermedios de la POTG (a los 30, 60 0 90 minutos)
presentan un mayor riesgo de incidencia de diabetes tipo 1
[59,60]. Es destacable que estos valores se observan inclu-
so en pacientes que presentan tolerancia normal a la glucosa
por lo que no serian detectables si sélo se evalla la glucemia
basal y dos horas post-carga durante la POTG. En su anilisis,
Sosenko y col. [59] observaron que un 16 % de los pacientes
con riesgo de diabetes tipo 1 presentd glucemias > 200 mg/d|

enlos 30, 60 0 90 minutos durante la POTG a pesar de presen-
tar tolerancia normal a la glucosa. A su vez, el estudio Diabetes
Prevention Trial type-1 (DPT-1) que evalug 704 familiares de
pacientes con diabetes tipo 1 y autoinmunidad positiva segui-
dos durante 7 afios (autoanticuerpos antiislotes, ICA] encontrd
que el poder predictivo de diabetes tipo 1 de la glucemia una
hora post-carga era superior al de la glucemia en ayunas y dela
glucemia dos horas post-carga [61]. El area bajo la curva ROC
para detectar pacientes que desarrollaron diabetes tipo 1 fue:
para la glucemia basal: 0,53 + 0,02; de |a glucemia dos horas
post-carga: 0,66 + 0,02; y de la glucemia una hora post-carga
0,71+ 0,02 [61]. En conclusidn, en nifios y adolescentes con
evidencias de autoinmunidad pancreatica es posible mejorarla
estimacion del riesgo de padecer diabetes tipo 1 mediante el
valor de la glucosa una hora post-carga. No obstante, el punto
de corte de 155 mg/dl no fue especificamente evaluado en es-
tos pacientes, por lo que seria recomendable dar importancia
Unicamente a los valores > 200 mg/dl para este fin.

En nifios y adolescentes con sobrepeso / obesidad la preva-
lencia de prediabetes resulta variable. Se estima que un 5 — 20
% presentan sélo GAA, 5 — 10 % sélo TAG aislada y aparentemen-
te, debido a que este pardmetro no suele ser evaluado, un 10 %
presentaria sélo glucosa una hora post-carga > 155 mg/dl [62-
67]. Dado que se ha demostrado que los estados prediabéticos
en nifios con sobrepeso/obesidad se caracterizan mas por un
defecto en la secrecién de insulina que en la disminucién de la
sensibilidad [68], un marcador de las alteraciones en la funcio-
nalidad de la célula 3 lograria una mejor evaluacion del futuro
riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 de estos pacientes. Hasta
el momento, si bien se ha descripto menor funcionalidad de la
célula B en nifios con glucosa una hora > 155 mg/dl [49], e in-
cluso un mayor riesgo de desarrollo de prediabetes [50],aun no
hay reportes que asocien directamente el valor de > 155 mg/d|
aun mayor riesgo de diabetes manifiesta en nifios y adolescen-
tes con sobrepeso/ obesidad.

Por otro lado, se ha reportado que los adolescentes con so-
brepeso / obesidad y autoinmunidad pancredtica presentan
mayor glucemia una hora post-carga que aquellos con autoan-
ticuerpos negativos [69]. En este dltimo estudio, los valores
de glucemia en los otros puntos de la POTG (a los 30,90y 120
minutos) no fueron significativamente diferentes entre los
pacientes con y sin autoinmunidad. De este modo, la glucosa
una hora post-carga podria identificar nifios y adolescentes
en los cuales seria Util evaluar marcadores de autoinmunidad
pancreatica.

A continuacion, se describen un analisis realizado en po-
blacién adulta y un caso clinico que reflejan la importancia de
evaluar la glucemia una hora post-carga durante la POTG en la
practica clinica.

Casos de aplicacidn.
Ejemplo de aplicacién en poblacién adulta.

En un estudio en el que se evaluaron 30 pacientes adul-
tos (edad: 48 + 10 afios], de sexo masculino con elevado
riesgo de diabetes tipo 2 asociado a hemocromatosis here-
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ditaria, se observé que 4 pacientes presentaron GAA acorde
a definicién de la OMS, 5TAG y 21 tolerancia normal a la glu-
cosa. Por otro lado, entre los 30 pacientes, 18 presentaron
glucemia una hora post-carga > 155 mg/dl. Entre estos 18
se ubicaron los 4 pacientes con GAA, 4 de los 5 pacientes
con TAG y 10 con tolerancia normal. Al comparar dentro del
grupo de tolerancia normal a los pacientes con [n = 10) y
sin glucosa una hora postcarga alterada (n = 11] se obser-
varon diferencias significativas en el indice de masa corpo-
ral (30 £ 3vs. 27 + 2 kg/m?, p < 0,05), la sensibilidad a la
insulina, evaluado por el indice de Matsuda [3,8 (2,1 - 4,2)
vs. 5,5 (4,5-7,6); p<0,01] y el disposition index, indicador
de la funcionalidad de la célula  [2,0 (1,4 - 3,7) vs. 5,5 (3,8
-8,1); p < 0,01]. De este modo es posible especular que los
10 pacientes con alteraciones en la glucosa una hora post-
carga presentan un mayor riesgo de desarrollar diabetes
tipo 2 asociado a una menor funcionalidad de la célula 3 a
pesar de presentar tolerancia normal a la glucosa. Lo des-
tacable de este estudio es que demuestra que al incluir la
evaluacién de la glucosa una hora post-carga durante la
POTG se pudo identificar 18 pacientes con elevado riesgo de
diabetes en lugar de los 9 pacientes que presentaron pre-
diabetes acorde a las definiciones actuales. En conclusién,
en esta poblacién de pacientes con hemocromatosis here-
ditaria, la glucosa una hora post-carga permitié identificar
pacientes con menor funcionalidad de la célula 3, a pesar
de presentar tolerancia normal a la glucosa. Serfa interesan-
te evaluar la utilidad de la glucosa una hora post-carga en
otras poblaciones de riesgo a fin de poder disefar eficientes
estrategias de prevencion.

Caso de aplicacion en poblacién pediatrica.

Adolescente de 13 afios que concurre a control nutri-
cional, derivada por pediatra de cabecera por hiperinsuline-
mia basal.

Antecedentes personales: fue prematura de 35,5 sema-
nas, con bajo peso de nacimiento 2350 g, sin complicacio-
nes asociadas, internacién conjunta con su madre, no tomo
pecho. Presentd bronquiolitis al afio de vida, operada de
adenoidectomia a los b afos de edad.

Presenta antecedentes familiares de abuelo materno
con diabetes tipo 2, cardiopatia, obesidad, e hipotiroidismo;
y abuela paterna con hipertensién y sobrepeso sin control
clinico. Hermana con sobrepeso. Al momento de la consulta
presenta:

Peso 62 kg (p 90-97)
Talla 153 cm (p 25-10])
IMC 26,4 kg/m? (p>97)

Presenta laboratorio con hemograma normal, glucemia
en ayunas 97 mg/dl, insulinemia 32,8 mU/I y hepatograma
normal. Microalbuminuria de 24 hs 3 mg/24hs. HbA1C: 5.4

%. Perfil tiroideo normal, perfil lipidico alterado con C-HDL de

39 mg/dl y triglicéridos de 146 mg/dl. Se le solicita POTG.

Glucosag: 92 mg/dl Insulinag: 33 mU/I
Glucosaqn: | 172mg/dl | Insulinaqy: | > 300 mU/I
Glucosazp: | 78 mg/dl Insulinazp: | >300mU/I

Dada su insulino resistencia y presencia de acantosis nigri-
cans, comienza tratamiento con Metformina, 500 mg/dia, dieta
hipocalérica y ejercicio.

Evolucién: Presentd buenatolerancia ala metforminacon
poca adherencia al tratamiento dietario, no realiza actividad
fisica. No tuvo buena evolucion de peso. Sibien disminuyd la
acantosis, no es constante con latoma de Metformina. Se le
solicita laboratorio control durante el tratamiento.

La paciente concurre luego de 7 meses con los siguien-
tes valores:

Colesterol Total: 176 mg/dl; C-HDL: 38 mg/dl; C-LDL: 121
mg/dl; triglicéridos: 86 mg/dl. Hepatograma normal. HbAlc:
5,2 %.

Glucosag: 92 mg/dl Insulinag: 23 mU/I

Glucosayy: 96 mg/dl Insulinazp: 118 mU/I

La paciente es una adolescente de 13 afios que presenta
un importante proceso de resistencia a la insulina eviden-
ciado tanto en la insulinemia basal con la que concurre, asi
como por los valores de insulinemia > 300 mU/l enla primera
y segunda hora durante la POTG. Asimismo, presenta acan-
tosis nigricans, signo relacionado a la obesidad y a la resis-
tencia a la insulina [?0]. Como factor de riesgo adicional, la
paciente fue prematura (35 semanas) condicién que se ha
asociado a mayor predisposicién a desarrollar resistencia a
la insulina [71]. El valor de la glucosa una hora post-carga
radicé en que fue la Unica determinacién glucémica que se
vio alterada durante la POTG. Tanto la glucemia basal como
la de dos horas post-carga estuvieron dentro del rango de
referencia. Si bien la medicién de insulinemia dos horas
post-carga se encontré marcadamente alterada, la eva-
luacién de insulinemia requiere de instrumental de mayor
complejidad respecto a la glucemia. Por tal motivo, la medi-
cién de glucemia una hora post-carga podria ser realizada
en laboratorios de baja complejidad y otorgar informacion
valiosa aun en situaciones en las que la determinacion de
insulinemia no se encuentre disponible. Por Gltimo, durante
la evolucion se observé una mejora de la sensibilidad a la
insulina asociada a la toma de metformina tanto por el valor
de insulinemia 2 horas post-carga como por la disminucién
de laacantosis. Lastimosamente, no se evalué nuevamente
la glucemia a la hora.
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Discusién

La evaluacién de la glucosa una hora post-carga durante
la POTG es un indicador sencillo y de fcil interpretacion del
riesgo de diabetes y sus complicaciones. Esta relacién se
fundamenta en que la glucosa una hora post-carga expresa
la funcionalidad de la célula 3, evento fisiopatoldgico crucial
en el desarrollo de diabetes. La exposicién de los casos de
aplicacion ilustra que su implementacién no requiere de la
puesta a punto de nuevas metodologias niinstrumental, asi
como no precisa de lavalidacién de indices que requieren de
multiples muestras durante la POTG, con la determinacién
simultanea de la glucemia e insulinemia. Del mismo modo,
se evita el empleo de férmulas matematicas complejas. Las
evidencias provenientes de importantes estudios longitudi-
nales sugieren entonces el uso de la glucosa una hora post-
carga, empleando 155 mg/dl (como punto de corte] como
un factor de riesgo independiente para el futuro desarrollo
de diabetes. Esta determinacién cobra aiin mayor relevan-
cia si se considera el hecho de que se presentan pacientes
con glucosa a la hora alterada, pero con tolerancia normal a
la glucosa. Recientemente, se ha publicado un estudio en
el que se compard la utilidad de la glucosa una hora post-
carga vs. la, tradicionalmente utilizada, glucosa dos horas
post-carga para predecir el desarrollo de TAG y distintos
eventos clinicos en una cohorte de 4867 adultos [72]. Los
resultados de dicho estudio sefalaron que la glucosa una
hora post-carga fue mejor predictor de diabetes y mortali-
dad cardiovascular que la glucosa dos horas post-carga. Por
tal motivo, los autores concluyeron que aparte de reducir
los tiempos para el paciente, la glucosa una hora post-carga
seria el estudio de eleccién al momento de evaluar pacien-
tes con intolerancia a los hidratos de carbono. De todos
modos, estos estudios no sugieren modificaciones para el
diagndstico de diabetes en el cudl se emplea la glucosa dos
horas post-carga.

En conclusién, la incorporacién de la glucosa una hora
post-carga en la practica clinica permitiria orientar las pau-
tas de monitoreo y de intervencion nutricional en los pa-
cientes con intolerancia a los hidratos de carbono y/o eleva-
doriesgo para el desarrollo de diabetes.
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Introduccién: La microbiota vaginal es un complejo de microorganismos, que varia segin el nivel
estrogénico y factores externos que generen disfuncién vaginal (DV]. Aunque los lactobacilos cons-
tituyen una linea de defensa contra la infeccién vaginal, sus distintas especies pueden contribuir de
manera diferente en dicha proteccidn. Objetivos: Evaluar la DV mediante los estados vaginales basicos
(EVB) y el estudio microbioldgico. Caracterizar las especies de lactobacilos y su capacidad protectora
delaDVendistintos grupos de riesgo. Materiales y Métodos: Estudio consecutivo y prospectivo de 658
pacientes sintomaticas y asintomaticas, clasificadas en los siguientes grupos: anticonceptivos ora-
les (ACO), preservativo (PRE]), dispositivo intrauterino (DIU}, embarazadas, menopdausicas sin terapia
hormonal de reemplazo, VPH positivas y control. Se les realizé toma de fondo de saco vaginal para es-
tudio de los EVB mediante BACOVA y cultivo en agar sangre y Tioglicolato modificado para trichomonas.
La identificacién de las especies de lactobacilos se realizé mediante pruebas convencionales, MALDI-
TOF y secuenciacién del gen ADNr 16S. Se midid la produccién de H,0, de las especies de lactobacilos,
mediante un ensayo semicuantitativo. Método estadistico: Test de Chi cuadrado y Fisher. Se consideré
significativo p < 0,05. Resultados: Se estudiaron 448 pacientes: 18 - 24 afos (n: 65), 25 - 50 afos (n:
186) y mayores de 50 afios (n: 118] y grupo control (n: 79) y 210 pacientes embarazadas: coloniza-
das por EGB (n: 37), con candidiasis (n: 25], colonizadas con EGB y con candidiasis (n: 15) y grupo
control no colonizadas (n: 133]. La VB fue la patologia mas prevalente en todos los grupos etarios.
Un 45,0 % del grupo VPH de 18 - 24 afos presentaron DV. En aquellas que utilizaron ACO predomind la
microbiota lactobacilar: 18 - 24 afios (65,2 %) y 25 - 50 afios (67,6 %), al igual que las que utilizaron
preservativo de 25 - 50 afios (62,7 %). Un 40,7 % del grupo con DIU de 25 - 50 afios presentaron DV. Un
20,2 % de las pacientes menopdusicas presentaron DV, con una prevalencia de microbiota lactobaci-
lar de 43,4 % (p < 0,01). Se identificaron 78 % de aislamientos de lactobacilos: L. crispatus (n: 68, L.
gasseri (n: 56) y L. jensenii (n: 54). Pacientes menopausicas presentaron mayor prevalencia de L.
gasseri respecto de todos los grupos (p < 0,01). Los grupos ACO y PRE mostraron mayor prevalencia
de L. crispatus al igual que el control respecto de las menopausicas (p < 0,01). El grupo VPH mostré
menor prevalencia de L. crispatus respecto del control (p = 0,01) y similar a las pacientes menopdu-
sicas y mayor prevalencia de L. gasseri respecto de ACO y PRE (p= 0,04 y 0,02 respectivamente]. Las
pacientes embarazadas con candidiasis y las colonizadas con EGB mostraron mayor prevalencia de
L. gasseri (37,8 % y 40 % respectivamente) que las no colonizadas. Las pacientes embarazadas con
candidiasis y colonizadas con EGB no presentaron L. crispatus y mostraron mayor prevalencia de L.
gasseri (66,6 %). Un 96 % de los aislamientos de L. crispatus produjeron fuertemente H»05, a diferen-
cia de los de L. gasseri que ninguno fue productor fuerte (p < 0,0001). El método MALDI-TOF demostrd
excelente concordancia con la secuenciacién del ADNr 16S. Conclusiones: Se observé DV en los distin-
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tos grupos de riesgo, asociada a levaduras y/o VB, resaltandose el efecto protector de L. crispatus en
ACO y preservativo y en este Ultimo con reaccion inflamatoria. Contrariamente, las pacientes con VPH
y con DIU mostraron una tendencia a desarrollar DV, en coincidencia con la disminucién de L. crispatus
yelaumento de L. gasseri. En la menopausia predoming L. gasseri, especie relacionada con la predis-
posicién a DV. En las pacientes embarazadas no colonizadas predomino L. crispatus, mientras que en
las colonizadas por EGB y/o con candidiasis predomino L. gasseri asociado a estos microorganismos
de origen intestinal.

Palabras clave: disfuncién vaginal, estados vaginales basicos, especies de lactobacilos, grupo eta-
rio, embarazo, anticoncepcién, virus del papiloma humano.

Abstract

Introduction: The vaginal flora is a complex of microorganisms which varies according to the estro-
genic level and external factors that generate vaginal dysfunction (VD). While lactobacilli constitute
a line of defense against vaginal infection, their different species can contribute differently in such
protection. Objectives: To evaluate the VD by the basic vaginal states (BVS] and the microbiological
study, and characterize the species of lactobacilli and their protective capacity against VD, in different
risk groups. Material and methods: Consecutive, prospective study that included 658 symptomatic
and asymptomatic patients. Patients were classified in the following groups: oral contraceptives (0CJ,
condoms (CO0), intrauterine device (IUD], pregnant and menopausal patients (no hormone replace-
ment therapy, no contraception}, human papillomavirus (HPV] - positive and controls. All patients
underwent clinical examination and took vaginal fornix to study BVS by BAVACO and culture on blood
agar and modified thioglycolate medium for trichomonas. The species of lactobacilli were identified
by conventional tests, MALDI-TOF and 16S rDNA gene sequencing. The production of H,0; by different
species of lactobacilli was measured by a semiquantitative test. Statistical method: Chi square test
(2) and Fisher. P < 0.05 was considered significant. Results: The patients studied (n: 448) were 18 -
24 years old (n: 65), 25 - 50 years old (n: 186), 50 years old or older (n: 118) and a control group (n:
79. Also, 210 pregnant patients were studied: colonized by GBS (n: 37), with candidiasis (n: 25), colo-
nized with GBS and candidiasis (n: 15) and control non-colonized group (n: 133). Bacterial vaginosis
was the most prevalent pathology in all age groups. The HPV patients of the 18 - 24 age group showed
VD of 45.0 %. In patients who used OC, a predominance of lactoacillar microbiota was observed (65.2
%) in the 18 - 24 age group and (67.6 %) in the 25 - 50 age group, like those who used CO of 25 - 50
years (62.7 %) with inflammatory reaction. Patients who used IUD of the 25 - 50 age group showed VD
of 40.7 %. Also, 20.2 % of menopausal patients had VD and the prevalence of lactobacillar microbiota
was 43.4% (p < 0.01). About 78 % isolates of lactobacilli were identified: L. crispatus (n: 68), L. gasseri
(n: 56) and L. jensenii (n: 54). Menopausal patients had higher prevalence of L. gasseri with respect
to all groups (p < 0.01]. The CO and OC groups showed higher prevalence of L. crispatus like the control
with respect to menopausal patients (p < 0.01). The HPV group showed lower prevalence of L. crispa-
tus with respect to the control (p=0.01]) and similar to menopausal patients and higher prevalence of
L. gasseri with respect to 0C and CO (p= 0.04, 0.02 respectively]. Pregnant patients with candidiasis
and the ones colonized by GBS showed higher prevalence of L. gasseri (37.8 % and 40 % respectively)
compared to non-colonized. Pregnant patients with candidiasis and colonized with GBS did not pres-
ent L. crispatus and showed higher prevalence of L. gasseri (66.6 %). Ninety-six percent of L. crispatus
isolates were strong producers of H,0,, unlike L. gasseri isolates, none of which were strong producers
(p < 0.0001). The MALDI-TOF method showed excellent agreement with 16S rDNA sequencing. Conclu-
sions: VD was observed in the different risk groups associated with the presence of BV and/or yeasts,
highlighting the protective effect exerted by L. crispatus in OC and CO and in the latter with inflam-
matory reaction. In contrast, patients with HPV infection and IUD showed a tendency to develop DV,
coinciding with a decrease in L. crispatus and an increase in L. gasseri. Menopause patients showed
predominance of L. gasseri, species related to the predisposition to VD. L. crispatus predominated in
pregnant patients non-colonized, while in the GBS colonized ones and/or with candidiasis predomi-
nated L. gasseri associated with these intestinal-origin microorganisms.

Key words: vaginal dysfunction, basic vaginal states, Lactobacillus species, age group, pregnancy,
contraception, human papilloma virus.
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Introduccién

La microbiota vaginal es un complejo sistema de microorga-
nismos relacionados entre si y en permanente equilibrio que
varia desde el nacimiento, con un predominio de lactobacilos
en la primera semana de vida, hasta la menarca, caracteriza-
da por la presencia de microbiota intermedia correspondiente
a bacterias de localizacién intestinal y de piel. En la pubertad,
como consecuencia de la maduracién estrogénica, la vagina
normal contiene mas de 18 de especies de lactobacilos, con
un franco predominio de Lactobacillus crispatus, L. gasseriy L.
jenseniiy, en menor proporcién, una gran variedad de especies
de bacterias aerébicas y anaerdbicas e inclusive de levadu-
ras [1]. Esta microbiota vuelve a alterarse en la menopausia,
asemejandose a la etapa preplber con predominio de bacilos
gram negativos [2]. La falta de lactobacilos en la mucosa va-
ginal favorece el desarrollo de oportunistas y el desarrollo de
vaginosis bacterianay mayor riesgo de contraer infecciones de
trasmisién sexual como el virus de la inmunodeficiencia huma-
na (VIH]) [2].

Se ha determinado, desde hace tiempo, que las bacterias
productoras de acido lactico (LAB) son las encargadas de
mantener en equilibrio la microbiota vaginal, evitando asf las
infecciones del tracto genitourinario. En las mujeres adultas
sanas, el pH es de 4,5 y a su vez las especies predominantes
de lactobacilos mantienen el pH bajo a través de su actividad
de fermentacidn, la que protege el drea contra la invasién de
microorganismos indeseables [3]. La produccién de &cido lac-
tico se considera que es el principal mecanismo de proteccién
contra las infecciones vaginales; aunque, algunas especies de
lactobacilos producen también peréxido de hidrégeno (H20;).
Sin embargo, existen discrepancias con respecto al efecto
protector del H,0; sobre el microambiente vaginal, ya que se
ha podido comprobar que las diferentes especies y, mas auln,
cepas de la misma especie de lactobacilos difieren en la capa-
cidad de produccién del mismo [4,5].

Otro de los temas importantes para tener en cuenta de la
microbiota vaginal es que se ha demostrado que es regién es-
pecifica, es decir que varfa segun la poblacién de mujeres que
se estudie, no sélo con respecto al grupo etario sino de laregién
donde habitan [6]. De alli radica la importancia de determinar
las poblaciones de lactobacilos especificas de la Argentina.

En la menopausia existen grandes cambios en las células
epiteliales como disminucién del glucégeno, que podrian con-
tribuir a la comprensién de los mecanismos generales de la
colonizacién por microorganismos asociados a la vaginosis
bacteriana (VB) [7].

El concepto clinico de disfuncion vaginal (DV] abarca un
numero elevado de sindromes, y se ha demostrado en estu-
dios previos la dimensién alarmante de los mismos, dado que
un 68% de las mujeres asintomaticas en edad fértil mostraron
indicadores indubitables de un estado anormal del contenido
vaginal, revelando alteraciones generadoras de disfuncién de
lavagina [8].

El origen de la DV puede responder a factores etiol6gicos
sistémicos o a factores externos, entre los que se incluyen los

procesos infecciosos y en ese contexto se debe considerar la
influencia de los anticonceptivos. Se han detectado diferencias
en las frecuencias de los sindromes de DV en funcién del tipo de
anticoncepcidn utilizado, a saber, anticonceptivos orales com-
binados, implante de dispositivo intrauterino (DIU) o preserva-
tivos [8,9]. Si bien existen reportes acerca del efecto de méto-
dos anticonceptivos sobre la microbiota, en el pais hay muy
pocos estudios disefiados en una comunidad medianamente
uniforme que hayan investigado la influencia que ejercen cada
uno de estos métodos sobre |la microbiota vaginal y sobre los
lactobacilos en particular [10]. Tampoco es bien conocido el
impacto que ejerce el virus del papiloma humano (VPH] sobre
la microbiota vaginal.

El embarazo se asocia a un gran ndmero de infecciones del
tracto genital relacionadas con complicaciones perinatolégi-
cas [11,12]. Por otra parte, cabe aclarar que durante el em-
barazo se producen cambios hormonales como el aporte de
estrégeno, que influyen en la microbiota lactobacilar. Teniendo
en cuenta la publicacion de Perazzi et al. [11], quienes descri-
bieron una mayor prevalencia de candidiasis en las pacientes
colonizadas con EGB, seria importante estudiar las diferentes
especies de lactobacilos en dichas pacientes.

Los objetivos de este trabajo fueron: evaluar la DV median-
te los estados vaginales basicos (EVB) a través de la metodo-
logia del balance del contenido vaginal (BACOVA) y el estudio
microbiolégico, caracterizar las especies de lactobacilos y de-
terminar su capacidad protectora de la disfuncion vaginal en
los distintos grupos etarios y subgrupos de riesgo y evaluar la
utilidad de diferentes metodologfas en la identificacién de di-
chas especies.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio consecutivo, prospectivo, experi-
mental, transversal y de prevalencia, en el cual se incluy-
eron pacientes mayores de 18 afios, con inicio de relaciones
sexuales, que presentaron, o no, sintomas al momento de la
consulta; atendidas en la Division Ginecologia del Hospital,
entre octubre del 2013 y noviembre de 2016.

Este trabajo fue aprobado por el Comité de Etica del Hos-
pital y todas las pacientes dieron su consentimiento infor-
mado. La poblacién estudiada se clasificé en los siguientes
grupos:

1) Control: en edad fértilde 18 a 49 afios noincluidas
en los otros grupos

2] Pacientes que utilizaron anticonceptivos orales
(ACO)

3] Pacientes que utilizaron preservativo (PRE)

4] Pacientes que utilizaron DIU

5) Pacientes con lesiones causadas por el virus del
papiloma humano (VPH]

6) Menopdusicas sin tratamiento hormonal de reem-
plazo (THR], sin VPH y sin método anticonceptivo

7) Pacientes embarazadas colonizadas y no coloni-
zadas por EGB y/o con candidiasis.

Los diferentes métodos anticonceptivos fueron utiliza-
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dos por las pacientes por un periodo mayor a 6 meses.

Asimismo, los distintos grupos de riesgo se estratificaron
por grupo etario para el analisis de los resultados.

Los criterios de exclusion fueron: uso de antibiéticos (ATB)
locales o sistémicos dentro de los 15 dias previos ala consul-
ta, malformaciones genitales, pacientes en tratamiento con
corticoides o quimioterapia, sininicio de relaciones sexuales,
quienes no tengan abstinencia sexual dentro de las 48 horas
previas al estudio, pacientes inmunocomprometidas con co-
lagenopatias, vasculopatias y/o transplantadas.

Atodas las pacientes se les realizé examen clinico y toma
de fondo de saco vaginal para el estudio microbioldgico por
metodologia convencional y estudio de los EVB mediante
BACOVA.

El estudio microbiolégico del contenido vaginal incluyé
los siguientes examenes:

1. Extendidos para coloracién de Gram y May-Grun-
wald Giemsa prolongado.

2. Observacién en fresco con 1 ml de solucién fisi-
oldgica SF).

3. Determinacién de pH de la secrecién vaginal.

4. Observacion en fresco con 1 mlde KOH al 10% y
prueba de aminas.

5. Cultivo en medio liquido (Tioglicolato modificado]
para I. vaginalis, con incubacion de 7 dias a 37°C
en atmdsferade 5% de CO, [13].

6. Cultivo en agar base Columbia con 5 % de sangre
humana y en agar Man Rogosa con incubacién
de 48 horas, a 37°C en atmoésfera de 5% de CO,
conservando la muestra en medio de Stuart.

La deteccién de candidiasis se realizé a través de la ob-
servacion en fresco con solucién fisiolégica (SF) y con KOH al
10 %y por cultivo en agar Sabouraud y agar sangre.

La investigacién de T. vaginalis se realizé a través de la
observacién microscépica directa con SF, la coloracién de
May-Grunwald Giemsa prolongado y el cultivo en tioglico-
lato modificado [13,14]. El diagnéstico de VB se realizé uti-
lizando el criterio de Nugent cuando el score fue > 7 [15] y
el criterio de Amsel, es decir, la presencia de 3 0 mas de los
siguientes criterios [16]:

— Observacion de clue-cells en |a coloracién de Gram
(célula cubierta con bacilos cortos gram negati-
vos y/o alteracidn de la morfologia celular).

-pH=4,5.

— Prueba de aminas positiva.

— Descarga vaginal fina y homogénea.

En el caso de las pacientes asintomaticas, el diagndéstico
de VB se efectud solamente utilizando el criterio de Nugent.

El estudio del BACOVA, incluyd el analisis morfoldgico del
contenidovaginal en funcién de larelacién del valor numérico
(VN) yla reaccién inflamatoria vaginal [RIV), identificandose
cinco EVB: microbiota normal (1], microbiota normal mas re-
accién inflamatoria (11}, microbiota intermedia (111, VB (IV) y
vaginitis microbiana inespecifica (V) (Fotos 1 a 5) [17]. El
valor numérico se determind evaluando los diferentes mor-

fotipos en la coloracién de Gram segun el criterio de Nugent
[15]. La cuantificacién de leucocitos se evalué mediante tin-
cién de May-Grunwald Giemsa y se expresé como nimero de
leucocitos por campo [400X] calculando el recuento medio
de leucocitos dentro de 10 campos microscépicos no adya-
centes [17].

La investigacién de la portacién de estreptococo gru-
po B (EGB] se realizd en hisopado anal e introito vaginal en la
semana 35 a 37 de embarazo. Ambos hisopos se sembraron
en caldo Todd Hewitt suplementado con colistina (10 pg/ml)
y acido nalidixico (15 pg/ml). Luego de 24 horas de incuba-
cién a 37°C se realizaron subcultivos en agar cromogénico,
con posterior incubacién a 37°C en atmdésfera de 5 % de C02
durante 48 horas. Las colonias compatibles con EGB se iden-
tificaron con las pruebas bioquimicas convencionales.

Para el aislamiento de las distintas especies de lacobaci-
los se utiliz6 el agar sangre y el agar Man Rogosa y la iden-
tificacion se efectud por medio de pruebas convencionales
basadas en la fermentacion de hidratos de carbono [18],
mediante Espectrometria de Masa BD™ Bruker MALDI-TOF
(Desorcién/lonizacién Laser Asistida por Matriz, con detec-
tor de iones por Tiempo de Vuelo], utilizando una base de
datos que incluyé mas de 90 especies de lactobacilos, con-
siderando un score = 1,7 para nivel de especie [19], através
de secuenciacién del gen ADNr 16S (método de referencia)
[20].

Se midié la produccién de H,0; por parte de las diferentes
especies de lactobacilos, mediante un ensayo semicuantita-
tivo (Merckquant Peroxide Test), expreséandose los resulta-
dos en los siguientes rangos: negativo, 1-3,3-10y 10- 30

Para comparar las prevalencias de los EVB y de las espe-
cies de lactobacilos en los distintos grupos etarios y subgru-
pos de riesgo se utilizé el test de Chi cuadrado (2] y el test
de Fisher.

Foto 1: EVB |.- MICROBIOTA NORMAL (MN): Lactobacilos: ob-
servacién en la coloracion de Gram (1000X) del contenido
vaginal.
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Foto 2. EVB II.-MICROBIOTANORMALCON REACCION INFLAMA-
TORIA (MN+RIV]: Levaduras con pseudohifas: observacion
en la coloracién de Gram (1000X] del contenido vaginal.

Foto 3. EVB III.-MICROBIOTA INTERMEDIA (MI): Lactobacilos
y morfotipos compatibles con anaerobios): observacion en
la coloracién de Gram (1000X) del contenido vaginal.
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Foto 4. EVB IV.-VAGINOSIS BACTERIANA (VB]: Morfotipos
compatibles con anaerobios): observacion en la coloracion
de Gram (1000X) del contenido vaginal.
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Resultados

Se estudiaron 448 pacientes no embarazadas, quienes
se dividieron en 3 grupos etarios, de 18 a 24 afos (n=65]),
de 25 a 50 afios (n= 186) y mayores a 50 afios (n= 118)
y en un grupo control (n= 79]. En los 3 grupos etarios se
observé un predominio de pacientes asintomaticas con
prevalencias para los grupos de 18 a 24 afios, 25 a 50 afios
ymayores de 50 afios de 72,3 %, 69,9 % y 86,4 %, respectiva-
mente. También se estudiaron 210 mujeres embarazadas
divididas en tres grupos, colonizadas por EGB (n=37], con
candidiasis (n=25]), colonizadas con EGB y con candidiasis
(n=15] y en un grupo control no colonizadas (n=133).

La distribucién de los EVB en cada grupo etario y en el
control, correspondientes a las pacientes no embarazadas,

Foto 5. EVB V.-VAGINITIS MICROBIANA INESPECIFICA (VMI):
Morfotipos bacterianos extrafios: corineformes): observa-
cién en la coloracion de Gram (1000X] del contenido vaginal.

se observa en la tabla I. Las prevalencias de EVB de desbal-
ance del contenido vaginal (lll, IV y V] (DCV] en el grupo de
18 a 24 afos, de 25 a 50 afios y mayores de 50 afios fueron
similares a las prevalencias de EVB con microbiota normal
(1y 1) respecto del control, no encontrandose diferencias
estadisticamente significativas (p= 0,20; 0,98 y 0,08, re-
spectivamente).

La distribucién de los patdgenos (levaduras, VB y tricho-
monas) segun los EVB en cada grupo etario y en el control
se observa en la tabla Il. La VB se asocié exclusivamente
alos EVB IV y V en todos los grupos etarios y en el control.
Las levaduras se asociaron principalmente al EVB | en todos
los grupos etarios y en el control y en menor medida a los
EVBIlalV, enlos grupos de 18 a 24 afios y de 25 a 50 afos.
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Tabla I. Distribucién de los estados vaginales basicos (EVB] seglin cada grupo etario y en el control

18-24 afios 25-50 anos >50 afios Control
GRUPO DE ESTUDIO (n=65) (n=186) (h=118) (n=79)
I 27,0 41,6 79,0 42.5 72,0 61,0 41,0 51,9
Il 8,0 12,3 45,0 24.2 20,0 16,9 11,0 13,9
1l 3,0 4,6 6,0 3.2 2,0 1,7 50 6,3
v 13,0 20,0 29,0 15.6 14,0 11,9 14,0 17,7
\% 14,0 21,5 27,0 14.5 10,0 8,5 8,0 10,2
65,0 100 186 100 118 100 79 100

Tanto el grupo de 18 a 24 afios como los grupos de 25 a 50
y mayor de 50 afos presentaron mayores prevalencias de
VB (41,5 %; 25,8%y 19,5 %) que de levaduras (18,4 %; 14,0%
y 7,6%), respectivamente, resultando estas diferencias es-
tadisticamente significativas para todos los grupos etarios
(p =0,01). La distribucién de los patégenos (levaduras, VB
y trichomonas) segin BACOVA y cultivo en cada grupo etario
y en el control se observa en la tabla Ill.

Un 45,0 % de las pacientes con VPH del grupo de 18 a 24
anos, presentaron algln grado de desbalance del contenido
vaginal. Sin embargo, ninguno de los grupos etarios de pa-
cientes con VPH, presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre los EVB de desbalance y los EVB con mi-
crobiota normal al comparar con el grupo control (p = 0,55;
p=0,65;p=0,21, respectivamente) (Tabla IV].

Al'analizar la influencia de los ACO se observé un predo-
minio de microbiota lactobacilar (65,2 % en el grupo de 18
a 24 anos y 67,6 % en el grupo de 25 a 50 afios), no encon-
trandose diferencias estadisticamente significativas entre
los EVB con microbiota lactobacilar y los EVB de desbalance,

al comparar con el grupo control (p = 0,81 y 0,94, respec-
tivamente] (Tabla V).

Las pacientes que utilizaron PRE mostraron prevalencias
de EVB de desbalance del contenido vaginal en el grupo de
18 a 24 aflos de 61,9 % y en el de 25 a 50 afios de 38,4 %,
no mostrando diferencias significativas entre los EVB de
desbalance y los EVB con microbiota lactobacilar en ambos
grupos (p=0,06y0,81, respectivamente), al comparar con
el grupo control (Tabla VI). Las pacientes que utilizaron este
método se asociaron a EVB con reaccién inflamatoria en
41,7 %y 40,4 % en los grupos de 18-24 afios y 25-50 afos
respectivamente.

Las pacientes del grupo de 25 a 50 afios que utilizaron
DIU mostraron prevalencias de EVB de desbalance del con-
tenido vaginal de 40,7 %, Sin embargo, estas pacientes no
mostraron diferencias significativas entre los EVB de des-
balance y los EVB con microbiota normal al comparar con el
grupo control (p=0,74]) (Tabla VII).

Las pacientes menopausicas que no utilizaron ningan
método anticonceptivo, ni presentaban VPH, nirecibian THR

Tabla II. Distribucién de levaduras, vaginosis bacteriana y trichomonas segun los estados vaginales basicos (EVB] en cada

grupo etario y en el control.

LEVADURAS

18-24 afos 25-50 afos
(n=65) (n=186)

Control
(n=r9)

>50 afos

(n=118) (n=65)

VAGINOGSIS BACTERIANA

18-24 anos 25-50 afos
(n=186)

TRICHOMONAS

18-24 afos 25-50 afos
(n=65) (n=186)

Control
(n=r9)

>50 afos
(n=118)

Control
(n=79)

>50 afos
(n=118)

5|77 7 (38| 7 [59] 8 |10,1| O 0 0

0 0 0 0 1 (16| 0 0 1109 0 0

v 1 (15 4 (21 0 0 3 38| 13|20,0| 28 |[151]| 15 12,7 15190 1 | 16| O 0 0 0 0 0
v 3 146| 8 | 43| O 0 3 (38| 14 |215| 20|10,/ 8 | 68| 7 | 88| 2 |31| 1 |05| O 0 0 0
Total | 12 | 18,4 26 | 140 9 | 76| 17 |21,5] 27 |415| 48 |258| 23 [19,5| 22 (278 4 | 63| 1 | 05| 1 [09| 1 | 13
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Tabla lll. Prevalencia de levaduras, vaginosis bacteriana y trichomonas segin BACOVA y cultivo en cada grupo etario y en el

control.

18-24 anos

PATOGENO (n=65)

BACOVA Cultivo BACOVA

25-50 afos
(n=186]

Control
(n=79)

>50 anos
(n=118)

Cultivo BACOVA Cultivo BACOVA Cultivo

Levaduras | 12 |18,4| 17 |26,1| 26 |14,0| 35 |188| 9 ’6 | 9 /6 | 17 |215] 19 |24,0
VB | 27 |415]| 27 [415]| 48 (258 48 |258| 23 [19,5| 23 |195| 22 |27,8| 22 |27,8
Trichomonas 4 |61 4 |61 1 05| 2 11 1 0,8 1 108 1 1,3 2 2,5

» 2VB:vaginosis bacteriana

(n=99], presentaron estados de desbalance del contenido
vaginal en 20,2 %, no encontrandose diferencias estadisti-
camente significativas entre los EVB de desbalance y los
EVB con microbiota normal al comparar con el control (p =
0,05] (Tabla VIII). La prevalencia de microbiota lactobacilar
en este grupo fue de 43,4 %, la que resulté estadisticamente
significativa respecto del control (p =0,01) (Tabla IX).

Se identificaron 195/250 (78 %) de aislamientos de lac-
tobacilos predominando L. crispatus (n = 68), L. gasseri (n
=56] y L. jensenii (n = 54) en toda la poblacién de pacien-
tes no embarazadas. En la Foto 6 se visualiza la morfologia
de L. crispatus, L. jensenii y L. gasseri en la coloracién de
Gram. Las pacientes menopausicas presentaron mayor
prevalencia de L. gasseri respecto de todos los grupos y del
control {p < 0,01). Los grupos ACO y PRE mostraron mayor
prevalencia de L. crispatus al igual que el control respecto
de las menopdusicas (p < 0,01). El grupo VPH mostré menor
prevalencia de L. crispatus respecto del control (p=0,01]) y
similar a las pacientes menopdausicas y mayor prevalencia
de L. gasseri respecto de ACO y PRE (p= 0.04; 0,02 respec-
tivamente]) (Tabla X].

Por otra parte, en todas las pacientes embarazadas se
identificaron 210 especies de lactobacilos, predominando
L. gasseri (n=61), L. crispatus (n=59) yL. jensenii (n=56).
La totalidad de las pacientes embarazadas presentaron

menor prevalencia de L. crispatus (28,1 %) en comparacion
al grupo control de pacientes no embarazadas (55,0 %), en
forma estadisticamente significativa (p < 0,01). En concor-
dancia con esta disminucion, se observd una tendencia a
presentar una mayor prevalencia de L. jensenii (26,7 %) en
comparacion al grupo control de pacientes no embarazadas
(15,0 %), aunque no resulté estadisticamente significativo
(p=0,08]. La prevalencia de L. gasseri fue similar entre las
pacientes embarazadas y el grupo control (29,0 % y 25,0 %,
respectivamente) (p=0,74).

Las pacientes embarazadas con candidiasis y las coloni-
zadas con EGB mostraron mayor prevalencia de L. gasseri
(37,8 % y 40 %, respectivamente) en comparacién al grupo
control de pacientes embarazadas no colonizadas (20,3
%), en forma estadisticamente significativa (p = 0,03).
Las pacientes embarazadas con candidiasis y colonizadas
con EGB no presentaron L. crispatus y mostraron mayor
prevalencia de L. gasseri (66,6 %) en comparacién al grupo
control no colonizadas (29,3 % y 20,3 % respectivamente],
encontrandose diferencias estadisticamente significativas
(p= 0,01 y < 0,01, respectivamente). La totalidad de las
pacientes embarazadas colonizadas mostraron una mayor
prevalencia de L. gasseri (44,1 %) en comparaci6n al grupo
control no colonizadas (20,3 %) (p < 0,01). La totalidad de
las pacientes embarazadas colonizadas mostraron unaten-

Tabla IV. Frecuencia de los estados vaginales basicos (EVB) de desbalance del contenido vaginal en pacientes con virus del
papiloma humano (VPH] seglin cada grupo etario.

18 — 24 afios 25— 50 afios Control
GRUPO DE ESTUDIO (n=20) ) (h=79)
EVB N % n % N % n %
Desbalance del contenido vaginal 9 450 13 28.9 3 200 27 342
(mr-mv-vj
Bl EE "‘EI"_‘“”a]' 11 55,0 32 71,1 12 80,0 52 65,8
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Tabla V. Frecuencia de los estados vaginales basicos (EVB] de desbalance del contenido vaginal en pacientes que utilizan
anticonceptivos orales (ACO) segtn cada grupo etario.

GRUPO DE ESTUDIO 18[:32‘3?{‘05 25[}53;‘]505
EVB n % n % n %
Desbalance del contenido vaginal 8 34,8 12 324 27 34,2
(- 1V = V)
Ll e ”‘El"“lfl' 15 65,2 26 67,6 52 65,8

dencia a presentar menor prevalencia de L. jensenii (19,5
%) en comparacion al grupo control no colonizadas (30,8 %)
(p=0,05).Asimismo, la totalidad de las pacientes embaraz-
adas colonizadas también mostraron una menor prevalen-
cia de L. iners (3,9 %) en comparacidn al grupo control no
colonizadas (14,2 %) (p=0,01) (Tabla XI).

La produccién de H0; por parte de las diferentes es-
pecies de lactobacilos estudiadas se muestra en la tabla
XIl. Un 96 % de los aislamientos de L. crispatus produjeron
fuertemente H,05 (> 3 mg/l], a diferencia de los aislamien-
tos de L. gasseri que ninguno fue productor fuerte, un 49 %
lo hizo débilmente y un 51 % resulté negativo (p < 0,0001).
Asimismo, un 61% de los aislamientos de L. jensenii produ-
jeron fuertemente H,0,, un 27 % lo hizo débilmente y el 12
% restante fue negativo, lo que también resulté diferente en
forma significativa respecto de los aislamientos de L. gas-
seri (p <0,0001).

En la especie L. gasseri, la mayoria de los azucares pre-
sentan diversos tipos bioquimicos, con lo cual no pudo ser
diferenciada esta especie de L. crispatus y L. jensenii y en
particular dependiendo del resultado de la lactosa. Ademas,
varios aislamientos fueron identificados como L. gasseri
por fermentar la rafinosa y sin embargo resultaron L. cris-
patus por medio de MALDI- TOF y secuenciacién del DNAr
16S. Asimismo, varios de los aislamientos estudiados no se
pudieron diferenciar entre L. gasseri y L. jensenii a través
de la fermentacion de azlcares, siendo entonces ambas es-
pecies posibles, aunque por MALDI- TOF y secuenciacidn del

ADNr 16S resultaron ser L. jensenii.

La metodologia MALDI-TOF MS (espectrometria de masa)
MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, Germany) mostré una
concordancia del 100 % con la secuenciacion del gen ADNr
16S para todas las especies de lactobacilos estudiadas (Ta-
bla XIII].

Discusion

Se observaron variaciones en la microbiota vaginal segun
el grupo etario, siendo los patégenos mas prevalentes la
VB y la candidiasis. Cabe destacar la mayor prevalencia de
VB respecto de candidiasis en todos los grupos etarios, tal
como lo describe la literatura [22]. En lo que respecta a la
candidiasis, predoming en el EVB | en todas las edades, su-
giriendo su rol como colonizante. Sin embargo, resaltamos
que las pacientes en que se asocié a EVB con RIV (Il y V] cor-
respondieron a la edad fértil, al igual que lo refiere Tibaldi et
al [23].

Un 45,0 % de las pacientes con VPH correspondientes
al grupo etario de 18 a 24 afios presentaron algin grado
de DV, que si bien no se diferencid significativamente del
grupo control esto podria deberse al tamafio muestral. Es-
tos resultados coinciden con lo que refiere la literatura, al
describir prevalencias de entre 25 - 60 % aproximadamente
de VB en pacientes con VPH [24,25], demostrando una aso-
ciacién positiva entre ambos patégenos, tal como lo refiere
Gilletetal. [25].

En las pacientes con ACO en edad fértil, se observé el pre-

Foto 6. Morfologia de Lactobacillus spp.: observacién en la coloracién de Gram (1000X)
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Tabla VI. Frecuencia de los estados vaginales basicos (EVB) de desbalance del contenido vaginal en pacientes que utilizan
anticonceptivos orales (ACO) segun cada grupo etario.

18 — 24 afos 25— 50 afos
GRUPO DE ESTUDIO
(n=21) (n=73)
EVB n % n % n %

Desbalance del contenido vaginal 13 61,9 o8 38,4 57 34,2
(I -1v=v)

Wi “‘El"_“lf]' 8 38,1 45 61,6 52 65,8

Total 21 100 73 100 79 100

dominio de la microbiota lactobacilar, al igual que lo descrip-
to en la literatura [9,26]. Esto podria ser explicado a partir
de la hipdtesis mas aceptada, la que afirma que el equilibrio
de la microbiota del contenido vaginal de la mujer en edad
fértil estd prioritariamente establecido por mecanismos
hormonales, principalmente por el “efecto estrégeno”, que
tiende a disminuir la frecuencia de VB, tal como lo refieren
Vodstrcil et al. [10] y Tibaldiet al [23].

En las pacientes que utilizaron PRE, tanto de los grupos
de 18 - 24 afios como de 25 - 50 afios presentaron una ten-
dencia a EVB con RIV al utilizar este método. Estos resulta-
dos coinciden con la literatura que hace referencia a la pre-
sencia de dermatitis vaginales, vulvovaginitis alérgicas e
irritativas y estados inflamatorios asociados al uso de PRE,
ya sea por la influencia del latex o por los espermicidas (no-
noxinol-9) [27,28].

Un 40,7 % de las pacientes del grupo de 25 a 50 afios que
utilizaron DIU presentaron algin grado de DV, que si bien no
se diferenci6 significativamente del control esto podria de-
berse al tamafio muestral. Resultados similares fueron des-
criptos por Gupta et al [9], quienes refirieron que los méto-
dos de barreraalteran el ecosistema vaginal por representar
un cuerpo extrafio con permanencia fisica por largos tiempo.
Madden et al [29] demostraron que la incidencia de VB fue
superior enlasusuarias de DIU conrelacién a otros métodos.
Las pacientes menopausicas que no utilizaron método an-
ticonceptivo, ni presentaban VPH, ni recibian THR presenta-
ron estados de DV de 20,2 %, similar al grupo control. Estos

resultados correlacionan con un elevado porcentaje de mi-
crobiota lactobacilar (43,4 %), en coincidencia con lo referi-
do por Pabich et al. [30].

Las especies de lactobacilos predominantes en toda la
poblacién estudiada fueron L. crispatus, L. gasseri y L. jen-
senii, tal como lo describe la literatura que refiere que, a
pesar de existir algunas diferencias segun las poblaciones
estudiadas, estas tres especies representan las mas fre-
cuentes en la mayoria de las mujeres provenientes de los
diferentes paises del mundo [4,6,20]. Sin embargo, cabe
aclarar que los resultados obtenidos dependen de técnicas
sesgadas como el cultivo, dado que su limitada capacidad
puede ser el resultado de la combinacién 6ptima de nutrien-
tes, temperaturas de crecimiento, niveles de oxigeno o, po-
tencialmente la necesidad de co-cultivar con socios micro-
bianos clave [4].

El grupo VPH presenté menor prevalencia de L. crispatus
respecto del control y mayor de L. gasseri, respecto de ACO
y PRE, en coincidencia con lo descripto por Gao et al. [24]
y por Dareng et al. [31]. Estos resultados se corresponden
con los descriptos por Clarke et al [32], quienes relataron
que la elevacién del pH se asociaba con un mayor riesgo
de infeccién por VPH, dado que se observé que L. crispatus
es capaz de acidificar el medio vaginal a pH menor de 4,0,
mientras que otros como L. gasseri alcanzan un pH mas ele-
vado que oscila entre 4,4- 5,0 [1,6].

Los grupos ACO y PRE mostraron mayor prevalencia de
L. crispatus aligual que el control respecto de las pacientes

Tabla VII. Frecuencia de los estados vaginales basicos (EVB) de deshalance del contenido vaginal en pacientes con disposi-
tivo intrauterino (DIU] segun cada grupo etario.

25— 50 afios Control
RUPO DE ESTUDI
GRUPO STUDIO (n=27) (n=79)
EVB n % n %
Desbalance del contenido vaginal
11 40,7 27 34,2
(m-nv-yv)
Microbiota normal 16 593 £ 65.8
(1-1)
Total 27 100 79 100
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Tabla VIII. Frecuencia de los estados vaginales bésicos (EVB] de desbalance del contenido vaginal en pacientes menopausi-

cas.
> 50 afos Control
GRUPO DE ESTUDIO
(n=99) (n=79)
EVB n % n %
Desbalance del contenido vaginal
TR 20 20,2 27 34,2
Microbiota normal 59 298 £7 65.8
(1-n)
Total 99 100 /9 100

menopdusicas, en coincidencia con estudios que evaluaron
la influencia del ciclo menstrual sobre la microbiota, sugi-
riendo que los niveles de estradiol promueven el desarrollo
de L. crispatus [26]. Asimismo, la asociacién entre el uso de
preservativo y L. crispatus también fue descripta por Ma et
al. [33].

Las pacientes menopdusicas presentaron mayor preva-
lencia de L. gasseri respecto de todos los grupos al igual que
lo descripto por Brotman et al [34]. Sin embargo, la presen-
cia de esta especie no brindaria un rol protector, teniendo
en cuenta que ningun aislamiento de esta especie produjo
fuertemente H,0, Resultados similares fueron descriptos
por diversos autores, tales como Song et al. [5], quienes
refirieron que sélo un 40% de las cepas de L. gasseri fueron
fuertemente productoras de H,0,. Ademas, el escaso rol
protector de L. gasseri se asocia también con su menor ca-
pacidad de disminuir el pH vaginal [6] y, por lo tanto, con
una mayor predisposicion a estados de vaginosis bacteria-
na [1,35]. A diferencia de L. gasseri, el 96 % y el 61 % de los
aislamientos de L. crispatus y L. jensenii respectivamente,
produjeron fuertemente H,0,, lo que indicaria el rol protec-
tor de estas especies. Resultados similares también fueron
descriptos por Song et al. [5] y Pendharkar et al [36], quie-
nes refirieron que la mayoria (> 85 %) de las cepas de L. cris-
patus y L. jensenii producen fuertemente H,0,.

En las pacientes embarazadas las especies mas preva-
lentes fueron L. crispatus y L. gasseri seguido de L. jensenii,

aligual que lo describieron Petricevic et al. [2] y El Aila et al
[37]. En la literatura no existen reportes que describan las
especies de lactobacilos prevalentes en el embarazo segin
estén o no colonizadas por EGB y/o con candidiasis. En este
trabajo se detecté que las pacientes embarazadas coloni-
zadas con EGB y/o con candidiasis presentaron mayor pre-
valencia de L. gasseri respecto de las no colonizadas y que
en el caso particular de las pacientes colonizadas por EGB y
con candidiasis, no presentaron L. crispatus a diferencia de
las no colonizadas en quienes esta especie resulté ser una
de las predominantes. Asimismo, |a totalidad de las pacien-
tes embarazadas colonizadas mostraron una tendencia a
presentar menor prevalencia de L. jensenii.

Estos hallazgos podrian deberse a que, en las pacientes
colonizadas tanto por EGB como con candidiasis, dichos
microorganismos provendrian del tracto intestinal y proba-
blemente las especies de lactobacilos que los acompafian
tengan el mismo origen. De esta forma se explicaria la aso-
ciacion de ellos con L. gasseri, una especie con escaso rol
protector, en lugar de L. crispatus y L. jensenii que son las
especies predominantes y protectoras del contenido vagi-
nal. En este sentido, el escaso rol protector de L. gasseri se
relacionaria con una mayor predisposicién a la adquisicién
de distintas infecciones vaginales tales como vaginosis
bacteriana e infecciones de transmisién sexual, que se rela-
cionarian con complicaciones perinatolégicas.

La fermentacién de los hidratos de carbono constituye

Tabla IX. Frecuencia de microbiota lactobacilar en pacientes menopausicas.

> 50 afios Control
GRUPO DE ESTUDIO
(n=99) (h=r9)
EVB n % n %
Microbiota no lactobacilar 56 57,6 27 34,2
Microbiota lactobacilar 43 434 £ 65.8
Total 99 100 79 100
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Tabla X. Distribucién de las especies de Lactobacillus en los distintos grupos de riesgo de las pacientes no embarazadas.

GRUPO DE ESTUDIO

ER Preservativo ACO® VPHP Dlu® Menopausica Control

(n=44) (n=32) (n=36) (n=10) (n=33) (n=40)
L. crispatus (n=68) 19 12 9 2 4 22
L. gasseri (n=56) 5 4 12 3 22 10
L. jensenii (n=54) 12 14 11 5 6 6
L. iners (n=9) 5 1 2 0 0 1
L salivarius (n=3) 1 1 0 0 1 0
L. vaginalis (n=3) 0 0 2 0 0 1
L. paracasei [n=1) 1 0 0 0 0 0
L. rhamnosus (n=1) 1 0 0 0 0 0
Total (n=195) 44 32 36 10 33 40

» a ACO: Anticonceptivo oral; b VPH: Virus del Papiloma humano; ¢ DIU: Dispositivo intrauterino

una metodologia muy laboriosa y que no mostré utilidad en  de lactobacilos estudiadas tal como lo describieron Ander-
la diferenciacion bioquimica de las principales especies del  sonetal. [38]. Porlo tanto, este estudio permitié demostrar
contenido vaginal (L. crispatus, L. jensenii y L. gasseri]. que esta metodologia resulté ser una herramienta confiable
El método MALDI-TOF MS (espectrometria de masa) de- yrapida que puede ser implementada en la préctica clinica
mostré excelente concordancia con la secuenciacién de para caracterizar las especies de lactobacilos vaginales.
ADNr 16S (método de referencia), para todas las especies En conclusién, se observé DV en los distintos grupos eta-

Tabla XI. Distribucion de las especies de Lactobacillus de pacientes embarazadas segun la colonizacion.

Especies Ca[\:i_d;?s]pp Candic[jre:_slpgl+ £68 [noCc?)II\IOTr:S:da]
- - (n=133]

L. gasseri (n=61) 14 10 10 27
L. crispatus (n=59) 14 6 0 39
L. jensenii (n=56) I4 6 2 41
L. iners (n=22) 0 2 1 19
L. johnsonii (n=2) 0 0 1 1
L. vaginalis (n=5) 1 1 1 2
L. paracasei (n=1) 0 0 0 1
L. acidophilus (n=1) 0 0 0 1
L. mucosae (n=2] 0 0 0 2
L. murinus (n=1) 1 0 0 0

Total (n=210) 37 25 15 133

» EGB: Estreptococo grupo B
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TablaXll. Produccion de H202 por las diferentes especies de Lactobacillus.

Especies  N2de especies que producen la siguiente cantidad de H,05 (mg/1]

negativa 1-3 3-10 10-30
L. crispatus (n=127]) 0 5 42 80
L. gasseri (n=117) 60 57 0 0
L. jensenii (n=110) 13 30 67 0
L. iners (n=31) 0 16 15 0
L. johnsonii (n=2) 0 0 2 0
L. vaginalis (n=5) 1 1 2 3
I. salivarius (n=3) 0 0 3 0
L. paracasei (n=1) 0 1 0 0
L. rhamnosus (n=1) 0 0 1 0
L. acidophilus (n=1) 0 0 1 0
L. mucosae (n=2) 0 1 1 0
L. murinus (n=1) 0 1 0 0
Total (n=401) ‘4 112 134 83

rios y en sus subgrupos de riesgo, asociada a la presencia
de levaduras y/o VB, siendo la VB el patégeno mas prevalen-
te en todos los grupos etarios. Se resalta el efecto protector
ejercido por L. crispatus en ACO y PRE y en este dltimo con
RIV. Contrariamente las pacientes con infeccién por VPH y
con DIU mostraron una tendencia a desarrollar DV, en coin-
cidencia con la disminucién de L. crispatus y el aumento de
L. gasseri. En la menopausia predominé L. gasseri, especie
relacionada con la predisposicion a la DV. En las pacientes
embarazadas no colonizadas predominé L. crispatus y L.
jensenii (especies protectoras), mientras que en las coloni-
zadas por EGB y/o con candidiasis predomind L. gasseri (es-
pecie con escaso rol protector], asociada a estos microor-
ganismos de origen intestinal. La espectrometria de masa
resulté ser una metodologfa confiable y rapida que puede
serimplementada en |a practica clinica para caracterizar las
especies de lactobacilos vaginales.
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Asociacion Latinoamericana Patologia
Clinica.

Integrante:

Comisién Nacional de Certificacién
Bioquimica (COCERBIN]; Comisidn

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

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

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

1| Promover la educacidn continua de los bioquimicos.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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



Dengue - Zika
Chikungunya

Dengue
- Platelia Dengue NS1Ag

- ELISA x 96 tests

- Dengue NS1Ag strip

Inmunocromatografia — Test Rapido x 25 tests

MP - MultiSure Dengue IgG, IgA, IgM y NS1Ag
L L Inmunocromatografia — Test Rapido x 20 tests
- Dengue IgG
ELISA x 96 tests
NovaTecy - DenguelgM
R ELISA x 96 tests
- Dengue IgM captura
ELISA x 96 tests

Zika
NOVATE - Zika 1gM Captura
panesanesTe Fer ELISA x 96 tests

- DPP Zika IgM /IgG

Inmunocromatografia — Test Rapido x 25 tests

Chikungunya
NOVATECY - Chikungunya IgG
IMMUNDIAGBNOSTIDA GMBH ELISA x 96 tests

- Chikungunya IgM Captura
ELISA x 96 tests
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Anuncie en ByPC...

Bioquimica y

atologia Clinica

Revista de la Asociacién Bioquimica Argentina Venezuela 1823 - Piso 3 - CP (1096)
D . . Buenos Aires - Argentina
chorPgrada al Lat’|r.1dex ya la Red de.ReV|stas~ Tel/ fax: 4384-7415 - Tel: 4381.2907
q D D Cientificas de América Latina y el Caribe, Espafia y e-mail: info@aba-online.org.ar
Portugal (REDALYC)

www.aba-online.org.ar
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Dispositivo individual de un solo uso
que contiene todos los reactivos
necesarios para realizar el ensayo.

Capacidad multiparamétrico:
Procesa hasta 30 diferentes pruebas
por corrida.

La velocidad permite obtener resultados
simultaneos de diferentes paneles.

El primer resultado se obtiene antes de
90 minutos.

Volumen de muestra:

La muestra se dispensa manualmente.
ELISA: Minimo de muestra 60 uL
Fijacion de complemento: Minimo de

muestra 120 uL

Enfermedades Infecciosas

Adenovirus lgG
Adenovirus IgA

Legionella Pneumophyla 1-6 IgG
Measles IgG

Chlamydophila P iae IgG Measles IgM
Chlamydophila F iae IgM Mycopl Pneumoniae IgA
Chlamydophila P iae IgA Mycopl Pr iae IgG
Cytomegalovirus IgG Mycoplasma Pneumoniae IgM
Cytomegalovirus lgG Avidity Mumps IgG
Cytomegalovirus IgM Mumps IgM

Epstein-Barr VCA 1gG
Epstein-Barr VCA IgM
Epstein-Barr EBNA lgG
Epstein-Barr Early Antigen IgG
Epstein-Barr Early Antigen IgM
Helicobacter Pylori IgG
Helicobacter Pylori IgA

HSV 1 Screen

HSV 2 Screen

Herpes Simplex 1+2 IGM
Herpes Simplex 1+2 IgG
Influenza A IgG

Influenza A IgG

Influenza B IgG

Respiratory Synicytial Virus IgG
Respiratory Synicytial Virus IgG
Rubella IgG

Rubella IgG Avidity

Rubella IgM

Syphillis Screen Recombi

Treponema lgG

Treponema lgM

Toscana Virus IgG (Sandfly Fever Virus)
Toscana Virus IgM (Sandfly Fever Virus)
Toxoplasma lgG

Toxoplasma IgG Avidity

Toxoplasma IgM

Toxoplasma IgA

Influenza B IgG Varicella IgG

Legionella Pneumophyla IgM Varicella IigM

Legionella Pneumophyla 1 IgG

Proxi disponibles: Borellia IgG - IgM, Vitamina D, C dia T

Autoinmunidad

AtNA-8 Gliadin-B

ENA-6-5 Deaminated Gliadin
ANA Screen Preptide-G

SM Deaminated Gliadin
5S5-A Preptide -A

SS-B tTg-A

Scl-70 tTg-G

Cemp-B ASCA-A

Jo-1 ASCA-G

dsDNA-G PR3

dsDNA-M MPO

ccP GBEM

RF-G a-TG

RF-M a-TPO
Cardiolipin-lgG TG

Cardiolipin-igM LKM-1

Beta 2-Glycoprotein-G AMA-M2
Beta2-Glycoprotein -M [LETI

Gliadin-A

Analizador Multiparamétrico
Totalmente automatizado

Fijacion del Complemento

Bordetella Pertussis
Borrella

Brucella
Campylobacter Jejuni
Legionella f e

Chilamydia

Echo Virus P Mix
Influenza A Virus
Influenza B Virus

Leptospira Mix

Listeria Monocytogenes
Shigella Flexneri
Yersinia Enterocolitica
Echo Virus N Mix
Poliovirus Mix
Adenovirus

Parainfluenza Mix

Q-Fever

Reovirus

Respiratory Syncythial Virus
Coxsackie Virus A Mix
Coxsackie Virus B Mix
Achinococcus

is IgG - IgA, Parvovirus IgG - IgM, Panel Vacunacion (Tetanos - Difteria - polio IgG), EBV VCA Recombinante.
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